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DESCRIPCION
Derivados de sangliferina y métodos para su produccién
Introduccion

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para la preparacion de anélogos de sangliferina, que son Utiles
como inhibidores de ciclofilina, por ejemplo en el tratamiento de una infeccién viral, especialmente infeccion por virus
de ARN tales como virus de la hepatitis C (VHC) y VIH y/o como inmunosupresores, por ejemplo, para su uso en la
profilaxis del rechazo de trasplantes y como agentes antiinflamatorios, por ejemplo, para su uso en trastornos
inflamatorios. La presente descripcion también proporciona métodos para su uso en medicina, en particular para el
tratamiento de infeccion por VHC y para su uso como inmunosupresor o agente antiinflamatorio, o como productos
intermedios en la generacion de compuestos Utiles medicinalmente adicionales.

Antecedentes de la invencion

Hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de ARN de hebra positiva, y su infeccion es la causa principal de hepatitis
postransfusional. El VHC es la infeccion crénica de transmision hematica mas comdn, y la causa principal de muerte
por enfermedad hepéatica en los Estados Unidos. La Organizacién Mundial de la Salud estima que hay mas de 170
millones de portadores crénicos de infeccién por VHC, lo que es aproximadamente el 3% de la poblacién mundial.
Entre los pacientes infectados por VHC no tratados, aproximadamente el 70%-85% desarrollan infeccion crénica por
VHC vy, por tanto, corren el riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular. En paises
desarrollados, el 50-76% de todos los casos de cancer de higado y dos tercios de todos los trasplantes de higado
son debidos a infeccién crénica por VHC (Manns et al, 2007).

Ademas de enfermedades hepaticas, los pacientes infectados crénicos también pueden desarrollar otras
enfermedades cronicas relacionadas con VHC, y sirven como fuente de transmision a otros. La infeccién por VHC
provoca complicaciones no hepaticas tales como artralgias (dolor articular), erupcién cutanea y dafio organico
interno predominantemente al rifidn. La infeccion por VHC representa una importante carga asistencial global, y
actualmente no existe vacuna disponible para la hepatitis C (Strader et al., 2004; Jacobson et al. 2007; Manns et al.,
2007 Pawlotsky, 2005; Zeuzem & Hermann, 2002).

Tratamiento de VHC

El tratamiento habitual actual (SoC) son inyecciones subcutaneas de interferon-o (pIFNa) pegilado y dosificacion
oral del farmaco antiviral ribavirina durante un periodo de 24-48 semanas. El éxito del tratamiento se define por la
respuesta virologica sostenida (RVS), que se define por la ausencia de ARN de VHC en el suero al final del periodo
de tratamiento y 6 meses después. Las tasas de respuesta globales con respecto a SoC dependen principalmente
del genotipo y los niveles de ARN de VHC antes del tratamiento. Es mas probable que los pacientes con genotipo 2
y 3 respondan a SoC que los pacientes infectados con el genotipo 1 (Melnikova, 2008; Jacobson et al., 2007).

Un ndmero significativo de pacientes con VHC no responde al tratamiento SoC, o no puede tolerar la terapia debido
a los efectos secundarios, lo que conduce a problemas frecuentes con la finalizaciéon del transcurso completo. La
tasa de RVS clinica global de SoC es so6lo de aproximadamente el 50% (Melnikova, 2008). El desarrollo de
resistencia también es otro factor subyacente del fracaso del tratamiento (Jacobson et al. et al. 2007). SoC también
esta contraindicado en algunos pacientes que no se consideran candidatos para el tratamiento, tales como pacientes
con episodios significativos pasados de depresién o enfermedad cardiaca. Los efectos secundarios del SoC, que
pueden conducir frecuentemente a interrupcion del tratamiento incluyen una enfermedad similar a la gripe, fiebre,
fatiga, enfermedad hematolégica, anemia, leucopenia, trombocitopenia, alopecia y depresiéon (Manns et al., 2007).

Teniendo en cuenta los efectos secundarios asociados con los tratamientos prolongados que usan SoC, el
desarrollo de resistencia y la tasa de éxito global subdptima, se necesitan urgentemente nuevos tratamientos mas
eficaces y mas seguros para el tratamiento de infeccion por VHC. Los objetivos de los nuevos tratamientos incluyen
potencia mejorada, perfil de toxicidad mejorado, perfil de resistencia mejorado, calidad de vida mejorada y la mejora
resultante en el cumplimiento del paciente. EI VHC tiene un ciclo de vida corto y, por tanto, el desarrollo de
resistencia a farmacos durante la terapia farmacolégica es comun.

Esta desarrollandose una terapia antiviral novedosa, especificamente dirigida para la hepatitis C (STAT-C), también
conocida como farmacos antivirales de actuacién directa (DAA) que se dirigen a proteinas virales tales como ARN
polimerasa viral NS5B o proteasa viral NS3 (Jacobson et al, 2007; Parfieniuk et al., 2007). Ademas, también estan
desarrollandose compuestos novedosos que se dirigen a proteinas humanas (por ejemplo ciclofilinas) en lugar de
dianas virales, que puede esperarse que conduzcan a una reduccién en la incidencia de resistencia durante terapia
farmacoldgica (Manns et al., 2007; Pockros, 2008; Pawlotsky J-M, 2005).
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Inhibidores de ciclofilina

Las ciclofilinas (CyP) son una familia de proteinas celulares que presentan actividad peptidil-prolil cis-trans
isomerasa que facilita cambios de conformacién en la proteina y plegamiento. Las CyP estan implicadas en
procesos celulares tales como regulacién transcripcional, respuesta inmunitaria, secrecién de proteinas y funcion
mitocondrial. El virus VHC recluta CyP para su ciclo vital durante la infeccion en seres humanos. Originalmente, se
pensaba que las CyP estimulaban la actividad de unién a ARN de la proteina no estructural de ARN polimerasa de
NS5B de VHC que promueve la replicaciéon de ARN, aunque se han propuesto varias hipdtesis alternativas
incluyendo un requisito para la actividad PPlasa de CyP. Se cree que diversas isoformas de CyP, incluyendo A y B,
estan implicadas en el ciclo vital de VHC (Yang et al., 2008; Appel et al., 2006; Chatterji et al., 2009; Gaither et al.,
2010). La capacidad de generar inactivaciones en ratones (Colgan et al., 2000) y células humanas T (Braaten y
Luban, 2001) indica que CyPA es opcional para el crecimiento y supervivencia celular. Se han observado resultados
similares con alteracion de homologos de CyPA en bacterias (Herrler et al., 1994), Neurospora (Tropschug et al.,
1989) y Saccharomyces cerevisiae (Dolinski et al. 1997). Por tanto, inhibir las CyP representa una diana huésped
novedosa y atractiva para tratar la infeccién por VHC, y una nueva posible adicién al SoC actual o a los farmacos de
STAT-C/DAA, con el objetivo de aumentar la RVS, evitando que emerja resistencia y reduciendo los efectos
secundarios del tratamiento.

”} &MN ”L&%
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NIM-811, 3 SCY-635, 4

Se conoce que la ciclosporina A (Inoue et al. 2003) (“CsA”) y sus analogos clinicos no inmunosupresores
estrechamente relacionados estructuralmente DEBIO-025 (Paeshuyse et al. 2006; Flisiak et al. 2008), NIM811
(Mathy et al. 2008) y SCY-635 (Hopkins et al., 2009) se unen a ciclofilinas, y como inhibidores de ciclofilina han
demostrado eficacia in vitro y clinica en el tratamiento de infeccién por VHC (Crabbe et al., 2009; Flisiak et al. 2008;
Mathy et al. 2008; Inoue et al., 2007; Ishii et al., 2006; Paeshuyse et al., 2006). Aunque estudios de resistencia
anteriores sobre CsA mostraron mutaciones en la ARN polimerasa de NS5B de VHC y sugirieron que sélo la
ciclofilina B estaria implicada en el proceso de replicacién de VHC (Robida et al., 2007), estudios recientes han
sugerido un papel esencial para la ciclofilina A en la replicacién de VHC (Chatterji et al. 2009; Yang et al., 2008).
Teniendo en cuenta que las mutaciones en la proteina viral NS5A también se asocian con resistencia a CsA y que
NS5A interactta tanto con CyPA como CypB para su actividad peptidil-prolil cis/trans isomerasa especifica (PPlasa),
ademas se sugiere un papel para ambas ciclofilinas en el ciclo vital viral (Hanoulle et al., 2009).

El efecto anti-VHC de analogos de ciclosporina es independiente de la propiedad inmunosupresora, que depende de
calcineurina. Esto indicé que el requisito esencial para la actividad de VHC es la unién a CyP y la unién a
calcineurina no se necesita. DEBIO-025, el inhibidor de ciclofilina mas avanzado clinicamente para el tratamiento de
VHC, ha mostrado potencia in vitro e in vivo frente a los cuatro genotipos de VHC mas prevalentes (genotipos 1, 2, 3
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y 4). Estudios de resistencia mostraron que las mutaciones que conferian resistencia a DEBIO-025 fueron diferentes
de aquellas notificadas para inhibidores de polimerasa y proteasa, y que no hubo resistencia cruzada con replicones
virales resistentes a STAT-C/DAA. De manera mas importante, DEBIO-025 también evité el desarrollo de
mutaciones de escape que confieren resistencia a tanto inhibidores de proteasa como de polimerasa (Crabbe et al.,
2009).

Sin embargo, los inhibidores de ciclofilina basados en CsA en el desarrollo clinico tienen varios problemas, que se
piensa que estan relacionados con su clase estructural compartida, incluyendo: determinados acontecimientos
adversos que pueden conducir a retirada de terapia y han limitado los niveles de dosis clinicas; farmacocinética
variable que puede conducir a eficacia variable; y un mayor riesgo de interacciones farmacoldgicas que pueden
conducir a problemas de dosificacion.

Los acontecimientos adversos que se producen mas frecuentemente (AE) en pacientes que recibieron DEBIO-025
incluian ictericia, dolor abdominal, vomitos, fatiga y pirexia. Los AE mas importantes clinicamente fueron
hiperbilirrubinemia y reduccién en el recuento plaquetario (trombocitopenia). Peg-IFN puede provocar
trombocitopenia profunda y la combinacién con DEBIO-025 podria representar un problema clinico significativo.
También se han descrito tanto un aumento de la bilirrubina como disminucion de plaquetas en estudios clinicos
anteriores con NIM-811 (Ke et al., 2009). Aunque la hiperbilirrubinemia observada durante estudios clinicos con
DEBIO-025 se invirti6 después del cese del tratamiento, fue la causa de la interrupcion del tratamiento en 4 de 16
pacientes, y una reduccion en los niveles de dosis para futuros ensayos. Puesto que el efecto antiviral de los
inhibidores de ciclofilina en VHC esta relacionado con la dosis, una reduccién en la dosis ha conducido a una
reduccion en el efecto antiviral, y varios ensayos posteriores con inhibidores de ciclofilina basados en CsA no han
demostrado, o han demostrado escasas, reducciones en la carga viral de VHC cuando se dosifica como
monoterapia (Lawitz et al., 2009; Hopkins et al., 2009; Nelson et al., 2009). Se conoce que DEBIO-025 y ciclosporina
A son inhibidores de los transportadores biliares tales como bombas de exportacion de sales biliares y otros
transportadores hepaticos (especialmente MRP2/cMOAT/ABCC2) (Crabbe et al., 2009). Se ha sugerido que la
interaccion con los transportadores biliares, en particular MRP2, puede ser la causa de la hiperbilirrubinemia
observada a altos niveles de dosis de DEBIO-025 (Nelson et al., 2009, Wring et al, 2010). Las interacciones
farmacolégicas relacionadas con la clase de CsA (DDI) por medio de inhibicion de otros transportadores de
farmacos tales como OAT1B1 y OAT1B3 (Konig et al, 2010) también puede ser un problema, limitando
potencialmente determinadas combinaciones y uso en algunos pacientes que se someten a tratamiento para
infecciones conjuntas tales como VIH (Seden et al., 2010).

Ademas, DEBIO-025 y ciclosporina A son sustratos para el metabolismo por el citocromo P450 (especialmente
CYP3A4), y se conoce que son sustratos e inhibidores de la glicoproteina P humana (MDR1) (Crabbe et al., 2009).
La ciclosporina A también ha demostrado ser un inhibidor de CYP3A4 in vitro (Niwa et al., 2007). Esto indica que
podria haber un riesgo aumentado de interacciones farmacologicas con otros farmacos que son sustratos,
inductores o inhibidores de CYP3A4 tales como, por ejemplo, ketoconazol, cimetidina y rifampicina. Ademas,
también se esperan interacciones con farmacos que se someten a transporte mediante glicoproteina P (por ejemplo,
digoxina), lo que podria provocar interacciones farmacoldgicas graves en pacientes con VHC que reciben
tratamientos médicos para otras enfermedades concomitantes (Crabbe et al. 2009). También se sabe que CsA tiene
una farmacocinética muy variable, mostrando formulaciones anteriores biodisponibilidad oral desde el 1-89%
(Kapurtzak et al., 2004). Sin monitorizacion costosa de los niveles sanguineos del paciente, esto puede conducir a
prevalencia aumentada de efectos secundarios debido a niveles plasmaticos aumentados, o respuesta clinica
reducida debido a niveles plasmaticos reducidos.

Teniendo en cuenta que la inhibicién de ciclofilinas representa un nuevo enfoque prometedor para el tratamiento de
VHC, existe la necesidad de descubrimiento y desarrollo de inhibidores de CyP mas potentes y mas seguros para su
uso en terapia de combinacion frente a infeccién por VHC.

Sangliferinas

La sangliferina A (SfA) y sus congéneres naturales pertenecen a una clase de péptidos/policétidos no ribosémicos
mixtos, producidos por Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 9954) (véase el documento WO
97/02285), que se descubrieron originalmente basandose en su alta afinidad a ciclofilina A (CyPA). SfA es el
componente mas abundante en caldos de fermentacién y presenta aproximadamente 20 veces mas afinidad por
CyPA en comparacion con CsA. Esto ha conducido a la sugerencia de que las sangliferinas podrian ser utiles para el
tratamiento de VHC (documento W0O2006/138507). Las sangliferinas también han demostrado presentar una menor
actividad inmunosupresora que CsA cuando se somete a prueba in vitro (Sanglier et al., 1999; Fehr et al., 1999). SfA
se une con alta afinidad al sitio de union a CsA de CyPA (Kallen et al., 2005).
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Biosintesis de sangliferinas

Las sangliferinas se biosintetizan mediante una policétido sintasa mixta (PKS)/péptido sintetasa no ribosémica
(NRPS) (véase el documento WO2010/034243, Qu et al, 2011). La estructura principal de macrdlido de 22
miembros consiste en una cadena de carbono de policétido y una cadena tripeptidica. La cadena peptidica consiste
en un amino&cido natural, valina, y dos aminoacidos no naturales: (S)-meta-tirosina y acido (S)-piperazico, unidos
mediante un enlace amida. La hidroxilacion de fenilalanina (o bien in situ en el NRPS o bien antes de la biosintesis)
para generar (S)-meta-tirosina se piensa que se produce por medio del producto génico de sfaA. El documento
WQ02006138507 da a conocer que las sangliferinas A, B, C y D se aislan de Streptomyces sp. A92-308110.

Accién inmunosupresora de sangliferinas

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

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

A la inversa de esto, también existe una oportunidad de desarrollar agentes inmunosupresores con baja toxicidad
para su uso en tales areas como profilaxis de rechazo de trasplantes, 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 aplasica, cirrosis biliar, asma, fibrosis pulmonar,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD) y enfermedad celiaca. Las sangliferinas han demostrado tener un
mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora (Zenke et al., 2001), que actda potencialmente a través de las
quimiocinas de células dendriticas (Immecke et al., 2011) y existe, por tanto, una oportunidad de desarrollar agentes
con un mecanismo de accion diferente a los agentes clinicos actuales, tales como ciclosporina A, rapamicina y
FK506.

Otros usos terapéuticos de inhibidores de ciclofilina

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

Tratamiento de VIH

Mas de 30 millones de personas estan infectadas por VIH-1 a nivel mundial, con 3 millones de nuevos casos cada
ano. Las opciones de tratamiento han mejorado drasticamente con la introduccion de terapia antirretroviral muy
activa (HAART) (Schopman et al., 2010). Hacia 2008, se habian autorizado casi 25 farmacos antirretrovirales para el
tratamiento de VIH-1, incluyendo nueve inhibidores nucleésidos de la transcriptasa inversa (NRTI), cuatro inhibidores
no nucleosidos de la transcriptasa inversa (NNRTI), nueve inhibidores de proteasa (Pl), un inhibidor de fusién, un
inhibidor de CCR5 y un inhibidor de integrasa (Shafer y Schapiro, 2008). Sin embargo, ninguno de estos regimenes
actuales conduce a aclaramiento viral completo, pueden conducir a efectos secundarios graves y la resistencia
antiviral todavia es un problema principal. Por tanto, sigue permaneciendo la necesidad de nuevas terapias
antivirales, especialmente en el mecanismo de clases de accion cuando no hay farmacos aprobados, tal como es el
caso para los inhibidores de ciclofilina.

Virus de la hepatitis B

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

Tratamiento de VHB

El VHB infecta hasta 400 millones de personas a nivel mundial y es una causa principal de hepatitis viral cronica y
carcinoma hepatocelular. Con fecha de 2008, existen seis farmacos autorizados para el tratamiento de VHB;
interferon alfa e interferon alfa pegilado, tres analogos de nucledsido (lamivudina, entecavir y telbivudina) y un
andlogo de nucledtido (adefovir dipivoxil). Sin embargo, debido a las altas tasas de resistencia, escasa tolerabilidad
y posibles efectos secundarios, se necesitan nuevas opciones terapéuticas (Ferir et al., 2008).

Inhibicién del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP)

La apertura de los poros de transicién de permeabilidad de alta conductancia en las mitocondrias inicia la aparicion
de la transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT). Este es un acontecimiento causante, que conduce a necrosis y
apoptosis en hepatocitos tras estrés oxidativo, toxicidad de Ca®* e isquemia/reperfusion. La inhibicion de ciclofilina D
(también conocida como ciclofilina F) por inhibidores de ciclofilina ha demostrado bloquear la apertura de poros de
transicion de permeabilidad y protege de la muerte celular después de estas tensiones. Los inhibidores de ciclofilina
D pueden, por tanto, ser Utiles en indicaciones en las que la apertura de mPTP se ha implicado, tales como distrofia
muscular, en particular distrofia muscular congénita de Ullrich y miopatia de Betlem (Millay et al., 2008, documento
WQ02008/084368, Palma et al., 2009), esclerosis multiple (Forte et al., 2009), diabetes (Fujimoto et al., 2010),
esclerosis amiotrofica lateral (Martin 2009), trastorno bipolar (Kubota et al., 2010), enfermedad de Alzheimer (Du y
Yan, 2010), enfermedad de Huntington (Perry et al., 2010), recuperacion tras infarto de miocardio (Gomez et al.,
2007) y consumo de alcohol crénico (King et al., 2010).

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-zoster (Ptak et al., 2008), virus de la gripe A (Liu et al., 2009), coronavirus de
sindrome respiratorio agudo grave y otros coronavrius 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 de
la vaccinia (Castro et al., 2003).

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

Comentarios generales sobre las sangliferinas
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Uno de los problemas en el desarrollo de farmacos de compuestos tales como sangliferinas es el metabolismo
rapido y glucuronidacion, que conducen a baja biodisponibilidad oral. Esto puede conducir a una oportunidad
aumentada de efecto de alimento, liberacion incompleta méas frecuente de la forma de dosificacion y mayor
variabilidad entre pacientes.

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de identificar inhibidores de ciclofilina y agentes antiinflamatorios
novedosos, que pueden tener utilidad, particularmente en el tratamiento de infeccion por VHC y estados
antiinflamatorios, pero también en el tratamiento de otras areas de la enfermedad en las que la inhibicion de
ciclofilinas puede ser util, tales como infeccion por VIH, distrofia muscular o ayudar a la recuperaciéon después de un
infarto de miocardio o cuando la inmunosupresion sea util. Preferiblemente, tales inhibidores de ciclofilina tienen
propiedades mejoradas con respecto a los inhibidores de ciclofilina actualmente disponibles, incluyendo una o mas
de las siguientes propiedades: mayor semivida o biodisponibilidad oral aumentada, posiblemente por medio del
metabolismo de P450 reducido y/o glucuronidacion reducida, solubilidad en agua potenciada, potencia mejorada
frente a VHC, toxicidad reducida (incluyendo hepatotoxicidad), perfil farmacolégico mejorado, tal como alta
exposicion al érgano diana (por ejemplo higado en el caso de VHC) y/o larga semivida (lo que permite dosificacion
menos frecuente), interacciones farmacologicas reducidas, tales como por medio de niveles reducidos de
metabolismo e inhibicion de CYP3A4 e inhibicion de (Pgp) reducida (lo que permite combinaciones de multiples
farmacos mas faciles) y perfil de efectos secundarios mejorado, tal como baja unién a MRP2, lo que conduce a una
probabilidad reducida de hiperbilirrubinemia, mejor efecto inmunosupresor, actividad mejorada frente a especies de
virus resistentes, en particular especies de virus resistentes a CsA y analogo de CsA (por ejemplo, DEBIO-025) y
mayor indice terapéutico (y/o selectividad). La presente invencién da a conocer analogos de sangliferina novedosos
que pueden tener una o mas de las propiedades anteriores. En particular, la presente invencién da a conocer
analogos de sangliferina mutasintéticos novedosos que, en al menos algunas realizaciones, tienen metabolismo
reducido por medio de P450 o glucuronidacién, por ejemplo tal como se muestra por semivida de microsoma
aumentada y/o potencia mejorada frente a VHC, por ejemplo tal como se muestra mediante baja CEsy de replicén
y/o indice de selectividad aumentado.

También existe la necesidad de desarrollar agentes inmunosupresores novedosos, que pueden tener utilidad en la
profilaxis de rechazo de trasplantes, o en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y respiratorios.
Preferiblemente, tales inmunosupresores tienen propiedades mejoradas con respecto a las sangliferinas naturales
conocidas, incluyendo una o mas de las siguientes propiedades: mayor semivida o biodisponibilidad oral aumentada,
posiblemente a través del metabolismo de P450 reducido y/o glucuronidacion reducida, solubilidad en agua
potenciada, potencia mejorada en actividad inmunosupresora, tal como puede observarse en ensayos de
proliferacién de células T, toxicidad reducida (incluyendo hepatotoxicidad), perfil farmacolégico mejorado, tal como
alta exposicién al 6rgano diana y/o larga semivida (lo que permite dosificacion menos frecuente), interacciones
farmacolégicas reducidas, tales como por medio de niveles reducidos de metabolismo e inhibicién de CYP3A4 e
inhibicién de (Pgp) reducida (lo que permite combinaciones de mdltiples farmacos mas féciles) y perfil de efectos
secundarios mejorado. La presente invencion da a conocer analogos de sangliferina novedosos que pueden tener
una o mas de las propiedades anteriores. En particular, la presente invencién da a conocer analogos de sangliferina
novedosos que, en al menos algunas realizaciones, tienen metabolismo por medio de P450 o glucuronidacion
reducido, por ejemplo tal como se muestra mediante la semivida de microsoma aumentada y pueden tener potencia
inmunosupresora aumentada, por ejemplo, tal como se muestra mediante una Clso baja de proliferacion de células T.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un método para la preparacion de analogos de sangliferina novedosos, que se
han generado mediante mutasintesis. Estos analogos pueden generarse alimentando analogos de meta-tirosina a
un organismo productor de sangliferina, tal como Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM
9954), o mas preferiblemente, alimentando andlogos de meta-tirosina a un derivado modificado por ingenieria
genética de un organismo productor de sangliferina, donde sfaA, o un homoélogo de sfaA se inactiva o deleciona.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para producir una sangliferina mutasintética que comprende
alimentar una bacteria que produce sangliferina, como Streptomyces sp en el que el gen sfaA u homoélogo del gen
sfaA se inactiva o deleciona, un compuesto de férmula (l11)

R
Roo . X CO-R
25y s s 2R7
X3 - X NH
R4

Férmula (Ill)

en la que Xy, Xz, X3, X4, X5, Ry, R2, Rs, R4 y Rs se definen como
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R+, Rz, Rs, Rs y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz6 0 alquilo C+.10 en la que uno o0 mas
atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, Ny
S(O)p en donde p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o méas atomos de carbono de dicho grupo alquilo se
reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o mas
atomos de halégeno;

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

con la condicion de que cuando Ri, Rz, R4 y Rs representan todos H y Xi, Xo, X3, X4 y Xs representan todos C,
entonces Rz no puede representar OH;

y Rz representa H o un grupo formador de éster, o una sal del mismo, y

cultivar la bacteria para producir un compuesto de sangliferina segun la férmula (I) o la férmula (1) a continuacion, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

Ra (1)
en la que:
R4, Rs, R4 y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz.s 0 alquilo Ci1.10 en la que uno o mas
atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, Ny
S(O)p en donde p representa 0, 1 6 2 y en la que el grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o mas
atomos de halégeno;

y en la que R se selecciona de H, F, Cl, CFs, OH, NHz y alquilo C1.;

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

con la condicion de que cuando Ri, Rs, R4 y Rs representan todos H y Xi, Xz, X3, X4 ¥y Xs representan todos C,
entonces Rz no puede representar OH.

El procedimiento puede comprender ademas la etapa de aislar la sangliferina mutasintética.
Como resultado, la presente invencién proporciona métodos para la preparacién de andlogos de sangliferina

mutasintéticos. En esta descripcion se dan a conocer métodos para el uso de estos compuestos en medicina o como
productos intermedios en la produccién de compuestos adicionales.

8
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Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona analogos de sangliferina mutasintéticos y
derivados de los mismos segun la férmula (I) o la formula (1) a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos:

Re (In
en la que:

R+, Rz, Rs, R4 y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz6 0 alquilo C+.10 en la que uno o0 mas
atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, Ny
S(O)p en donde p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o méas atomos de carbono de dicho grupo alquilo se
reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o mas
atomos de halégeno;

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

con la condicion de que cuando Ri, Rs, R4 y Rs representan todos H y Xi, Xo, X3, X4 ¥y Xs representan todos C,
entonces Rz no puede representar OH.

Las sangliferinas producidas pueden modificarse a cualquier tautdmero de las mismas; o un isémero de las mismas
en las que el enlace C=C en el C26, posicién 27 C=C (como referencia a la estructura de sangliferina A) mostrado
como trans es cis; y que incluye un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la
combinacion del ceto C-53 y el grupo hidroxilo C-15 y metanol.

La estructura anterior muestra un tautdmero representativo y los compuestos preparados mediante la invencion
pueden modificarse a cualquier tautémero de los compuestos de férmula (l) por ejemplo compuestos ceto en los que
se ilustran compuestos de enol y viceversa.

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

Definiciones

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, al menos
uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, “un andlogo” significa un analogo o mas de un
analogo.
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Tal como se usa en el presente documento el término “andlogo(s)” se refiere a compuestos quimicos que son
estructuralmente similares entre si pero que difieren ligeramente en la composiciéon (como en el reemplazo de un
atomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular).

Tal como se usa en el presente documento el término “trastornos inflamatorios” se refiere a la lista de trastornos
provocados por inflamacién, incluyendo, pero sin limitarse a acné vulgar, aterosclerosis, asma, enfermedades
autoinmunitarias (tales como encefalomielitis diseminada agua (ADEM), enfermedad de Addison, alopecia areata,
espondilitis anquilosante, sindrome de anticuerpo antifosfolipido (APS), anemia hemolitica autoinmunitaria, hepatitis
autoinmunitaria, enfermedad del oido interno autoinmunitaria, pénfigo vesicular, enfermedad celiaca, enfermedad de
Chagas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes
mellitus tipo 1, endometriosis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré,
enfermedad de Hashimoto, hidrosadenitis supurativa, enfermedad de Kawasaki, nefropatia de IgA, purpura
trombocitopénica idiopatica, cistitis intersticial, lupus eritematoso, enfermedad de tejido conectivo mixto, morfea,
esclerosis multiple (MS), miastenia grave, narcolepsia, neuromiotonia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis,
artritis psoriatica, polimiositis, cirrosis biliar primaria, artritis reumatoide, esquizofrenia, escleroderma, sindrome de
Sjégren, sindrome del hombre rigido, arteritis temporal, colitis ulcerativa, vasculitis, vitiligo, granulomatosis de
Wegener), enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad inflamatoria pélvica, artritis reumatoide y rechazo de
trasplantes.

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

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

Tal como se usa en el presente documento el término “analogo(s) de meta-tirosina” se refiere a compuestos
quimicos que son estructuralmente similares a meta-tirosina pero que difieren ligeramente en composicion (como en
el reemplazo de uno o0 mas atomos por otro 0 en presencia 0 ausencia de un grupo funcional particular), en
particular, aquellos descritos en la formula (111).

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 Flaviviridae.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodisponibilidad” se refiere al grado en el que o la tasa a la
que un farmaco u otra sustancia se adsorbe o se vuelve disponible en el sitio de actividad biolégica tras la
administracion. Esta propiedad depende de varios factores incluyendo la solubilidad del compuesto, tasa de
absorcion en el intestino, el grado de unién a proteina y metabolismo etc. Diversas pruebas para determinar la
biodisponibilidad que serian familiares para un experto en la técnica se describen en el presente documento (véase
ademas Egorin et al. 2002).

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

Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de la invencion tales como los compuestos de férmula (1)
incluyen sales convencionales formadas a partir de acidos o bases inorganicos u organicos farmacéuticamente
aceptables asi como sales de adicion de acido de amonio cuaternario. Los ejemplos mas especificos de sales de
acidos adecuados incluyen clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico, acético,
succinico, glicélico, fémico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, malénico, hidroximaleico, fenilacético,
glutdmico, benzoico, salicilico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, naftaleno-2-sulfénico, bencenosulfénico,
hidroxinaftoico, yodhidrico, malico, esteroico, tanico y similares. Las sales de acido clorhidrico son de particular
interés. Otros acidos tales como oxalico, aunque no son por si mismos farmacéuticamente aceptables, pueden ser
Utiles en la preparacién de sales Utiles como productos intermedios en la obtencion de los compuestos de la
invencion y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos mas especificos de sales basicas adecuadas
incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, zinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina,
colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina. Las referencias a continuacion en el presente
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documento a un compuesto segun la invencion incluyen tanto compuestos de formula (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. Alquilo a modo de ejemplo es alquilo C1.6, por ejemplo, alquilo C1.4.

“Alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene dos 0 mas carbonos 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=CHo.

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

Figura 1: estructuras de compuesto y sistema de numeracion de sangliferina A
Figura 2: "H-RMN de compuesto 14

Figura 3: '"H-RMN de compuesto 15

Figura 4: "H-RMN de compuesto 16

Figura 5: "H-RMN de compuesto 17

Figura 6: 'H-RMN de compuesto 18

Figura 7: '"H-RMN de compuesto 19

Figura 8: '"H-RMN de compuesto 20

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento para la preparacion de analogos de sangliferina mutasintéticos,
tal como se estableci6 anteriormente. Los compuestos pueden usarse en medicina.

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

En determinadas realizaciones un atomo de carbono del grupo alquilo Ci-1o (por ejemplo grupo Ci. alquilo) en el que
uno o mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs pueden estar presentes, se reemplaza por un heteroatomo.

Si -CHj3 se reemplaza por N, el grupo formado es -NH,. Si -CH,- se reemplaza por N, el grupo formado es -NH-. Si —
CHR se reemplaza por N el grupo formado es -NR-. Por tanto, los atomos de nitrégeno dentro de R1, Rz, Rs, Rs y Rs
pueden ser atomos de nitrdgeno primarios, secundarios o terciarios.

Si -CHj3 se reemplaza por O, el grupo formado es -OH.

Cuando un atomo de carbono del grupo alquilo C1-1o (por ejemplo grupo alquilo C1.6), que pueden representar uno o
mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs, se reemplaza por un heterodtomo, puede reemplazarse adecuadamente por O, S o N,
especialmente N u O particularmente O.

Cuando uno cualquiera de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs contiene un grupo S(O),, la variable p representa adecuadamente 0 6
1. En una realizacion p representa 0. En otra realizacién p representa 1. En otra realizacién p representa 2.

Cuando un grupo alquilo Ci1-10 (por ejemplo grupo alquilo C+.), que pueden representar uno o mas de R, Rz, Rs, R4
y Rs, contiene mas de un heteroatomo, estos podrian normalmente estar separados por dos o mas atomos de
carbono.

De manera adecuada, un atomo de carbono de un grupo alquilo C+.1o (por ejemplo grupo alquilo Ci.6) que pueden
representar uno o mas de Ri, Rz, Rs, R4 ¥ Rs, no se reemplaza por un heteroatomo o de otro modo representa OH o
NHo.

Cuando un atomo de carbono del grupo alquilo C+-1o (por ejemplo grupo alquilo C1.6) que pueden representar uno o
mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs, se reemplaza por un carbonilo, el carbonilo se ubica adecuadamente adyacente a otro
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atomo de carbono o un atomo de nitrégeno. De manera adecuada, los grupos carbono no se ubican adyacentes a
atomos de azufre u oxigeno.

Por ejemplo, uno o mas de R, Rz, Rs, R4 y Rs pueden representar alquilo-COC+.3, por ejemplo -COMe.

De manera adecuada, un dtomo de carbono del grupo alquilo C1.1o (por ejemplo alquilo C1.6) que pueden representar
uno o mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs, no se reemplaza por un carbonilo.

El grupo alquilo C+.10 (por ejemplo grupo alquilo Ci.6) que pueden representar uno o mas de Ri, Rz, Rs, R4 y Rs,
puede sustituirse por uno 0 mas atomos de haldégeno. Por ejemplo, uno o0 mas de Ri, Rz, Rs, R4 y Rs pueden
representar -CFs. Alternativamente uno o mas de R1, Rz, Rs, R4 y Rs pueden representar alquilo C+-1o (por ejemplo,
alquilo C+.6) sustituido por uno o mas (por ejemplo, uno) atomos de Cl o F (por ejemplo -CH>CH2Cl).

De manera adecuada un grupo alquilo C1.19 (por ejemplo grupo alquilo C1.6) de R4, Rz, Rs, R4 0 Rs no se sustituye
por halégeno.

Cuando uno o mas de los grupos R1, Rz, Rs, Rs y Rs representan un grupo alquilo C+-10 (por ejemplo grupo alquilo
C1.6) de manera adecuada el/los grupo(s) representa(n) alquilo C+.4 (por ejemplo alquilo C+.2tal como metilo).

En una realizacién, uno o mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs representan alquilo C1.6 (tal como alquilo C+.2) o alquenilo Cz.3
por ejemplo uno o mas de Ry, Rz, Rs, R4 y Rs representan metilo.

De manera adecuada R; representa H, F, Cl, CFs, OH o alquilo Ci.s (por ejemplo metilo). De la manera mas
adecuada, R; representa H o F, especialmente H.

De manera adecuada Rz representa H, F, Cl, CFs, OH, NH> o alquilo Ci.6 (por ejemplo metilo). De manera mas
adecuada, Rz representa H, F, OH o NHy, especialmente OH.

De manera adecuada Rs representa H, F, Cl, CF3, OH o alquilo C1.6 (por ejemplo metilo). De manera mas adecuada,
Rs representa H, Me o F. R también puede representar etilo.

De manera adecuada Rs representa H, F, Cl, CFs, OH o alquilo C+.6 (por ejemplo metilo). De manera mas adecuada,
R4 representaH o F.

De manera adecuada Rs representa H, F, Cl, CFs, OH o alquilo C+-6 (por ejemplo metilo). De manera mas adecuada,
Rs representa Ho F

De manera adecuada uno o mas, de manera mas adecuada dos o mas (por ejemplo tres 0 mas) de Ry, Rz, Rs, Rs 0
Rs no representan H.

De manera adecuada uno o mas, por ejemplo dos o mas de Ry, Rz, Rs, R4 0 Rs representan F.

De manera adecuada Rs 0 R4 0 Rs y R4 representan F. En otra realizacién Ry y Rz representan F.

En una realizacién X representa N (por tanto Ry esta ausente). En otra realizaciéon mas preferible X1 representa C.
De manera adecuada X representa C.

De manera adecuada Xs representa C.

De manera adecuada X4 representa C.

De manera adecuada Xs representa C.

En una realizacién, el compuesto preparado segun la invencion es un compuesto de férmula (). En otra realizacién
el compuesto es un compuesto de formula (l1).

En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa H, R4 representa F,
Rs representa H y Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

12
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HO

F

En una realizacion adecuada de la invencion, R1 representa H, Rz representa OH, Rs representa F, R4 representa F,
Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

5
HO
F
F
En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa F, R4 representa H,
Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:
10

HO

13
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En una realizacién adecuada de la invencion, Ry representa H, Rz representa OH, Rs representa Me, R4 representa
H, Rs representa H y Xy, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

HO

5

En una realizacién adecuada de la invencién, Ry representa H, Rz representa H, Rs representa H, R4 representa H,
Rs representa H y Xy, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

10
En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R» representa NH», Rs representa H, R4 representa
H, Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 ¥ Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

HsN
15

En una realizacién adecuada de la invencion, Ry representa H, Rz representa F, Rs representa H, R4 representa H,

14
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Rs representa H y Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

5 En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa H, R4 representa F,
Rs representa H, X representa N y Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

10 que también puede representarse como:

En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa H, R4 representa F,
15 Rs representa H y Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

15
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HO

F

En una realizacion adecuada de la invencion, R1 representa H, Rz representa OH, Rs representa F, R4 representa F,
5 Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

F

En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa F, R4 representa H,
10 Rs representa Hy Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

16
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HO

F

En una realizacién adecuada de la invencion, R representa H, Rz representa OH, Rs representa Me, R4 representa
H, Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 ¥ Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

5
HO
En una realizacién adecuada de la invencién, Ry representa H, Rz representa H, Rs representa H, R4 representa H,
Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:
10

En una realizacion adecuada de la invencién, Ry representa H, Rz representa NH», Rs representa H, R4 representa
H, Rs representa H y Xy, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

17
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H,N

En una realizacion adecuada de la invencion, Ry representa H, Rz representa F, Rs representa H, R4 representa H,
5 Rs representa H y Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

En una realizacién adecuada de la invencién, Ry representa H, Rz representa OH, Rs representa Et, R4 representa H,
10 Rs representa H y X1, Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

18
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En una realizacion adecuada de la invencion, R1 representa F, Rz representa OH, Rs representa F, R4 representa H,
Rs representa H y Xy, Xo, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:

5
HQ
F
En una realizacién adecuada de la invencién, Ry representa H, R representa OH, Rs representa H, R4 representa F,
Rs representa H, X representa Ny Xz, X3, X4 y Xs representan C tal como se representa por la siguiente estructura:
10
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que también puede representarse como:

HO /N\

—

El doble enlace en la posicion C26,27 (como referencia a la estructura de sangliferina A) puede estar en la forma cis
en lugar de la forma trans.

En general, los compuestos preparados segun la invencidn se preparan mediante mutasintesis.

En general, un procedimiento para preparar determinados compuestos de formula (I) o (ll) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo comprende:

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

« Alimentar el caldo de fermentacion con un analogo de meta-tirosina (tal como se muestra en la formula (I11))

» Permitir que fermentacién continte hasta que se produzcan analogos de sangliferina

« Extraer y aislar el analogo de sangliferina
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R
Roo, . X CO-R
2 x2 1 2087
X5 .- X NH
R4

Férmula (111)

en donde Ry representa H o un grupo formador de éster tal como un grupo alquilo, por ejemplo, alquilo C+.¢ tal como
Me.

De manera adecuada, los grupos Xi, Xz, X3, X4, X5, Ry, Rz, Rs, Rsa y Rs en la férmula (l1l) son tal como se definen
para compuestos de férmula (1) y (Il).

La alimentacion puede ser racémica o la forma L de un compuesto de férmula (l11).
Los compuestos de férmula (lll) o bien estdn comercialmente disponibles o bien se preparan mediante técnicas

convencionales de quimica sintética organica. Una ruta genérica a los compuestos de formula (l1l) es tal como se
muestra en el siguiente esquema 1:

Ri O Ry
! Ri R X CO,R
R X | 2Ny - ™M 2R7
R EGRN H Row % COLR, X3 W
] a - X2 W k> . Xo. 2Xs._ NH
X3, 2 Xs 1 R 3.,% 5'R 2
Ry” XS TR _Xs. 2Xs._ NHPG X 5
. B |
F.{ Ry >|<4 Rs Ry
4 R,
v 1]

Esquema 1: a) acoplamiento de aldehido de férmula (IV) con fragmento adecuado, por ejemplo
(R70)2P(O)CH(NHPG)CO2R>, b) hidrogenacion y desproteccién segun sea necesario. PG = grupo protector.

Los aldehidos de férmula (1V) pueden estar comercialmente disponibles o sintetizarse facilmente por un experto en
la técnica. Puede necesitarse emplear quimica de proteccion y desproteccion en la generacién de compuestos de
formula (Ill) a partir de compuestos de formula (IV). Estas técnicas las conoce un experto en la técnica y se
describen grupos protectores adecuados en Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis (Wuts y Greene, 42
edicion, 2007)

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

Un anélogo de sangliferina mutasintética preparado segun la invencién puede administrarse solo o en combinacion
con otros agentes terapéuticos. La coadministracion de dos (0 mas) agentes puede permitir menores dosis de cada
uno que va a usarse, reduciendo de ese modo los efectos secundarios, puede conducir a potencia mejorada y por
tanto mayor RVS, y una reduccion en la resistencia.

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

En una realizacién alternativa, un analogo de sangliferina mutasintética se coadministra con uno o méas de otros
agentes antivirales, tales como STAT-C/DAA (agente especificamente dirigido para el tratamiento de VHC), que
podria ser uno o mas de los siguientes: inhibidores de polimerasa no nucleosidos (por ejemplo IDX375, VCH-222, B
207127, ANA598, VCH-916), inhibidores de polimerasa nucleodsidos o nucleétidos (por ejemplo 2’-C-metilcitidina, 2’-
C-metiladenosina, R1479, PSI-6130, R7128, R1626), inhibidores de proteasa (por ejemplo BILN-2061, VX-950
(Telaprevir), SCH503034 (Boceprevir), TMC435350, MK-7009, R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063) o inhibidores de
entrada viral (por ejemplo PRO 206).

Las formulaciones pueden presentarse de manera conveniente en forma de dosificacion unitaria y pueden
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Tales métodos incluyen la
etapa de poner en asociacion el principio activo (compuesto de la invencién) con el portador que constituye uno o
mas componentes de accesorio. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacién de manera
uniforme e intima el principio activo con portadores liquidos o portadores finamente divididos o0 ambos, y entonces, si
es necesario, conformar el producto.
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Los compuestos preparados segun la invencién se administrardn normalmente por via oral en forma de una
formulacion farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adicién de acido
0 base organico o inorganico no téxica, en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Segun el
trastorno y paciente a tratar, asi como la via de administracion, las composiciones pueden administrarse a dosis
variables.

Por ejemplo, los compuestos preparados segun la invencion pueden administrarse por via oral, bucal o sublingual en
forma de comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires, disoluciones 0 suspensiones, que pueden contener agentes
saborizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata, retardada o controlada.

Tales comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio,
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina, disgregantes tales como almidén (preferiblemente almidén
de maiz, patata o tapioca), glicolato de almidon de sodio, croscarmelosa soédica y determinados silicatos complejos,
y aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), sacarosa, gelatina y acacia. Ademas, pueden incluirse agentes de lubricacién tales como estearato de
magnesio, acido esteérico, 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 saborizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de
suspensién y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Un comprimido puede elaborarse mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas componentes de
accesorio. Pueden prepararse comprimidos que se han comprimido mediante compresion en una maquina
adecuada del principio activo en una forma que fluye libremente tal como un polvo o granulos, opcionalmente
mezclados con un aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente
inerte, conservante, disgregante (por ejemplo glicolato de almidon de sodio, povidona reticulada,
carboximetilcelulosa de sodio reticulada), tensioactivo o agente dispersante. Pueden elaborarse comprimidos
moldeados mediante moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del compuesto en polvo hidratado con un
diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o puntuarse opcionalmente 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 el perfil de liberacion deseado.

Las formulaciones de compuestos preparados segun la presente invencion adecuadas para administracion oral
pueden presentarse como unidades discretas tales como capsulas, obleas o comprimidos, conteniendo cada uno
una cantidad predeterminada del principio activo; como un polvo o granulos; como una disolucién o una suspension
en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o como una emulsién liquida de aceite en agua o una emulsion liquida
de agua en aceite. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o pasta.

Debe entenderse que ademas de los componentes mencionados particularmente antes, las formulaciones de esta
invencion pueden incluir agentes convencionales en la técnica que tiene que ver con el tipo de formulacion en
cuestion, por ejemplo aquellos adecuados para administracion oral pueden incluir agentes saborizantes.

Ventajosamente, agentes tales como conservantes y agentes de tamponamiento pueden disolverse en el vehiculo.
Para potenciar la estabilidad, la composicion puede congelarse después de introducirla en el vial y retirarse el agua
a vacio. El polvo liofilizado seco se sella entonces en el vial y puede proporcionarse un vial acompafante de agua
para inyeccién para reconstituir el liquido antes de su uso. La dosificacion que va a administrarse de un compuesto
de la invencion variara segun el compuesto particular, la enfermedad implicada, el sujeto y la naturaleza y gravedad
de la enfermedad y el estado fisico del sujeto, y la via seleccionada de administracion. La dosificacion apropiada
puede determinarse facilmente por un experto en la técnica.

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

Un experto en la técnica reconocerd que la cantidad y espaciado 6ptimos de dosificaciones individuales de un
compuesto de la invencion se determinaran por la naturaleza y el grado del estado que esté tratandose, la forma, via
y sitio de administracion, y la edad y el estado del sujeto particular que esta tratandose, y que en udltima instancia un
médico determinara las dosificaciones apropiadas que van a usarse. Esta dosificacion puede repetirse tan a menudo
como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, la cantidad y/o frecuencia de la dosificacion puede
alterarse o reducirse, segun la practica clinica normal.

Aspectos adicionales de la divulgacion incluyen:

- Un compuesto preparado segun la invencion para su uso como producto farmacéutico;
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- Un compuesto preparado segun la invenciéon para su uso como producto farmacéutico para el tratamiento de
infecciones virales (especialmente infecciones con virus de ARN) tales como infeccion por VHC o VIH, para su uso
como un antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de érganos;

- Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto preparado segun la invencion junto con un diluyente
o portador farmacéuticamente aceptable;

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

- Un método de tratamiento de infecciones virales (especialmente infecciones con virus de ARN) tal como infeccién
por VHC o VIH, para su uso como un antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de 6rganos que
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto preparado segun la
invencion;

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

- Un procedimiento para producir una sangliferina mutasintética (tal como un compuesto de formula (1) o (Il)) que
comprende alimentar una bacteria que produce sangliferina, tal como una Streptomyces sp (por ejemplo, A92-
308110), un compuesto de férmula (Ill) o una sal del mismo, y cultivar la bacteria de modo que se produce una
sangliferina mutasintética.

- Un procedimiento segun el parrafo anterior en el que la bacteria que produce sangliferina es una Streptomyces sp
en el que el gen sfaA u homdlogo de gen sfaA se inactiva o deleciona.

- Un procedimiento segln los dos parrafos anteriores que comprende ademas la etapa de aislar la sangliferina
mutasintética.

Los compuestos nuevos de formula (Ill) (tales como los indicados en la tabla 1 y los acidos y ésteres de cualquiera
de los compuestos de férmula (l11) indicados en la tabla 1) y (IV) incluyendo sus sales y ésteres preparados segun la
invencion, también forman un aspecto de la divulgacion.

Métodos generales

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

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

Se obtuvo pKC1139, un plasmido lanzadera de Streptomyces-E. coli, del John Innes Centre, R.U., y se describe en
Bierman et al., 1992 y Kieser et al., 2000.

BIOT-4585 se hizo crecer sobre agar 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 agua destilada y se almacenaron en alicuotas de 0,5 ml a -80°C. Se
uso reserva de esporas congeladas para inocular medios de siembra SGS o SM25-3. El medio de siembra inoculado
se incubd con agitacién entre 200 y 300 rpm a una excentricidad de 5,0 o 2,5 cm a 27°C durante 24 horas. El medio
de fermentacién SGP-2 o BT6 se inocul6 con el 2,5%-10% del cultivo de siembra y se incub6 con agitacién entre
200 y 300 rpm con una excentricidad de 5 6 2,5 cm a 24°C durante 4-5 dias. Entonces se recogi6 el cultivo para
extraccion.

Analogos de meta-tirosina

Se adquirieron (2S5)-2-amino-3-(6-hidroxilo(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 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.).

23



10

15

20

25

30

35

40

ES 2703433 T3

Se adquiri6 DL-meta-tirosina de Fluorochem (R.U.).

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

Se sintetizaron DL-4-fluorometa-tirosina (8), DL-5-fluorometa-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) tal
como sigue:

DL-4-fluorometa-tirosina (8)

_0O CHO  BBr; HO CHO BnBr B ° CHO
O ey
F = F
8-1 8-2 8-3
BzNHCH,CO,H 0 o MeOH 0 CO,Me
~
NaOAc, Ac,0 Bn” N NaOAc Bn D/\(
> = NHCOPhH
- F N=( F
Ph
8-4 8-5
Hz,Pd/C HO COzMe H+,H20 HOD/\(COZH
—_— E———
NH
E NHCOPh F 5
8-6 8

A una disoluciéon 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 agitd la mezcla de reaccién a -20°C durante 3 h, se anadié cuidadosamente
agua helada, y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron sobre Na SO,
se filtraron y se concentraron. Se purificd 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 afiadi6 K.COs (2,2 g, 16 mmol) a temperatura
ambiente. Se agitd la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante la noche. Se afiadié agua y se retiré la
acetona a vacio, y entonces se extrajo con EtOAc, se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron
sobre Na;SO., 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 reaccidén amarilla y se afadié EtOH frio (10 ml), se enfri6 la mezcla en un
bafio de hielo durante 15 min y entonces se vertié en 30 ml de agua helada, se enfri6 y se recogié el producto
mediante filtracion. Se seco el solido a vacio para dar 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 retir6 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/C al 10% (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 sometié a reflujo una disolucion de 8-6 (210 mg) en HCI 3 N (10 ml) durante 24 h. Se concentrd la disolucién
hasta sequedad y se purificé el residuo mediante CombiFlash inversa para dar el producto objetivo 8.

DL-5-fluorometa-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10)
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0 Br Bul./THF 0 CHO
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NHCbz HO CO02Me  HzPd/C HO CO,Me
> _—
NHCbz NH,
DBU/CH,Cl,
F F
10
9-4
NaCH ac. _ HO COH
EtOH N,
F g

A una disolucion de 9-1 (20 g, 97,55 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se le afiadié gota a gota n-butil-litio (43 ml,
2,5 M, 107,3 mmol) a -78°C. Se agit6 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 retir6 el bafio helado. Tras 1 hora, se extinguio la reaccién
con cloruro de amonio acuoso saturado. Se lavo la fase organica con agua y cloruro de sodio acuoso saturado, se
seco (sulfato de sodio), se filtrd y se concentré. Se purifico 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 agité la mezcla de reaccion a -20°C durante 3 horas, se anadié
cuidadosamente agua helada, 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 afadié 9-3 (1,95 g, 14 mmol)
y se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche. Se diluyé la disolucién con EtOAc (150 ml),
se separ6 y se lavo la fase organica con HCI 1 N, se secé sobre NaSO., 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/C al 10% a presion normal durante
la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracién, se evaporé el disolvente para dar 10.

A una disoluciéon 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 retir6 el disolvente y se neutraliz6 el residuo a pH=6 con HCI 2 Ny 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 afnadié gota a gota BBr3 (4M en DCM,
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78°C. Tras la adicién, se agito6 la reaccién a -20°C durante 4 horas. Entonces se realizé adicion
lenta 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 purificacién 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 ultima etapa), se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se diluyd 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/C al 10% a
presion normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracién, se evapor6 el disolvente para
obtener el producto bruto, que se purific6 mediante CombiFlash inversa para obtener 11 como un sélido blanco.

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

9 9
MeQO),P
BB eok OMe NHCbz
g s NHCbz N CO,Me
o) CHO ., o HO CHO > HO

E 212 £ DBU/CH,Cl, F
12-1 12-2 123
Pd/C, H, CO;Me

~ Ho NH,
F 12

A una disolucién del compuesto 12-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se le anadié gota a gota BBr; (4 M 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 ultima etapa), se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se diluyd la disolucion con
DCM (100 ml), se lavé con HCI 1 N (30 ml), se sec6 sobre Na,SO4 y se evapord hasta sequedad. Se purificod el
residuo mediante cromatografia en gel de silice (éter de petréleo/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/C al 10%

a presion normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracion, se evaporoé el disolvente para
obtener el producto bruto, que se purific6 mediante CombiFlash inversa para obtener el compuesto deseado 12
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como un soélido blanco.

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

F F F
BnBr BuLi,DMF/THF
- . -
HO BnO BnO CHO
& F F
13-1 13-2
MeO),P
( € )2 OMe F F NH
NHCbz NHCbz H,,Pd/C 2
_ ——
- BnO P COZMC HO COzMe
DBU/CH,Cl, ! F
13-3 13

A una disolucion de 2,4-difluorofenol (2 g, 15,4 mmol) en 50 ml de DMF se le afadié K-COs (3,2 g, 23,1 mmol) y
BnBr (2,2 ml, 18,5 mmol) a 0°C. Se agité la reacciéon a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afnadié agua
(100 ml) y EA (200 ml), se lavaron las fases organicas con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na>SO,4 y se evaporaron hasta sequedad. Se purific6 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 de THF se le afiadié gota a gota n-BuLi (4 ml, 2,5 M) a
-78°C y se agité durante 30 min. Se anadié6 DMF (1,3 g, 0,018 mmol) y se agité durante 30 min de nuevo. Entonces
se retird el bano frio y se agit6é la mezcla de reaccion 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 afiadio DBU (319 mg, 2,1 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, el compuesto 13-2 (500 mg,
2 mmol) se afnadi6 y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se diluy6 la disolucion 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/C al 10% a presion
normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracion, se evapor6 el disolvente para obtener el
producto bruto, que se purificé mediante CombiFlash inversa para obtener el compuesto deseado 13 como un sélido
blanco.

Recetas de los medios

Se preparé agua usada para preparar medios usando sistema de purificacién de agua con calidad analitica Millipore
Elix

Medio de siembra SGS

Componente (y proveedor) Receta

Glucosa (Sigma, G7021) 7,50 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 7,50 g
extracto de levadura (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g
extracto de malta (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g
almiddn de patata (soluble) (Sigma, S2004) 7,50 g
NZ-amina A (Sigma, C0626) 2,50 g
harina de soja tostada, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g
L-asparagina (Sigma, A0884) 1,00 g
CaCOs; (Calcitec, V/40S) 0,05 g
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NaCl (Fisher scientific, S/3160/65) 0,05 g
KH2PO, (Sigma, P3786) 0,25 g
KoHPO, (Sigma, P5379) 0,50 g
MgSQ4.7H20 (Sigma, M7774) 0,10 g
disolucién B de elemento traza 1,00 ml
agar 1,00 g
Antiespuma SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml
RO H20 hasta vol. final de **1,00 |
se ajusté el pH de preesterilizacién a pH 7,0 con NaOH 10 M /H2SO4 10 M
se esterilizé calentando a 121°C, 20-30 min (autoclave)
Notas
*antiespuma usada unicamente en fermentadores de siembra, NO matraces de siembra
**volumen final ajustado para explicar por consiguiente el volumen de siembra
5
Disolucién B de elemento traza
Componente Receta
FeS04,7H.0 (Sigma, F8633) 5,00 g
ZnS04,7H20 (Sigma, Z0251) 4,00 g
MnClz,4H20 (Sigma, M8530) 2,00 g
CuS04,5H20 (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g
(NH4)sMo7024 (Fisher scientific, A/5720/48) 0,20 g
CoCl2,6H20 (Sigma, C2644) 0,10 g
HsBO3 (Sigma, B6768) 0,10 g
Kl (Alfa Aesar, A12704) 0,05 g
H2SO4 (95%) (Fluka, 84720) 1,00 ml
RO H20 hasta vol. final de 1,00 I
Medio de produccién SGP2
10
Componente Receta
harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 40,00 g
tampon MES (Acros, 172595000) 19,52 g
Antiespuma SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml
RO H20 hasta vol. final de **1,00 |
pH de preesterilizacion ajustado a pH 6,8 con NaOH 10 M
esterilizado mediante calentamiento a 121°C, 20-30 min (autoclave)
Notas
*volumen final ajustado para explicar por consiguiente el volumen de siembra
**se uso antiespuma sdlo en fermentadores no matraces
15
Medio SM25-3
Componente
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 4049
Peptona de soja A3 SC (Organotechnie) 10g
Extracto de malta (Difco) 21g
hasta vol. final de 11
pH de preesterilizacién no ajustado (es decir pH 7,0)
Medio ISP4
20
Componente
Almidoén soluble (Difco) 109
K2HP04 1 g
MgSQ4.7H.0 19
NaCl 19
(NH4)2S04 2g
CaCOs 29
Disolucién de sales traza de ISP 1 mi
Agar 20¢
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hasta vol. final de 11
Elaborar una pasta con el almidén en un volumen pequefio de agua fria y llevar a un volumen de 500 ml

Anadir otros componentes a la disolucién 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 juntas y afadir agar

Sales traza de ISP

Componente

FeS04.7H.0 19
MnCl,.4H,0 1 g
ZnS04.7H.0O 1 g
hasta vol. final de 11

Almacenar a 4°C

Método de fermentacién general

Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon
cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 4,0 ml de reserva de esporas en 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
(excentricidad de 5,0 cm). Del cultivo de siembra, se transfirieron 25 ml a 250 ml de medio de produccion
SGP2+5%HP20 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapén de espuma. Tras 24 h de cultivo a 24°C y 250 rpm
(excentricidad de 2,5 cm), se anadieron 2 ml de una disoluciéon racémica 250 mM o enantioméricamente pura 125
mM del precursor deseado en acido clorhidrico 1 M y 2 ml de una disolucion metandlica 250 mM de acido DL-
piperazico a cada matraz de produccién para dar una concentracién final 1 mM de los enantiémeros individuales de
los precursores. Se continu6 el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm).
Andlisis de caldos de cultivo mediante CL-UV y CL-UV-EM

Se afiaden caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) y se mezclan durante 15-30 min seguido por
centrifugacién durante 10 min. Se recogen 0,4 ml de la fase organica, se evaporan hasta sequedad y luego se
redisuelven en 0,20 ml de acetonitrilo.

Condiciones de HPLC:

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

Equipada con un cartucho de seguridad C18 analitico de Phenomenex (KJ0-4282)

Temp. de columna a 50°C

Velocidad de flujo 1 ml/min

Monitorizar UV a 240 nm

Inyectar alicuota de 20 ul

Gradiente de disolvente:

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

10,05 min: el 55% de B

13,0 min: el 55% de B

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

El disolvente B es acetonitrilo + acido férmico al 0,1%
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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 integrado Agilent HP1100 en combinacion con un espectrometro de
masas por electrospray Bruker Daltonics Esquire 3000+ que opera en modo idnico positivo usando la cromatografia
y disolventes descritos anteriormente.

Método de QC CL-EM

Condiciones de HPLC:

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

Equipada con un cartucho de seguridad C18 analitico de Phenomenex (KJ0-4282)

Temp. de columna a 50°C

Velocidad de flujo 1 ml/min

Monitorizar UV a 210, 240 y 254 nm

Gradiente de disolvente:

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 formico al 0,1%

Condiciones de EM:

EM opera en modo de conmutacién (conmutando entre positivo y negativo), barrido desde 150 hasta 1500 uma.
Analisis in vitro, método de CL-EM (por ejemplo para evaluacion de estabilidad de microsoma)
Usando un instrumento API-2000, API-4000 o UPLC

Condiciones de HPLC:

Para 15: ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 mm)

Para cpds 5, 14, 16, 17, 18, 19 Ultimate XB-C18 (2,1 x 50 mm, 5 um)

Temp. de columna a 50°C

Velocidad de flujo 0,6 ml/min

Gradiente de disolvente A1 (por ejemplo para cpd 15):

0,2 min: el 20% de B

0,6 min: el 95% de B

1,1 min: el 95% de B
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1,15 min: el 20% de B

1,5 min: detener

El disolvente A es H2O-FA al 0,025%- NHsOAC 1 mM
El disolvente B es ACN-FA al 0,025%- NH;OAC 1 mM
Gradiente de disolvente A2 (por ejemplo para cpds 5, 14, 16, 17, 18, 19):
0,3 min: el 10% de B

0,8 min: el 95% de B

2,3 min: el 95% de B

2,31 min: el 10% de B

3,5 min: detener

El disolvente A es HoO-FA al 0,1%

El disolvente B es MeOH-FA al 0,1%

modo de barrido negativo:

configuracion MRM:

transiciones [Da]
21 1089,7 — 504,2

modo de barrido positivo:
configuracion MRM:

transiciones [Da]

5 1090,6 — 1054,6
14 1108,9 — 1072,5
15 1126,7 — 1090,0
16 1108,8 — 1072,3
17 1104,5 — 1068,5
18 1074,6 — 1038,8

Ensayo de replicon in vitro para la evaluacién de la actividad antiviral de VHC

La eficacia antiviral frente al VHC, genotipo 1 puede someterse a prueba tal como sigue: un dia antes de la adicion
del articulo de prueba, se recogieron células Huh5.2, que contenian el genotipo 1b de VHC [389luc-ubi-neo/NS3-
3'/5,1 replicon (Vrolijk et al., 2003) y se subcultivaron en medio de crecimiento celular [DMEM (n.2 de cat. 41965039)
complementadas con FCS al 10%, el 1% de aminoacidos no esenciales (11140035), el 1% de
penicilina/estreptomicina (15140148) y el 2% de Geneticin (10131027); Invitrogen] a una razén de 1,3-1,4 y hechas
crecer durante 3-4 dias en matraces de cultivo tisular de 75 ml (Techno Plastic Products), y se sembraron en medio
de ensayo (DMEM, FCS al 10%, el 1% de aminoacidos no esenciales, el 1% de penicilina/estreptomicina) a una
densidad de 6500 células/pocillo (100 ul/pocillo) en placas de microtitulacién de cultivo tisular de 96 pocillos (Falcon,
Beckton Dickinson para evaluacién del efecto antimetabdlico y CulturPlate, Perkin EImer para evaluacién del efecto
antiviral). Las placas de microtitulacién se incuban durante la noche (37°C, el 5% de COy, el 95-99% de humedad
relativa), produciendo una monocapa celular no confluente.

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

Para la evaluacion de los efectos antimetabdlicos, el medio de ensayo se aspira, se reemplaza con 75 ul de una
disolucién de MTS al 5% (Promega) en medio libre de fenol rojo y se incuba durante 1,5 horas (37°C, el 5% de COx,
el 95-99% de humedad relativa). Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 498 nm (Safire®, Tecan) y se
convierten las densidades Opticas (valores de DO) en porcentaje de controles sin tratar.
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Para la evaluaciéon de efectos antivirales, se aspira el medio de ensayo y se lavan las monocapas celulares con
PBS. El tampdn de lavado se aspira, se afiaden 25 ul de tampoén Glo Lysis (n.2 de cat. E2661, Promega) después de
lo cual se permite que proceda la lisis durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiaden 50 ul de
sistema de ensayo de luciferasa (n.2 de cat. E1501, Promega) y se cuantifica la sefial de luminiscencia de luciferasa
inmediatamente (1000 ms de tiempo de integracion/pocillo, Safire?, Tecan). Las unidades de luminiscencia relativa
se convierten en porcentaje de controles no tratados.

La CEsp y CEgp (valores derivados de la curva de respuesta a la dosis) representan las concentraciones a las que se
observaria, respectivamente, el 50% y el 90% de inhibicién de replicacion viral. La CCsp (valor derivado de la curva
de respuesta a la dosis) representa la concentracion a la que la actividad metabdlica de las células se reduciria
hasta el 50 % de la actividad metabdlica de células no tratadas. El indice de selectividad (IS), indicativo de la
ventana terapéutica del compuesto, se calcula como CCso/ECso.

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

Para los resultados, véase el ejemplo 12.

Ensayo de replicon in vitro para la evaluacién de la actividad antiviral de VHC en los genotipos 1a y 2a

Las células de replicon (replicones subgendémicos de genotipo 1a (H77) y 2a (JFH-1)) se hacen crecer en medios
esenciales modificados de Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal al 10% (FBS), penicilina-estreptomicina al 1% (pen-
estrep), glutamina al 1%, aminoacidos no esenciales al 1%, G418 250 mg/ml en un incubador del 5% de COza 37°C.
Todos los reactivos de cultivo celular pueden adquirirse de Mediatech (Herndon, VA).

Las células de replicon se tripsinizan y se siembran a 5 x 10° células por pocillo en placas de 96 pocillos con los
medios anteriores sin G418. Al dia siguiente, el medio de cultivo se reemplaza con compuestos que contienen
DMEM diluidos en serie en presencia de FBS al 5%. El ensayo antiviral de replicon de VHC examina los efectos de
compuestos en una serie de diluciones del compuesto. Brevemente, las células que contienen el replicon de VHC se
siembran en placas de 96 pocillos. Se diluye en serie el articulo de prueba con DMEM mas FBS al 5%. El
compuesto diluido se aplica a pocillos apropiados en la placa. Tras 72 h de incubacion a 37°C, las células se
procesan. EI ARN intracelular de cada pocillo se extrae con un kit RNeasy 96 (Qiagen). El nivel de ARN de VHC se
determina mediante un ensayo de PCR en tiempo real de transcriptasa inversa usando reactivos de mezcla maestra
TagMan® One-Step RT-PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un sistema de deteccion de secuencia ABI
Prism 7900 (Applied Biosystems) tal como se describié previamente (Vrolijk et al., 2003). Los efectos citotoxicos se
miden con reactivos de control de ARN ribosémico TagMan® (Applied Biosystems) como indicacion de ndmeros
celulares. La cantidad del ARN de VHC y el ARN ribosémico se usa entonces para derivar valores de Clso aplicables
(concentracién que inhibe en replicacion replicon en un 50%).

Evaluacién de metabolismo de microsoma (ensayo de estabilidad de microsoma)

La velocidad del metabolismo en los microsomas puede someterse a prueba tal como sigue:

Se diluyen microsomas de higado de ratén o humano con tampén C (tampon fosfato de potasio 0,1 M, EDTA 1,0
mM, pH 7,4) hasta una concentracion de 2,5 mg/ml. Entonces se prepararon muestras de estabilidad microsomal
afnadiendo 50 ul de disolucién con adiciones conocidas de compuesto 5 uM (0,5 ul de disolucién madre de DMSO 10
mM en 9,5 ul de ACN, anadido a 990 ul de tampo6n C) a 50 ml de disolucién microsomal (2,5 mg/ml), 110 ul de
tampon C y se mezclé bien. Todas las muestras se preincubaron durante aproximadamente 15 minutos a 37°C. Tras
esto, se inici6 la reaccion afadiendo 40 ul de la disolucion de NADPH (12,5 mM) con mezclado cuidadoso. Se
retiraron alicuotas (40 ul) a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos y se extinguieron con patrén interno que contenia ACN
(120 ul). Se retiré la proteina mediante centrifugacion (4000 rpm, 15 min) y se analizé la placa de muestra para
determinar la concentracién del compuesto por CL-EM/EM. Entonces se calcularon las semividas mediante métodos
convencionales, comparando la concentracién de analito con la cantidad presente originalmente.

Para los resultados véase el ejemplo 13.

Evaluacién de la estabilidad de hepatocitos

Se colocan hepatocitos crioconservados, previamente almacenados en nitrégeno liquido en un bafio de agua con
agitacion a 37 + 1°C durante 2 min + 15 sec. Entonces se afiaden los hepatocitos a un volumen 10X de tampén
bicarbonato de Krebs-Henseleit previamente calentado (KHB) (glucosa 2000 mg/l, sin carbonato de calcio y
bicarbonato de sodio, Sigma), se mezclan cuidadosamente y se centrifugan a 500 rpm durante 3 minutos. Tras la
centrifugacion, el sobrenadante se retira cuidadosamente y se afiade un volumen 10X de tamp6n de KHB calentado
previamente para suspender el sedimento celular. Esto se mezcla cuidadosamente y se centrifuga a 500 rpm
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durante 3 minutos. El sobrenadante se retira entonces y se descarta. La viabilidad celular y el rendimiento se
determinan entonces mediante recuentos celulares, y estos valores se usan para generar suspensiones de
hepatocitos humanos a la densidad de siembra apropiada (densidad de células viables = 2 x 10° células/ml). Se
preparara una disolucion de dosificacién 2X en KHB calentado previamente (DMSO al 1%) (disolucién con adiciones
conocidas 200 uM: 20 ul de disolucion madre de sustrato (10 mM) en 980 ul de DMSO, disolucién de dosificacion
2X: 10 ul de disolucién con adiciones conocidas 200 uM en 990 ml de KHB (2 uM tras la dilucién).

Se anaden 50 ul de disolucion de dosificacion 2X calentada previamente a los pocillos y se afaden 50 ul de
disolucién de hepatocitos calentada previamente (2 x 10° células/ml) y se inicié el cronometraje. La placa se incuba
entonces a 37°C. Se anaden 100 ul de patr6n interno que contiene acetonitrilo a cada uno de los pocillos tras la
finalizacién del tiempo de incubacion (0, 15, 30, 60 y 120 minutos), se mezclé cuidadosamente, y se afiaden 50 ul de
disolucién de hepatocitos calentada previamente (2 x 10° células/ml). Al final de la incubacion, 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 compuesto mediante CL-EM/EM.

Evaluacién de solubilidad en agua

La solubilidad en agua puede someterse a prueba tal como sigue: se prepara una disolucion madre 10 mM del
anélogo de sangliferina en DMSO al 100% a temperatura ambiente. Se elaboran alicuotas de 0,01 ml por triplicado
hasta 0,5 ml con o bien disolucién de PBS 0,1 M, pH 7,3 o bien DMSO al 100% en viales de ambar. Se agitan las
disoluciones 0,2 mM resultantes, a temperatura ambiente en un agitador IKA® vibrax VXR durante 6 h, seguido por
transferencia de las disoluciones o suspensiones resultantes a tubos Eppendorf de 2 ml y centrifugacion durante 30
min a 13200 rpm. Entonces se analizan alicuotas del fluido de sobrenadante mediante el método de CL-EM tal como
se describi6 anteriormente.

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

Disolucién | MeOH/H20 Disolucién de | Disolucién | MeOH/tampon Disolucién
(uh (1: 1) (uh trabajo (uM) (uh (1:1) (u) final (nM)
10 mM 10 240 — 400
400 uM 50 450 — 40 20 380 — 2000
20 480 — 16 20 380 — 800
40 uM 50 450 — 4 20 380 — 200
16 uM 50 450 — 1,6 20 380 — 80
4 uM 50 450 — 0,4 20 380 — 20
1,6 uM 50 450 — 0,16 20 380 — 8
0,4 uM 50 450 — 0,04 20 380 — 2
0,04 uM 50 950 — 0,002 20 380 — 1

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

Evaluacién de la permeabilidad celular

La permeabilidad celular puede someterse a prueba tal como sigue: el compuesto de prueba se disuelve a 10 mM
en DMSO vy entonces se diluye adicionalmente en tamp6n para producir una concentracion de dosificacion de
10 mM final. El marcador de fluorescencia, Lucifer Yellow, también se incluye para monitorizar la integridad de
membrana. Entonces se aplica el compuesto de prueba a la superficie apical de monocapas de células Caco-2 y se
mide la permeacion del compuesto en el compartimento basolateral. Esto se realiza en la direccion opuesta
(basolateral a apical) para investigar el transporte activo. Se usa CL-EM/EM para cuantificar niveles de tanto los
compuestos de prueba como control de patrdn (tales como propanolol y acebutolol).
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Evaluacion in vivo de la farmacocinética

También pueden usarse ensayos in vivo para medir la biodisponibilidad de un compuesto. Generalmente, un
compuesto se administra a un animal de prueba (por ejemplo raton o rata) tanto por via intravenosa (i.v.) como oral
(p.0.) y se toman muestras de sangre a intervalos regulares para examinar como varia la concentraciéon en plasma
del farmaco a lo largo del tiempo. El transcurso de tiempo de la concentracién en plasma a lo largo del tiempo puede
usarse para calcular la biodisponibilidad absoluta del compuesto como porcentaje usando modelos convencionales.
Un ejemplo de un protocolo tipico se describe a continuacion.

Se dosifican los ratones con 1, 10, o 100 mg/kg del compuesto de la invencion o el compuesto original i.v. 0 p.o.. Se
toman muestras de sangre a los 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420 y 2880 minutos y la concentracién
del compuesto de la invencién o compuesto original en la muestra se determina por medio de HPLC. El transcurso
de tiempo de las concentraciones en plasma puede usarse entonces para derivar parametros clave tales como el
area bajo la curva de concentracién en plasma—tiempo (AUC — que es directamente proporcional a la cantidad total
de farmaco inalterado que alcanza la circulacion sistémica), la concentracion de farmaco en plasma maxima (pico),
el tiempo al que se produce la concentracion de farmaco en plasma maxima (tiempo pico), los factores adicionales
que se usan en la determinacién precisa de biodisponibilidad incluyen: la semivida terminal del compuesto,
aclaramiento corporal total, volumen estable de distribucion y % de F. Estos parametros se analizan entonces
mediante métodos no compartimentales o compartimentales para dar un porcentaje de biodisponibilidad calculado,
para un ejemplo de este tipo de método, véase Egorin et al. 2002, y las referencias en el mismo.

Evaluacién in vivo de la farmacocinética oral e intravenosa (método especifico)

Para detectar analogos de sangliferina, se analiz6 sangre completa. Se formulan compuestos en el 5% de etanol/el
5% de Cremophor EL/el 90% de solucién salina para administracién tanto p.o. como i.v. Se les dosifica a grupos de
3 ratones CD1 macho o bien 1 mg/kg i.v. o bien 10 mg/kg p.o. Se toman muestras de sangre (40 ul) por medio 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
ponen en hielo seco inmediatamente. Se almacenan las muestras a -70°C hasta su analisis. Se determina
concentracién del compuesto de la invencion o compuesto original en la muestra por medio de CLEM tal como
sigue: se le anaden a 20 ul de muestra de sangre:HO (1:1, v/v)/PK 20 ul de patrén interno (hidroximacrociclo, 6) a
100 ng/ml, 20 ul de disolucién de trabajo/MeOH y 150 ul de ACN, se agita con vortex durante 1 minuto a 1500 rpm y
se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min. Entonces se inyecta el sobrenadante en CL-EM/EM. Se representa
graficamente el transcurso de tiempo de las concentraciones en sangre y se usa para calcular el area bajo la curva
de concentracién en sangre completa-tiempo (AUC, que es directamente proporcional a la cantidad total de farmaco
sin cambios que alcanza la circulacion sistémica). Se usan estos valores para generar la biodisponibilidad oral (F%)
y otros parametros PK cuando sea posible.

Evaluacién in vitro de la citotoxicidad

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

Se evalla la citotoxicidad de los compuestos sometiendo a prueba concentraciones semilogaritmicas de cada
compuesto por triplicado frente a las células descritas anteriormente. Un medio que contiene células solas sirvid
como el control de células (CC). Se siembran células Huh-7 y HepG2 en placas de 96 pocillos a una concentracion
de 5 x 10° células por pocillo. El dia siguiente, se aspira el medio, y se afiaden 100 ul del medio correspondiente que
contiene FBS al 5%. Se preparan diluciones de farmaco de prueba a una concentracion 2X en tubos de
microtitulacion y se colocan 100 ul de cada concentracién en pocillos apropiados en un formato convencional. Tras
72 horas, se procesan las células para la evaluacion de la citotoxicidad.

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

Se determina la citotoxicidad usando el kit de ensayo de integridad de membranas homogéneo CytoTox-ONE™
(Promega). El ensayo mide la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) a partir de células con membranas
danadas en un formato fluorométrico, homogéneo. Se mide la LDH liberada al medio de cultivo con un ensayo
enzimatico acoplado que da como resultado la conversion de resazurina en un producto de resorufina fluorescente.
La cantidad de fluorescencia producida es proporcional al ndmero de células lisadas. Se aplican seis
concentraciones diluidas en serie de cada compuesto a las células para calcular cuando sea aplicable los valores de
TC50 (concentracion téxica del farmaco que disminuye la viabilidad celular en un 50%) y TC90 (concentracion toxica
del farmaco que disminuye la viabilidad celular en un 90%).

Evaluacion in vitro de la inhibicién de los transportadores MDR1 y MRP2

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

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

Se cort6 el fragmento de EcoRV-Stul de ~7 kb del cosmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) que abarca sfaA (posicion de
nucleétido 14396-21362, numero de registro de secuencia de NCBI FJ809786) mediante digestién con EcoRV y Stul
y se ligb directamente el fragmento aislado resultante en pKC1139 que se habia digerido previamente con EcoRV y
tratado con fosfatasa alcalina de camaron (Roche). Este plasmido se design6 pSGK268.

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

(SEQ ID NO. 1) SfaA17161f 5-
CGCTCTGTGGCGCCTGGTTTCCAAGCGGCTCGCGGACCGGCACCGGCACATGCATAATTA
ACCCTCACTAAAGGGCG-3’ (SEQID NO. 2)

SfaA17825r 5-TGGATGTATCGTCGCAGGACGCCCAGAATTCACCTGCGACGTCCYCCAGATGCATTAATAC
GACTCACTATAGGGCTC-3’

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

Se transformd 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 ug/ml) y se transform6 con el plasmido pRedET (tet) y se seleccion6 sobre apramicina (50 ug/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 ug/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) at 30°C y se hizo crecer hasta una DOgoo nm ~0,5. Se transfirieron
1,4 ml de este cultivo a cada uno de 2 tubos eppendorf y se afiadieron 50 ul de arabinosa al 10% a un tubo para
inducir la expresion de las proteinas de recombinacion Red/ET. Se agitaron los tubos durante ~1 hora at 37°C. Se
sedimentaron las células inducidas y no inducidas en una centrifuga de sobremesa y se lavaron dos veces con agua
estéril enfriada; resuspendiendo y centrifugando las células cada vez. Se resuspendieron los sedimentos resultantes
en aproximadamente 30-40 ul de agua y se mantuvieron sobre hielo. Se afiadié el fragmento de alteracion de 1,7 kb
previamente aislado a los tubos inducido y no inducido y se transfirié a electrocubetas Biorad de 1 mm sobre hielo.
Se sometieron las muestras a electroporacién (Biorad Micropulser a 1,8 kV, constante de tiempo resultante ~4 ms) y
se afiadio 1 ml de 2TY (sin antibiético) y se mezcl6 para retirar las células de la cubeta. Se incubaron las células
durante ~3 horas a 37°C con agitacion (1100 rpm, termomezcladora eppendorf compacta) antes de sembrar en
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placa sobre placas de 2TY que contenian apramicina (50 ug/ml y kanamicina 25 ug/ml e incubando durante la noche
a 37°C). Se sembraron en estrias colonias de las muestras de placas inducidas sobre placas de 2TY que contenian
kanamicina a 50 pug/ml para purificar y confirmar la introduccion del casete de resistencia a kanamicina. Se us6 PCR
sobre colonias bacterianas individuales para confirmar la introduccion del casete. Se prepararon plasmidos a partir
de estos cultivos y se digirieron para confirmar el plasmido esperado pSGK270. Se digirieron entonces los plasmidos
con Nsil para eliminar el fragmento de marcador, y volvio a ligarse el resto para producir el constructo de delecion en
marco de sfaA pSGK271.

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

Se transformé el plasmido pSGK271 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y se seleccion6
sobre placas de 2TY que contenian apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (10 pg/ml). Se
inoculd la cepa resultante en 3 ml de 2TY liquido que contenia apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y
cloranfenicol (10 ug/ml) y se incub6 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 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (10 ug/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 centrifugo el
cultivo resultante a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C, se lavé dos veces con 10 ml de medio 2TY usando
centrifugacion para sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspendié el sedimento resultante en 0,5 ml de
2TY y se mantuvo sobre hielo hasta su uso. Se programé este procedimiento para que coincidiera con la
preparacion completa de esporas de Streptomyces descrita a continuacién.

Se recogieron esporas de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) a partir de una placa confluente de
1-2 semanas de edad resuspendiendo en ~3 ml de glicerol al 20%. Se centrifugaron las esporas (5000 rpm,
10 minutos temperatura ambiente) y se lavaron dos veces con tampén TES 50 mM antes de resuspenderlas en 1 ml
de tampon TES 50 mM y dividirlas entre tubos 2 eppendorf. Se trataron por choque térmico estos tubos a 50°C
durante 10 minutos en un bafio de agua antes de afadir 0,5 ml de 2TY e incubar en una termomezcladora
Eppendorf compacta a 37°C durante 4-5 horas.

Se mezclaron las E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 y Biot-4370 preparadas a razones 1:1 (250 ul de cada cepa) y
1:3 (100 ul de E. coli) y se propagaron inmediatamente sobre placas de R6 y se transfirieron a un incubador a 37°C.
Tras aproximadamente 2 horas de incubacion, se recubrieron estas placas con 2 ml de agua estéril que contenia
acido nalidixico para dar una concentracién final en la placa de 25 ug/l. Se devolvieron las placas al incubador a
37°C durante la noche antes de recubrir con 2 ml de agua estéril que contenia apramicina para dar una
concentracién final en la placa de 20-25 ug/l. Se sembraron en parches colonias exconjugantes que aparecen tras
~4-7 dias en medio ISP4 que contenia apramicina (25 ug/l) y acido nalidixico (25 ug/l) y se incubaron a 37°C. Una
vez que se observd un crecimiento micelial adecuado, volvieron a sembrarse en parches las cepas en medio ISP4
que contenia (25 ug/l) a 37°C y se permitié que esporularan. Entonces se subcultivaron las cepas tres veces (para
promover la eliminacién del plasmido sensible a la temperatura) sembrando en parches en ISP4 (sin antibiético) e
incubando a 37°C durante 3-4 dias. Finalmente se sembraron en parches las cepas en ISP4 y se incubaron a 28°C
para permitir la esporulacion completa (5-7 dias). Se recogieron las esporas y se diluyeron en serie sobre placas de
ISP4 a 28°C para permitir la seleccién de colonias individuales. Se sembraron en parches de manera doble colonias
individuales esporuladas en placas de ISP4 con o sin apramicina (25 ug/l) para confirmar la pérdida de plasmido y se
permitié que crecieran ~ 7 dias antes de someterlas a prueba para determinar la produccion de sangliferinas.

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

Se usé un Unico tapon de agar de ~7 mm de una cepa bien esporulada para inocular 7 ml de medio SM25-3 estéril y
se incubd a 27°C a 200 rpm en un agitador excéntrico 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 medio SGP2 con resina HP20 al 5%. Se hicieron
crecer los cultivos a 24°C 300 rpm en un incubador de agitacién excéntrico de 1 pulgada durante 5 dias antes de la
recogida. Se retiraron 0,8 ml de cultivo bacteriano y se tomaron alicuotas en un tubo eppendorf de 2 ml garantizando
una dispersion adecuada de la resina por todo el cultivo antes de tomar alicuotas. Se afadieron 0,8 ml de
acetonitrilo y 15 ul de acido féormico y se mezclé el tubo durante aproximadamente 30 minutos. Se clarifico la mezcla
mediante centrifugacion y se retiraron 170 ul del extracto en un vial de HPLC y se analizaron mediante HPLC.

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

Se analizaron extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que producian sangliferina A y B no se analizaron
adicionalmente ya que habian revertido al tipo natural. Las cepas que carecian de produccion de sangliferina Ay B
mostraron niveles pequefos (~1-2 mg/l) de un tiempo de retencion pico de 6,5 minutos que presentaba un
cromoforo similar a sangliferina. El analisis mediante CLEM indic6 que este pico tenia una m/z 1073, -16 unidades
con respecto a la m/z esperada de sangliferina. Se postul6 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 podria complementarse quimicamente permitiendo un proceso mutasintético
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para sangliferinas novedosas. Se hicieron crecer las cepas en medio simiente SM25-3 durante 48 horas antes de
transferirlas al medio de produccion SGP2 con el 5% de resina. Tras 24 horas adicionales de crecimiento, se
alimentaron las cepas por triplicado con DL meta-hidroxitirosina 2 mM (adicién de 100 ul de una disolucién 0,16 M en
HCI 1 M) o L-fenilalanina 2 mM con una cepa sin alimentar usada como control. Se alimentaron también las cepas
con acido pipecolico (2 mM) en metanol para potenciar los rendimientos de producto. Se recogieron las cepas tras 4
dias adicionales de crecimiento y se extrajeron y analizaron mediante HPLC. Se mostr6 que la metahidroxitirosina
complementaba completamente la mutacion de sfaA y la adicion de L-fenilalanina aumentaba los niveles del
compuesto de -16 uma. Se eligi6 la cepa Biot-4585 para su estudio adicional 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 (tales como el ejemplo 12 del documento W0O2010/034243 (cuyo contenido se
incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad)). Se gener6 esta cepa tal como se describe en
el documento W0O2010/034243, y se le dio a la cepa la designacion BIOT-4452.

En un procedimiento alternativo para generar la delecion de sfaA, se usan dos oligonucleétidos 15209F 5'-
CAGAGAATTCGCGGTACGGGGCGGACGACAAGGTGTC-3 (SEQ ID NO. 4) y 17219R5'-
GCGCATGCATGTGCCGGTGCCGGTCCGCGAGCCGCTTGG-3 (SEQ ID NO. 5) para amplificar una regiéon de
homologia en el sentido de 5" usando el cosmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde y ADN polimerasa KOD. El
producto amplificado se trata con polinucleétido cinasa de T4 (NEB) y se clona en pUC18 que se ha desfosforilado
mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de camarén (Roche). Se comprueba el constructo resultante mediante
digestion por restriccion y se secuencia concienzudamente para garantizar que se genera la secuencia deseada y
que no se han introducido errores durante la amplificacion por la polimerasa. Se digiridé este constructo con EcoRl y
Nsil y se analizaron los productos mediante electroforesis en gel. Se corta del gel la banda que contenia la
secuencia deseada (es decir, homologia en el sentido de 5 ~2 kb) y se purifica usando procedimientos
convencionales (resina QiaEX). Se usa una segunda serie de oligonucleétidos (SEQ ID NO. 6) 17766F 5-
CCTCATGCATCTGGAGGACGTCGCAGGTGAATTCTGGGCG-3’ y 19763R 5’-
GGGCAAGCTTCTCCTGGCTGAGCTTGAACATCG-3' (SEQ ID NO. 7) para amplificar una region de homologia en
el sentido de 3’ usando el cdésmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde y ADN polimerasa KOD. Se trata el
producto amplificado con polinucleétido cinasa de T4 (NEB) y se clona en pUC18 que se habia desfosforilado
mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de camarén (Roche). Se analiza el constructo resultante mediante
digestion por restriccion y se secuencia concienzudamente para garantizar que se genera la secuencia deseada y
que no se han introducido errores durante la amplificacion por polimerasa. Se digiere este constructo con Hindlll y
Nsil y se analizan los productos mediante electroforesis en gel. Se corta del gel la banda que contiene la secuencia
deseada (es decir, homologia en el sentido de 3' ~2 kb) y se purifica usando procedimientos convencionales (resina
QiaEX). Se digiere el vector pKC1139 con EcoRl y Hindlll y se aisla el fragmento de vector grande mediante
electroforesis en gel y se purifica mediante métodos convencionales (resina QiaEX). Se clonan entonces los
fragmentos de homologia en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’ aislados en este fragmento de pKC1139 en una
ligacion de tres vias para generar el constructo de delecién de sfaA deseado.

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

Se introducen estos constructos de delecién de sfaA alternativos en Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954)
mediante conjugacion usando los métodos en la seccion de ejemplos 1.2.

Ejemplo 3 - Alimentacion de matriz del mutante de delecion de sfaA

Se prepararon reservas de esporas de un mutante con sfaA alterado (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 simiente) inoculando la reserva de esporas (1% v/v) en 7 ml de
medio simiente (medio SM25) en tubos de centrifuga de 50 ml con tapones de espuma. Se incubaron los tubos de
cultivo a 27°C, 250 rpm (excentricidad de 5 cm) durante 48 h. A partir del cultivo simiente, se transfirié el 10% (v/v) a
7 ml de medio de produccion SGP-2 en tubos de centrifuga de 50 ml con tampones de espuma. Se llevé a cabo el
cultivo a 24°C y 300 rpm (excentricidad de 2,5 cm). Para la produccion de analogos mutasintéticos de sangliferina,
se anadieron 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 disolucién 0,32 M de acido piperazico (en metanol) a cada tubo a las 24 horas para dar una
concentracién final de 2 mM. Se continu6 el cultivo durante cuatro dias adicionales tras la alimentacion.
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Se extrajeron muestras transfiriendo 0,8 ml del caldo completo a un tubo eppendorf tapado de 2 ml. Se afiadieron
0,8 ml de acetonitrilo, junto con 0,015 ml de acido férmico. Entonces se agitdé la mezcla durante 30 minutos en un
instrumento Vibrax. Entonces se centrifugd el tubo a 13000 rpm durante 10 minutos y se retiraron 0,15 ml del
sobrenadante para el andlisis. Se analizaron los extractos tal como se describe en los métodos generales.

La tabla 1 muestra los mutasintones que se alimentaron de este modo, junto con los aductos de H+ y Na+ de CLEM,
la masa molecular anticipada y el tiempo de retencidon de los productos mutasintéticos de sangliferina observados.
Se muestran los picos principales, que se refieren a los analogos de sangliferina A. En todos los casos, también se
observaron picos de CLEM para los analogos de sangliferina B (masa - 18).

Tabla 1
Alimentacién de | Nombre del mutasinton [M-H] [M+Na]* Masa Tiempo de
mutasintén observado | observado molecular | retencion
(m/z) (m/z) (uma) (minutos)
1o coqr | Acido  2-amino-3-(4-fluoro-3- | 1106,4 1130,4 1107,4 55
m hidroxifenil)propanoico
F 2
HO co,u | Acido  2-amino-3-(3-fluoro-5- | 1106,4 1130,4 1107,4 5,7
\Q/\( hidroxifenil)propanoico
NH,
F
HO co.Me | 2-Amino-3-(3-fluoro-5- 1106,4 1130,4 1107,4 5,7
hidroxifenil)propionato de
N, metilo
F
i (S)-2-Amino-3-(3-hidroxi-4- 1102,5 1126,7 1103,5 6,0
HO CO,Me . .
D/\( metilfenil)propanoato de
Me NH, metilo
E co,u | Acido 2-amino-3-(3- | 1090,4 1114,5 1091 6,1
\©/\( fluorofenil)propanoico
NH,
H (2S)-2-Amino-3-(3-hidroxilo(2- | 1089,5 1113,7 1090,5 4,4
O N CO,Me | piridil))propanoato de metilo
D | NH,
HO. coMe | 2-Amino-3-(2-fluoro-5- 1106,5 1130,6 1107,5 5,5
\©f\( hidroxifenil)propanoato de
F N metilo
k i 2-Amino-3-(2-fluoro-3- 1106,5 1130,6 1107.,5 5,1
HO\©/\((02Me hidroxifenil)propanoato de
NH, metilo
F 2-Amino-3-(2,6-difluoro-3- 1124,4 1148,5 1125,5 5.1
HO. CO,Me hidroxifenil)propanoato de
" metilo
F 2
o 2-Amino-3-(4-etil-3- 1116,7 1141,0 1117,7 7.2
HO. hidroxifenil)propanoato de
OMe .
NH, metilo
F 2-Amino-3-(2,4-difluoro-3- 1124,7 1148,8 1125,7 6,0
HO. COMe hidroxifenil)propanoato de
N, metilo
F

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

Se llevé a cabo la fermentacion tal como se describe en los métodos generales utilizando 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo y &cido DL-piperazico como precursores, se afiadieron ambos a las 26 horas.
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Tras la recogida, se agruparon 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 clarificado. Se desech6 el caldo
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las
células y la resina con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperé el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacién o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad.
Entonces se realizé una segunda extraccién con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se
concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presién reducida y luego
se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas
hasta sequedad a presién reducida para dar el producto en bruto final (1,3 g).

Se disolvié el extracto en bruto (1,3 g) en acetato de etilo (2 ml) y se cargé sobre una columna de gel de silice (10 x
2 cm) condicionada con acetato de etilo (500 ml). Se eluyd la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
graduales de acetona (el 10%, el 20%, el 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 (278 mg) en metanol (1,8 ml) y se purific6 mediante HPLC preparativa. Se
us6 una columna A 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 ejecutd 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
fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presion
reducida para producir 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 fermentacién tal como se describe en los métodos generales utilizando (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 agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con &cido formico y se
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desecho el caldo
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las
células y la resina con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperé el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacién o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad.
Entonces se realizé una segunda extraccién con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se
concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presién reducida y luego
se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas
hasta sequedad a presién reducida para dar el producto en bruto final (1,6 g).

Se disolvid el extracto en 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) condicionada con 500 ml acetato de etilo. Se eluy6 la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 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 ejecut6 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 producir el compuesto objetivo como un sélido
amorfo blanquecino (15 mg).

Ejemplo 6 - Aislamiento de 62-fluoro-sangliferina A, compuesto 16

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

Tras la recogida, se agruparon los caldos de cultivo y 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 clarificado. Se desecho el caldo
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las
células y la resina con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperé el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacion o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se
realizé entonces una segunda extraccién con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones.

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

Se disolvid el extracto en 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) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
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graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 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 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 ejecut6 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 fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a
presién reducida para producir el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (38 mg).

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

Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva de esporas en 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
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de produccion SGP2
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tap6n de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24°C y 250 rpm
(excentricidad de 2,5 cm), se afnadieron 2 ml de una disolucion 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4-
metilfenil)propanoato de metilo en acido clorhidrico 1 M y se afadieron 2 ml de una disolucién metandlica 400 mM
de acido DL-piperazico a cada matraz de produccién para dar una concentracion de 1 mM final de los enantiomeros
individuales de los precursores. Se continudé el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm
(excentricidad de 2,5 cm).

Se agruparon 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 clarificado. Se deseché el caldo clarificado tras
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. 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 permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Entonces se realizé una segunda extraccion con
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo
combinados hasta un volumen acuoso residual a presion reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos
veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presién reducida para dar
el extracto en bruto final (7,6 g).

Se disolvid el extracto en bruto (7,6 g) en 5 ml acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 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 (319 mg) en 2,4 ml de metanol y se purific6 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 ejecutd 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 fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a
presién reducida para producir el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (14,9 mg).

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

Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva 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
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, 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 agitacién en cascada). Tras 24 horas de cultivo, se anadieron 7,5 ml de
una disoluciéon 667 mM de &cido (S)-2-amino-3-fenilpropanoico en acido clorhidrico 1 M al fermentador para dar una
concentracion de 1 mM final 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 agitacién en cascada).

Se agruparon 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 clarificado. Se deseché el caldo clarificado tras
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. 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 permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Entonces se realizé una segunda extraccion con
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 un volumen acuoso residual a
presion reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases
organicas combinadas hasta sequedad a presion reducida para dar el producto en bruto final (55 g).

Se suspendi6 el extracto en bruto (55 g) en metanol al 80% en agua y se extrajo con 300 ml de hexano dos veces.
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Se encontrd el compuesto objetivo en la parte de metanol/agua que se llevd hasta sequedad. Se disolvié este
extracto secado (48 g) en 30 ml acetato de etilo y se carg6é sobre una columna de gel de silice (20 x 5 cm)
condicionada con 1 | de acetato de etilo. Se eluy6 la columna con acetato de etilo y luego con aumentos graduales
en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml
y se identific el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvid
este material (813 mg) en metanol y se purific6 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 ejecutd 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 fracciones puras mediante
HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presidén reducida para producir el
compuesto objetivo como un s6lido amorfo blanquecino (34 mg).

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

Se emplearon (2S)-2-amino-3-(3-hidroxilo(2-piridil))propanoato de metilo y acido DL-piperazico como precursores.
Se llevé a cabo segun el método general con la excepcion de que la excentricidad del incubador durante el cultivo
vegetativo (simiente) era de 2,5 cm.

Se agruparon 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 clarificado. Se deseché el caldo clarificado tras
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina
con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto de
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realiz6 entonces una segunda extraccion con
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo
combinados hasta un volumen acuoso residual a presion reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos
veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presién reducida para dar
el extracto en bruto final (7 g).

Se disolvid el extracto en bruto (7 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo hasta el 100% de acetona, luego el 1% de
metanol hasta el 5% de metanol gradual en acetona). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se
identificé el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvié este
material (204 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 ejecuto 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 fracciones puras mediante HPLC-UV y se
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presion reducida para producir el compuesto objetivo
como un sdlido amorfo blanquecino (4 mg).

Ejemplo 10 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-fluoro-sangliferina A, compuesto 20

Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva 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
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de produccion SGP2
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tap6n de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24°C y 250 rpm
(excentricidad de 2,5 cm), se afiadieron 2 ml de una disoluciéon 400 mM de &cido 2-amino-3-(3-fluorofenil)propanoico
en acido clorhidrico 1 M y se afadieron 2 ml de una disolucion metandélica 400 mM de acido DL-piperazico a cada
matraz de produccion para dar una concentracioén de 1 mM final de los enantiémeros individuales de los precursores.
Se continué el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm).

Se agruparon 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 clarificado. Se deseché el caldo clarificado tras
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina
con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto de
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realiz6 entonces una segunda extraccion con
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante
centrifugacién de la mezcla de células y resina residual. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados
hasta un volumen acuoso residual a presion reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con
acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presion reducida para dar el
extracto en bruto final (10,5 g).

Se disolvio el extracto en 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) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y luego con aumentos
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
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aproximadamente 250 ml y se identificé el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvié este material (342 mg) en metanol y se purific6 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 ejecutd la columna de manera isocratica al 53% de B
durante 30 minutos tras la inyeccion. Se identificaron fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presién reducida para producir el compuesto objetivo como un sélido
amorfo blanquecino (6 mg).

Ejemplo 11 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-amino-sangliferina A, compuesto 21

Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva 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
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de produccion SGP2
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tap6n de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24°C y 250 rpm
(excentricidad de 2,5 cm), se afiadieron 2 ml de una disolucién 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-aminofenil)propanoato
de metilo en acido clorhidrico 1 M a cada matraz de produccién para dar una concentracion de 1 mM final de los
precursores. Se continud el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm).

Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido féormico y se centrifugaron a
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se deseché el caldo clarificado tras
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina
con 2 volimenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto de
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realiz6 entonces una segunda extraccion con
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante
centrifugacién de la mezcla de células y resina residual.

Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presion reducida y
luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas
combinadas hasta sequedad a presién reducida para dar el producto en bruto final.

Se disolvié el extracto en bruto en acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (condicionada con
acetato de etilo). Se eluye la columna con disolvente organico con polaridad creciente. Se recogen fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identifica el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinan y se llevan hasta
sequedad. Se disuelve este material en metanol y se purifica mediante HPLC preparativa. Se identifican fracciones
puras mediante HPLC-UV y se combinan. Se llevan estas fracciones hasta sequedad a presién reducida para
producir el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino.

Ejemplo 12 - Datos bioldgicos - Evaluacion in vitro de la actividad antiviral de VHC en el sistema de replicon

Se analizaron los compuestos en el ensayo de replicén usando células Huh5.2 tal como se describe en los métodos
generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, sangliferina A, 5 y el hidroximacrociclo, 6 como comparacion.

Nombre CE50 (uM) CC50 (uM) | Indice de  selectividad
(CC50/CE50)

Ciclosporina A, 1 0,2 4.3 21,5
Sangliferina A, 5 0,318 9,1 28,7
Hidroximacrociclo, 6 8,4 83,6 9,9

14 0,135 12,8 121

15 0,195 16,6 88

16 0,89 29,7 32

17 0,083 11,6 143

18 3,4 11,7 3,5

19 24,3 48,1 3,5

Tal como puede observarse, 14, 15, 16 y 17 son todos muy potentes en el ensayo de replicon de Huh5.2 (tal como
se muestra mediante la baja CE50), con buena selectividad frente a la linea celular (tal como se muestra mediante
un alto indice de selectividad). La sangliferina A previamente descrita, 5, es menos potente que 14, 15y 17 en la
inhibicion de VHC, y la ciclosporina A, 1 es menos potente y tanto 1 como 5 tienen peores indices de selectividad.
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Ejemplo 13 - Estabilidad en microsomas

Se analiz6 la estabilidad de los compuestos en microsomas de higado de raton y humano tal como se describe en
los métodos generales. Se incluyé sangliferina A, 5 como comparacién.

Nombre Semivida en microsomas | Semivida en microsomas de
de higado humano (min) higado de ratén (min)
Sangliferina A, 5 | 6,38 6,15
14 9,32 9,78
15 10,81 9,22
16 6,61 5,48
17 9,50 9,67
18 7,64 3,46
19 10,37 4,71

Tal como puede observarse, los compuestos de la invencion, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 tienen todos una estabilidad
aumentada en microsomas de higado humano en comparacién con sangliferina A (5) y 14, 15y 17 son todos mas
estables en microsomas de higado de ratén.
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gccgegtagt
aagacggccg
gggcggagea

acgccggcgg

gcgtgecegt
agagcgcectg
acgcgeccgtce
ggcgggegte
cgteggecege
agaagtcgac
agcactcgcecce
acgcggtgtce
acagcacgct
gcacgagcectg
gcagggactt
gcegetgetg
cgaacccggc
ccggatccgg
gcgegtegeg
ggtaccggca
cgggcaccgg
ccagggagcg
cggcggacag
acgcccggcec
agcggacgag
cggccagggt
gcecggegceat
aggcggggac
cgggcegtegg
ggtggccggt
ggccctggge
tgceetgtee
gccggtgegg
ccttggecgag

cgtggacgac

ES 2703433 T3

accgtgcgcece
acggatcacc
ctggttgatc
ggagagccgt
ggcggcgaag
gaagacgtcg
gctgcgecage
cacggtgacc
ggcggagttg
ggcatagtcce
cgggtcgatg
cgggtccatc
gacgtccgeg
gtggaagagg
ctcgtecggeg
cgccatgecg
cgcegtcetee
cgggttgggg
ccggttgcegg
gggggtcacg
cgtgagcagg
gtcecggteceg
cagcgcegggt
gacgacgggg
cagcggcacc
catgecegetg
gcggcggtgt
gggcgeccecg
ggcggtgagt
ccgetcegggg

tcecggtcagg

tccaccgegt
cgctgetgeg
gcggtgeccge
tccacgagga
gacttgcage
ggggcggaca
gcctggatceg
gcagggcectt
ccgatgcecga
tggccgttgg
ccggegegtt
gccagcgcect
aggaagccgc
cccgegaggt
agcagccgcec
acgatcgcga
tcggegegtt
tggtcgaaca
agttcgacgg
gcggtgtegt
gtecegttege
gcgeccgegg
acggcggtga
gcggagccgg
acgeccgtcege
gcgtgegecee
gccgecgageg
aagaggccgg
tegtgecaggt
gtctgggagg

gggtgctegg
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ccacgtccge
aaggaccgtt
gtacgacggce
gcatgcecgge
ggccgtecac
tgacggtgac
cccagtgcag
ccaggccgag
cgtagccectce
tgcecgaggta
cgacggcctce
cgcgcggcga
cctececcgeac
cccagccccg
acaggtcctc
tgggatcgte
cgccgaggag
cgagggtecge
cggtcagcga
cggtgtggcece
gttcegegge
tggcggegeg
cgceggtgge
cggtggcgeg
gggccgegeg
acaggcccca
cgtccacgaa
aggtggagga
tccaggegge
cgatgacgcc

cggtgatccg

gggcgtgage
cggggecgte
cagtacctgg
gcecctcggac
ggccaggcecg
accgccggcec
ggcgaccagc
gacgtaggcg
cgcgcetcteg
gacgccgacg
ccaggcggtc
gatcccgaag
gtacgacgtg
gtegtegggg
gggcgaggtce
gtcggegggg
ttcggeccage
gggcaggcgce
gtcgaagccc
gaggaccacg
ggtgagtccg
ccggacgggg
gaacgaggtg
gtcgaacagg
ccgecaggteg
cacctgggag
ggcgttgece
gaacagcacg
gtcgaccettg

gtcgtccagg

gtcgagecagg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



gcggccagtt
gcgecgcagtt
aggaccagcc
gtgeceggtge
gtgggctcgt
acggcgatct
ccgtegatgt
ccccacacgg
tgggtgagga
gcggtcagca
tgccgacacg
tcggggcagg
tcggccgegyg
gggccggccg
ctgtcgtcegg
agccgggtgg
gggtgtacgg
gtctcgtcgg
tceceetggeg
cgggtccagg
gcgecgtect
tcgagcggtyg
aggtcgagta
tgtecegeegg
aggcccaggc
aaggcgtagyg
gacacgccegt
tcgeggcegga
acggcggccg
agcaggccgc
ccggegtega

ccggectcac

cggtgeggte
cgccggcgag
ggcgtacgcece
cgceggtgac
cggtgcgegg
cgggttcgecce
cgaccagcac
gcgegtggge
cggccagacg
cgcgcecggge
gcagcacgag
aggggtatcc
gcagcggcac
tggcecggegg
tggcgtgcag
cgcccacgge
ccgcgaggge
tcagctcaac
cggcggccgg
gctggtegte
cgttcecteege
cctcectcggt
cggcgecgge
atccggcegag
cggcggegtce
tgggcaggtc
ggacggcggce
gggtgccgac
tcagcaccgg
gcaccacggg
gcegtgtete

cgggccgcecag
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ggcggegteg
ggtcacggceg
gtgctcggtg
gaggacgacg
ggcgcggacce
ggtggcgagg
cagcctgecg
gaggtcggtg
ggtgcecggec
gccggegtgg
ggtgccggge
gggcagcgga
gggcgtccac
gcgcagggtce
ggtgaccgtg
gtgcagggtg
gtcggtgage
ggtcacgtcg
ggcggtgeeg
gtecggegteg
gcccagggtyg
cagttcgeccg
cggcagctceg
cggggtgacg
ggaggcgace
gacgtggegt
ctcggegage
gacgacggcg
gtgcgggctg
ctcgaaccgt
gccgaggggyg

tteggegage

caggcggcga
tcgggggecg
accaggtggce
ccgteggacg
agccggggtg
acagcgggca
gggtgttegg
acgtcctegt
agtcgctcegt
gccgcgecgg
acggtgtcca
aggccgccga
tcgaccecggt
accgcgtcga
tgctecgeecyg
acgccgtgece
agggcggggt
gtcagctcga
gtgtgcggga
gcggggcggyg
acctggaggce
agcgtcctge
gtgcecggecyg
gcgccgagea
gggccgetgg
ccgtegggge
gaggtgagga
gtcecgetegg
atctccacga
acgggctccc

ccgeccagea

gcggcgegea

49

cggtcaccte
cgtecgecgeg
gggcgcagag
gccacagggce
cgaggacccg
gctgttgcag
cgcgggegga
gctecgaccegg
cggcgagcca
cggtgtcgte
gggcggcgac
gcacggcgat
acagctcecgtg
cggtgagcac
cggggtgecag
aggcgceggyg
gtacgcccca
cggtcacgtc
ggaggacgce
agtggacggce
ggcgggctte
cgtcggccge
gcacgcgecce
gcgggtgeee
gccagaagcg
agcccaccgt
ggcggcgcgyg
tggcctceege
acacggcgtg
gcaggttgeg
gggtggagtg

actcggette

ggcgccgagyg
ccgteeggece
ggcgccgage
cgectggete
gccggagcege
tgcgtcgggg
gcggatcagg
gaccgcgecg
ctcctgaaga
ggccgactge
ggcggcgagyg
gcegtegacg
gtcgceggecg
ggcggctecg
gcgtaccecge
gaccaggccg
gccgecggceg
ggtgtccggg
ggtcgegtge
gaccgggcgg
gccgacggtyg
gtgcagggcc
ggtgaacacc
ggcgeceggte
gcggcegetgg
ccagtcgacg
gcegtecteg
cgtctectge
gccggagteg
gtaccagtag
gaaggcgatg

gagggactcg

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



acatgggccg
gaccaggcgg
gggccgttga
gtggectegg
agccgcgace
caagcagccg
gaacgccaca
acccgctcecca
tccaacgcca
tccaccgeca
tcacccggea
gccgccagag
aacaacgccc
gtgtcgaggt
gagagcagcc
ggggcctcecet
gcgcggegeg
ccggaggccce
ccggcgcgca
tggccgatgt
gtggccageca
tccacgacgt
cgetgetggg
gccgagccgce
tccagcacga
gccttgcecage
ggggtcgaca
gactggecegg

gccgggectt
ccggtgecga

tggtcggtga

agtgggaggce
ccatcacctce
gggcggcgac
gcagggcgac
gcagggcgac
cgatctcceccece
ccteecgecaa
acgccaccgg
ccgecacactce
tcececcaccca
acccggcaac
aagcccgcge
gcgacgcggce
gggcggcgag
acggcaccca
ccaggatgag
geceggteggt
agtcgatgtg
gcgcgagcac
tggacttcag
gggcgttgge
cgacgtcggce
cggagccgtt
ggaccacggc
ccacgcccge
ggccgteggg
tgaccatcac
ccaggtgcag
ccaggccgag
gcagccccte

cgcccgegaa
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gtagtcgacc
gtccagecgeca
gcaaacgcgt
ggagaccatg
gatccgggcg
ctgcgaatga
cgacaccatc
atcacccage
agccatccge
ctgecgecccece
acccgacacc
accggccaca
aagggaccag
ccgggtggee
gcgceggcegeg
gtgggcgttg
cgggggccag
cggtgagggg
cgtcttgatc
cgagcccagce
ctcgatgggg
ggcggtgagg
gggggceggtyg
cagcacgggg
gcecctcecggac
ggcgaggccg
gccgecggeg
ggcgacgagc
ggtgtaggce
gtccacgeceg

gacgccggtg

gcgatgecgge
teggggtege
ccggaccacg
ccgeccgegec
ccgteegeca
ccgaccacag
accgcccaca
acaccacgca
cccgcgaaca
tgacccggga
acaccctcca
tcagcggecca
gagaggtcca
tgctcggega
gcgccgcgeg
gtgccgetgg
acggcggcge
gcgtceccacgt
acgccggcca
cgcagcggct
tecgecgaggg
ccggeggegg
agcccggagg
tggccgttge
cagccgatge
cgctgecggg
agggccagceg
gaggacgagc
acccggecgg
gcgaccgcge

gcgcetgecge
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gcagtcgtac
cgctgaggac
gtgcgagceccg
cggccagccg
gcgacagcac
ccgacggcac
acaccggctg
acgaccagcc
ccggcgacga
acacgaacac
ccggctceece
ccaccaccgce
ccgggtccag
gggcggectg
cgggcgegge
cgccgaacga
cggtgacgag
gcagggtgcg
cgcccgecge
gtgegeggtce
tggtgccggt
ccagcgcgga
aggcgcecgtce
ggcgggcegte
cgtecegegge
agaactccac
agcattcgcc
aggcggtgtce
agagcacgcet
cgtgcegtga

gcaggccgtg

cccgteggece
caccgacgac
ccgtgtgacg
ctcggcgatg
acccgccaca
gacaccgtac
aacgacatcc
cacgaacggc
atccagcaga
cacccggecce
cgcggccaac
acgatgcggce
gccggggtgg
ggagcgggceyg
cggttcegee
cgacacgcce
ttcgacggag
gggcactteg
ggggccggtyg
ctggccgtag
gcegtgtgece
gcggatgacce
ctggttgatc
ggacagccgce
ggcggcgaac
gaaggcacgc
gctgcgcagg
cacgctgacg
ggcgtagtte
gtcgtagege

cggatcgacg

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



ccggegtget
gccagcegect
aggaagccgc
cegtegaggt
aggagctgece
accacggcca
gcgecgtega
acgacgcetge
gaggcgaggg
tcggegtgge
cgtteggegg
cgctgegegg
acgggcggcec
ccggtgeccecce
aggttggtca
gcteceggtet
ctgacctcga
cggacgggtt
cactcecececeg
agatcagcca
acagcgatac
gccacccect
cggccegecce
atcccececac
ccgtecgeca
ccgaccacag
accgcccaca
acaccacgca
cccgcgaaca
tgacccggga
gcecgactegg

ccgaggacga

cgaacgcctce
cgcgcgggct
cctggegeag
cccagecgeg
acaggtcgtc
gcggetegte
gccgggtgag
tggccagegt
agtcgaagcec
cgagcacggc
gggtcagccce
ggagcgegac
agtaccggtc
ggaagaaggc
gcagggtcgyg
ccegtgegete
tgaagccceg
cgcgcaggtt
tcacggtgga
gcagagcctce
gccgggcccyg
cacccgcgac
agcccaccaa
tgcecegecag
gcgacaacac
ccgacggcac
acaccggcetg
acgaccagcc
ccggcgacga
acacgaagac
cgeccttecge

ccacgeggtg
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ccaggcgact
gatgccgaag
gtaggtgtgt
gtecggcgggg
gggcgaggcec
ggccggggtyg
cagatggtcg
caggccggte
gagggcggcyg
ggcggtccge
ggccagctcg
gggggtggeg
gcgetggaag
ggtccagtcg
caggccggec
gacggtctcecc
gtggccctgg
gcggtaccag
gaacagcgga
acgcaccggce
caccccccga
gacgaccgac
cagctccteg
cgcegtcaaa
acccgccaca
gacaccgtac
aacgacatcc
cacgaacggc
atccagcaga
ggcgcggcceg
cacggcggtce

ttecgaaggec

tcgaggaaca
aagtcggcgt
ccggeecggt
aagtcgeccga
actccgeegg
gcgcggacgg
gtgagggcgg
gccteggtcea
aaaccgcggt
agccgtacca
tcgecgecagg
gccgggggea
gcgtacgtceg
atgcgcacge
cggtcgeget
tgggtgccga
gcgagcaggg
tagccggegt
accgtgecceccet
tccaccagea
ccccecgcaat
tcaggaccgt
acaccggacg
gcecctgetge
caagcagccg
gaacgccaca
acccgctcca
tccaacgcecceca
tccaccgcececa
tcgccgacgg
aggccggega

gtacgggtgg
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gcecgetgetg
cgaagccggce
ccgggtcggyg
tgacgtcacg
ggaagcggca
€ggggcgggce
ccgggttegg
gcgeggtgeg
gcggttcgat
ggtccatgac
gcgtgeccte
gcgggceggge
gcaggtcgge
cgtgegtgtg
ggagggtgcc
cggtcagtac
cggcgacggce
ccagcgccgt
cacccggecg
ccgaatgega
gagccaggaa
tgaccgcagc
gcceoggeage
gcagggcgac
cgatctccece
cctccgecaa
acgccaccgg
ccgecacacte
tccccaccca
cgcggcecgceg
gcagggtgte

tggcgaggge

cgggtccatce
ggcgtegttce
gtcgtagagg
gcectteggeg
ggccatgceceg
c¢gggacgggc
gtggtcgaag
cagccgcagg
cgcggcgggg
gcggtgcegg
gtcggeggte
cgetgegtee
cgggtgggct
cgececteggece
gacgaccgcg
ggggtgcgga
gtcggcgtag
gccgtececgece
cacgecectee
ggcatagtcecg
ctecctecage
caccgccaac
gaccgacacc
gacccgggceg
ctgcgaatga
cgacaccatc
atcacccage
agccatccge
ctgcgeccce
caccacgtcg
gtggtccgeg

gagggccacg

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680



tcgtgggggg
agtccggecg
gcctcgtegg
ccggacacgce
cgctectegg
tccacgtgga
ccggccacac
agcggctegt
cccagccggg
gcgtcggeca
ccgectgeteg
ccgttgegge
ccgaacccgt
tgcecggetgt
gccagegtge
gaggagcagg
cggccggaga
accgggccgg
gtggagcgca
agcaccagcc
cecggegtega
ggcecggtegg
gccgagaccg
ccgccggggt
gcctcecgegea
agcagtttgg
gagacgcccce
cgctegggtg
gccgcecacce

cgggccagtt

gcgtcgagga

cggcegtegtg
ccgteecggga
tgggctcggg
cgaacgacga
tgagcagttce
gegtgegegg
cggcggcegge
ccecgeteetg
tgcecegtace
gcgectggeg
cgccgtecetg
gggcgtccga
cggccgccgc
actcggtgaa
actccecegge
cggtgtccac
gcacgctggg
tgatgtcgga
ggccggcegg
gctgetgegg
agtcecgegge
ggtcegggte
cgteggtcecece
agcggcaggc
gccggegecg
cctegtcage
ggtcgatcag
tgecegteggt
gggcgeggte
cggcgatgat

ggtggtegge

ES 2703433 T3

cgcgggecgg
ggacagcgtc
ccgggcgggt
cacgcccgeg
cacggcgecg
cagcgtgecg
ctgegtgtge
gccgtaggtg
gtgcgectee
gatcacgcge
gttgatggcg
gagccgttece
ggcgaacgcc
cacgccgggce
gcgcagcgag
ggagagggcg
cgaggtgccg
gtagtccteg
gtcgatgcca
gtccatggece
gccgtcgagg
gtagaccgag
atcggtcacc
catgcccacg
ggcgacctgg
catcggtgceca
gtcgaagagt
cgtgececggeg
ggtgcegteg
ccggtceggeg

gagcgcggcece

tgggcgagga
cacgggacga
gcctgctcecca
cggcgeggcet
gcggtecagt
tggcgeatgg
ccgatgttgg
gcgaggaggg
acggcgtcga
tgctgggecga
gtgccgcgga
aggacgagca
ttgcagcgge
gtggacagca
cggaccgcga
gggccctceca
gtgacgacgt
ctgctgaage
gcccgctcca
agcgcctcege
aatcecgecett
gccatgteccece
agccgccaca
atcgcgatcg
agatcgccecceg
cceecgtgeg
tcgtcggegg
tceccageggg
gccggecagtg
ctcgeetcege

gggttcgggt
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ggcgttegge
ccggcagggt
ggatggcgtg
gctcceegece
cgacgtgcgg
cctgcaccat
acttcaccga
cctgegecte
cctggetcege
gtccgttggg
ccacggccag
tgceecgegece
cgtcggecge
cggtegececce
ggtgcagggce
ggccgagggt
acccctccag
cgacgaacac
gggcctccca
gcgggetgat
cgcegggegta
agcecgeggtce
ggtcecteggg
gttegeggte
tgacctgcett
gttegttegg
tgacgccgtce
ccgegaggtce
cgccgagege
cggactcgcet

ggtcgaacac

ctgggcgege
gcggteegtg
ggcgttggtg
cggccagtcee
tgacgeceteg
cttgatcaca
accgagccac
gatcgggtcg
ggccaggcegyg
ggcggtgagt
cacggggtgg
ctcggcgaag
gagggcccge
gceggtgage
gaccagggac
gtaggcgacc
ctcggtggece
gccggtggeg
tgaggtctcc
gccgaagaag
ggaggttccg
ggcggggaac
cgaggtcacg
gcgggectcg
gaggtagtcg
cgcegggtcac
cagagcggcc
ccgecaggtge
gctctccacg
cggcaggagce

gatggtggtg

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540



ggcagtcgeca
tcgaagccca
aggacgtcgg
ggcagcecgg
gggccggcecg
gtggcgaggt
aacagggcca
acgtcggegyg
gcggeggtge
ttggcggegg
agcacgaagg
gcctteggge
tcgagggege
agcagcgegt
ccegecgegg
ctggccagea
ccgagcacgc
acgatcttgc
aggggccagg
tecggtcagea
tagtcgacac
cgtccgececgg
agcacgacgt
cgecgectegt
tacacctcgg
gccgegtgea
caggcggtgg
acgggcacca
ccgaggacte
ccegeggect
acgtecgegga

ggggcggtgg

ggceggtgge
gttccttgaa
cgacctggcece
tgatcecgege
gggtggcgac
ccaggcgcge
gtcecttegge
cgtccaggtg
cgggcaggcc
cgtagttggce
cggacaggtc
gcagtacgcec
ccgeggtgtg
cgagggcggc
ccagttcgge
ccaggtcacg
cggcgccggt
cggtgtgccg
tcecgggtggy
ggctetggac
cgggcaggcc
gacggagcag
ccatctcegg
ccagaccggce
cgcccagcag
ccagcacccg
cgaacacgga
cgagccgecg
ggtcgeccgac
cggagccgat
agttcaggece

cgtegggage
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ggtgccgagg
gccgeggteg
gcggacgacg
caccagggcce
caggccgege
ggtgacggtc
ggcggccate
ccgggtgagg
ggcggcgcgyg
ctgcgcgggyg
cttgteccteg
cggcagcecgg
caccaccgcg
gcggtcggtg
gaccaggtcc
ggcgecgtgt
gatcaggacg
ggcctgggcc
cagcccggte
gcggtcegggg
ggcggggtcg
tcgcagecgac
gaaccgctge
cgcccgeage
ccgcgccace
ctceccecgee
cggcagggcec
gtccaccacg
ggcgaggtcg
cgcgtcgacce
cgcegegegyg

ggcgacggcyg

cggttgegea
ggtgccaccyg
tcgagcaggg
gccgcacegg
agcagcggcg
acggcgtcge
ggcacgatgce
ccggtggegt
cgcegttegg
gtgccgaggg
gtgagttcgt
ccggcegecga
gtcagcgggg
acgtcgcagg
gcgctgeegg
tcggacacca
gtgccgtegg
atgaaccgga
agctcgeceeg
ccggegteca
cggcggtcgg
gcgtccacga
gcgaactccg
acctcgtget
cgcaccgcgg
cgcaccccgg
gcggcgegga
gcgagggtge
gtgacgtccg
tcgtcegggt
acggcgatge

tcgacgecegt
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gttccacgge
cgtegegtece
cgggggcgcyg
gcaccgggceg
gggtgggege
cggtggcggt
ggttgecggee
cggcccacag
cgagecgcegte
tggcecgecege
gcaggtgcca
gtteggtcag
ccteggeggt
tctcgaageg
gggcggeggce
gatgccggge
cgtacggggce
acgcggtgcg
ccteggegtg
gcagcaggtce
tcttgecgag
actcacccgt
tatcecegega
tgcegggact
ccatgcccac
ccacatcgeg
cccaggacca
cgaagccgec
gggcgaccgce
acatgtcgag
ggacctggece

cgatgctgee

ggtcagcgag
ccggtgtcece
ctcgggegeg
ggcggeggece
ggcggaggcg
ggccgtgteg
ggcgcgggceyg
gccccaggece
gaggaaggcg
ggaggagaac
ggcggegteg
cacgeccgteg
cagcttggeg
gacggtggcg
gccgegecgg
gagcatgcceg
gacggtgagce
cgcgtcggeg
ggcgacgacce
gaacgggagyg
ttccacgaac
gagggagttc
cgacgccaca
cgecegtegea
accaccggcc
cagcgcgaac
gccggeggga
cggcaccatg
gaccacggtg
cgcgcacagce
gggtgccagg

gggccggacce

9600

9660

9720

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



acgtcgacgce
gtgagceggg
gccggcacag
gggtgctegg
tecctegeecgg
aaccggtcgt
gcggcggega
gcgtcgatgt
aggacggcge
aacagcgcgt
cgcagccgca
ctcagcgtgt
tgcacggtca
gcgggcacgg
tcgacggtgt
cgcaggecct
ccgtccaccg
ggctcggceg
gagtgggagt
cgcagggtca
tgggcgeggt
agcagggcgg
cggeeggtga
tgcecteegg
cagtagcgct
tcgaacaggg
gtcaggcgca
ccecgecgect
acgaagcecgt
tcgegecaggt

gtgacggtgg

gccaggcegte
cgacgaggcg
cgtccaggga
tctgcgegga
gcegggegge
cggcgagcca
ccacatcggce
cggcgaggge
agcgcgcgge
cgcegegtgee
gcgeggeceag
cggegetcete
cgceggtceca
cctgggtgac
cggggagtte
ggaaggcggg
ggaccggctce
gctcggcegg
ggacggcgac
ggecgtegge
cgagceggtg
tgcccagecac
ggagcaggcc
cggtgaggcecce
cgcgcectggaa
ggcgccagte
gccggtceget
cggeggtcetg
ggtggccgge
tgcggtacca

agtagagggg
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ggcgccgacg
ttcgecegteg
ggcgggtgtg
gcgcaccagg
gacggcgtge
ctcgtgcagce
tcctgtgetg
ggtgctcagg
ggcgggtgte
ggcggcggcece
ctccacgacg
ccgggcggceg
ggtgaacggc
ggcgtcgage
gacctcggeg
ccecgtageceg
agcgcccgece
tgccaggacg
cgtgcggcgg
ggggacgccg
gccggegtgg
ggtgtgctcg
gtcctegteg
gacggcggtce
ggggtaggcg
gaccggcacg
ctcgtcgegg
ctgcatggecg
ggcgagcaga
gtagegggcg

cacgtcgeeg

ggcgggcegea
cggagcgcegg
ccgteggtgt
ccccagaccg
cgggtgacga
agttccagca
acgggagcga
ggcgcggega
tecggegtegg
acggcgcgga
ggccggecct
cgcacccgca
agcagcagcg
agcgccgggt
tagacctcgg
tagccgeggg
gggggccacg
cccegtggegt
ccggacccgt
atgggcgcgg
gccaccatct
gtcagccagg
gggagttcgg
aggtcgccgg
ggcagttcga
ccgtcggegg
cgcagggtgg
accgtgagca
tegetgateg
cccagttcege

tceceggggge

54

gcgeggtete
tctgcggete
cgacgagcag
cggcggcegge
tegegageceg
cctgggeggt
ggacgaggtc
ggcctteecgg
gggtctgcca
gctgececcgge
cgcggteggt
ggacccggge
gcgcgtecte
gcacgagatg
tgtcececggeg
cggcgaaacg
cgceggtcete
gccegggteca
cggcgccgtg
ccagggtcag
ccaggacggce
ggtgcgtcte
ccteggegge
cggcggectg
ccgggeggge
ccacctegge
cggcgacccg
cggggtgcgg
cgttetggaa
tgcegtegat

ggatgccctt

agcggcccgg
gtcgecgacg
gaaccggtcg
cgggtegggt
ggcctgeceg
ggceceggtgyg
caccgcgccg
tcegtegece
ggtcacgegg
cgacgcgggce
cgcggtgagg
cgggccgggg
gggctcggcg
gceggeggtyg
ccacagggcg
gtcgtacacg
gggctccgece
gccgtegecg
cacggtgacg
ctcctcegatce
ggtgccggge
ggggctgatc
gagcagcgga
gggggtgage
gceggtggeg
cagtgcggtg
cagttcggtg
gctgatctce
gagcacgggce
ccagtcggcg

gaggtcggceg

11520

11580

11640

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



agcagccget
cggccggege
tecgeececgega
cagecgctcecceca
cggccgggea
agggtgaggg
gccgecggea
agcaccgget
acgtccacga
gcggcgaaca
tggcecggega
gggteggcge
cccacgacgg
gaggcgggct
agcagcgegg
ggcgecegteg
ctgacgccga
gcctcecggtca
acgtgcagcg
ccgacgeegg
ggccggtcge
agggcggtgc
tcggccagtg
ttggaggcge
tttegeeggg
agtccgtcgg
ttggtgaagt
agggtgetct
gagcaggcgyg
ccggccacca
ccggegagea

ccccgecacg

gcegtacgge
gcagcccecte
cgaccagcga
gcatccegete
ggtcggcgac
cgccggcgac
cgacgccgtg
gcaccacgtc
ccgaccagtce
ccgggtgggt
agacgaagac
cgecccgegge
cggcgcggtyg
cgaggccggg
ccteggtgeg
cttecteggg
acgaggacac
gcagccgtac
tecttegggag
cggceggectg
ggtcectggee
cggtgccgtg
cctgecggac
cgteectggtt
cgtcggagag
cggccttgge
cgacgaacag
cgcccgageg
tgtccacegt
cgctggccag
gcgaggagta

agcegggtge
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ctccacctge
gtcgtcgcag
gcgggggctyg
gacgttcgec
ggccttggeg
gcaggcggcyg
ggagcgccac
gacgcggctg
caggtagggg
gtcgagcagt
gacgctgeccg
gagcacgteg
ctcgaacgceg
gtcggcggeg
cgcggacage
ttegggegec
gccggeccgg
gtcgccggac
cagtcecgtge
ggegtggecg
gtaggaggag
gccctccacg
cacgegctge
gacggcggtg
ccgeteccage
gtacgagcgg
ctceggegte
cagcgaccge
gaaggcgggyg
gcggecggte
ggactgggeg

gacgccggec

ggggagtgceg
aggtcgagca
ttggcagcgg
gcgggggcgyg
cgcagcgcga
gcgatctege
accgcggeca
agcggcggceg
gcgagggcge
tccacgcecca
tcggectcecegg
agcgcggega
gtgcggcggg
acgaactcgce
tgccagggca
tcecgecacga
cggggacgct
acccagtcca
cggagcgega
aggttggact
aggagtgcct
gcgtccacgt
tgggcggege
ccgggcagea
aggagcatgce
cagcgaccgt
ggcatgacgg
accgcctggt
cctteccagge
agggcgtgec
ttggcgecga

cgcteccageg

55

aggcgtagte
gctecetcecag
cgatgccgag
cgacgaaggc
cggtecttege
cctgggagtg
gcgagaccat
cgtectegge
gctegcactce
tgccgagceca
cggtgecgeg
gcagttcgge
tggccagggt
gcagccggge
cggggagcgce
tcacatgggce
cgcceccgggyg
cgtgcggggt
gcaccgtcett
tcagcgagec
gggcctcgat
¢ggcgggacg
cgecteggege
gggcgagcac
cgacgcccte
cctcggacag
tcacaccgece
gcagggcgac
cgaggacgta
cgtcgecgec
cgaacacgcec

ccteecaget

ggcggcgacyg
ggcatcgcgg
ccggecggge
catgeccgeag
ggcgtcegtcec
gccgaccacyg
gagcgcgaac
tcegegeage
ggccatgege
ctgtcegece
gacgacggcc
gcggtcccgg
gaacccgacg
ggcctgttcg
accggecgge
gttggtgccg
ccacgggcgg

gggctcgtceg

gatcactccg
cagccacagc
ggggtcgece
cagtccggceg
ggtgaggceg
cgggtggecg
ggaccagccg
gccgecctge
ggccagcegeg
gagggaggac
ggagatgcgg
ttccgggatg
gacgcgtceceg

ggtctccage

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240



agcagccgct
gcgtcgaaca
ccgteecgggt
gcgtcgeget
aagcggcagg
tcgtegtect
agggcgcggg
cggctgagee
gcecceggtecg
cggaccaggt
gcgagcgcegyg
ctccageggg
ctgtagcagc
ggcgeggtgt
gaggtgccag
gccgagtteg
ggggtccagg
gtcgagggcg
gtcgacgcgc
ggtgeggece
cgtggecegtg
ccggcgggcg
gtcgtgggec
gcggcgcecag
gaaggcgaag
tagtgeccgeg
ggcgatgtgg
gggccgcagce
ggcgcgggcyg
caggatcacc

gcgcacgace

gctgggggte
gggcgacgtc
cggcgagggce
ccteccagcecac
ccatgececgac
cggcgagccg
cggtggggtyg
gcagcagcag
gcggtacgtce
ccaggacgac
gcggctgage
tcecggtgegt
gcggcggtge
acgacgtgtc
cgggcgtacg
ccgagttcga
ccgaggcectt
gtgtcececgga
aggggcacga

gccaccgggyg

aacgcggcca
gtggcgacca
gcgtcecggecg
tggccgaget
tcgecegtact
taggcgcegg
tgcaccgtca
accggtccce
gecggtcetegt
gacgccggct

tcggtcaggg
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catcagctgg
gtcgaggaat
ggcgaggtce
gagccgccac
cacggcgace
gacgtgcegg
gtcgtagatg
ttgtacggeg
ggcggeggtg
gcgccggcege
agccttcggg
gcagtgcgga
cggccagcag
cggtgaggcce
cctgttggece
cgttgacgag
cgacgacgcg
cccegetecag
agttggcgaa
agccgacggce
gcagggtcat
ggccggceggg
ggacgcccegg
gggcgtcgag
ggacgggcag
acagttcggt
gcagcaggac
ggacgaggtc
cggccacgtce
cgtegecggg

cgecggeccag

gcctegegeg
ccgecegtgece
cagccgeggt
agctcgtcegg
gggtcgtegt
ccggaggcegg
geggtggtgg
gtcagcgage
ccgaggtcga
tcgggttegg
tcggtcageg
gacgggcagg
gccgtceccacg
gcegtegggg
cgtgaactgce
ctggaacacg
ttcccaggge
caggccggcg
gaagccgatc
gaggtcgtcc
gtagagggtg
cagccgccac
cagggcgagg
cgcggectecg
ttcgggcage
ccagagcacg
gtggtcgtcg
gaacggccgg
caccgggtcecce
cacgaagacc

caggtccgeg

56

ggctgatgce
gggtgegget
cggcggggaa
gggtggtcac
cggccgegeg
cgtcgaccag
gcagcttcac
gcagtccgag
gcacctcecge
gcagaccggc
gctcagtcat
ccgggttegg
acgcgtcgge
tcctcgacca
tcgacgeggyg
acgtcgacca
agggcctggt

aaggacgggt

agcccctcga
gtgccecgece
gcgtegtget
tcggtcagceca
ggccgcagge
gtcagccagg
tcggeccggac
ccetgggace
ggggcgatcc
gcecgetgect
agcacgatgt
gtgcgcageg

tccagttege

gaagaagccg
ggccgagggyg
cggcgtgatg
accgcccggg
ctgtacgggce
gacgtccgece
gceggtgeeg
ttcececggate
gacctgtgtce
gagccggtge
gggtggtcce
cgagtgcggce
cgagggcggc
ggtgcacctce
cgccaggcag
gcggetgtte
gggcgtagge
cgcecgetgag
cctcggeccecg
agcgggcgag
cggcgccgac
cgceggtgge
cgtccagecg
accgctgceca
ggttctcteg
agccgtcecggt
gcagcagtgc
cgtcggecag
ccgtggeggyg
cctegtgeeg

cggtgatccg

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100



cacggccagc
ccgcagctgg
tacggccegtg
gaacagctecce
ggccgcgace
ggtctccage
ggtgaagccg
cttgeecggtg
gtceggtacg
ggggacgggc
gatgacggcg
cacccggaag
gtecgggccge
cgggtcgggce
tcecggggeeg
gtccaggacg
gtcggcgacg
gtggttgtge
cgacagcggc
gceggectece
ccgttegteg
gaccagcgtc
gagggcggtg
ggcgagcatg
gccggaggtyg
cgcgggcggce
gacgtcecgeg
ccggatcegg
gatgccgatc
gtccggecce
cgcggcegtag

gacctgeteg

gggatcgtcc
cccagcgaca
cgcggggeca
cgcagggaca
agcgagtgec
acctcggega
gtgtcgageg
gtggtcageg
gcgtceggeca
acgacgtagc
cgggtgacct
ccceggatcet
cagcggccca
acgaacttct
gcgaagcaga
taggcgcggg
tcagcgggca
agacgcagac
tcgeecgect
tcggegageg
agccagcggg
tcgecegtaca
aactgggcegyg
ttgaccacac
tagacgacgt
tcctgeecgg
tgagccecggt
tceegggggt
agagcggcca
acgccctggg
gtgaggacgt

gcgaacagcet
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agaccgggtc
gcggcagggyg
cggcgacgac
ccteggegece
cgccgagege
acacctcgca
tggtgcgcag
ggaacgcgte
ggtgggcgeg
cgacgagccg
cggggtggeg
tgacctggtg
ggtcceceggt
gcgecegtcecag
gttcgeegge
agttgtcgac
gggtgaagga
ggggccgggce
gggagatgtg
cgcggatcat
cgaagcgggc
ggagcgcgga
tgcgegtgece
accgggcggyg
aggcgaggga
ccggggegte
cggtgacgge
ggctegggte
tctgcacggt
cccgcagecce
cgtectegea

ccacgagcegg

gceggggteg
ctecectgecgg
ctcggegagg
cagcgecteg
gaagaagtcg
cagcgtctge
gtccggggeg
cagcgcgacg
cagccgggcec
cttgacgceceg
cagcaggacg
gtcgagcegg
gcggtagagg
ttcecggettg
cacgcccacg
cggctegece
ggtgacgacc
ggcgcagaac
ccgcagcegag
caggttggge
cgggtcgcegg
gagcacctcc
gggtcecgece
catggcgatg
gtcggggccg
cacgaggacg
gacggtcatce
gatcggcaca
gcegegetec
ggcggcgatce
ctccacggeg

gacgtcccegg

57

gcctegtgea
gacaccggca
gcgegegggy
cggatccggg
tcgtecgatge
tccgecaccegg
ggcagcgcgg
agcgccgacg
ggcagccctce
ggggcgtect
gcctecgaccet
cccaggtatt
cgggagcegg
ccgacgtagce
gggaccggece
aggtgtgegg
tggatctcgg
tcgcgcagca
gtgagccggg
acgaatatct
cgggtctcecet
tgcacatgca
ggtaccgtct
cccttgggea
ggtcgtccgg
agggcggtge
cgggegtegt
taggcggege
aggcagaggc
cgctcggect
cgggcgceegg

tacgggaggg

gccgccacag
ccaggggcgg
tgcggtgetg
cgaccgtgeg
cgaccccgec
tacggggtgce
cceggtegat
gcaccatgta
cgtcggtace
cgcgggcgac
cgcccagete
ccaggctgece
gcgggccgaa
cgcgggcgag
gcagccggte
tcecggggeca
tggagccgta
cggtgtccag
cceggecgge
gctegacgge
cggtggggat
cgtcgaaggt
tettetgeca
cgccggtgga
cggcecgttge
cctcggegaa
cgacgatgag
cggecttgag
cgacgaggte
cgtggtccag
gggtgcggge

cggtgtegtt

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020



ccaccgctee
cgegteeggg
gaccgtgtcc
gtccteggtg
tteccaggegg
gaccacctgg
gtgctcgaag
cagcaggtceg
gaagaagccg
ggcgacgtece
catgtagagg
gggcagttcc
caggggaagt
ctccagtteg
aggcagttcg
ctecgececcag
gacggcgtgg
caggtcgaag
gacgtccgtg
ggcgteggeg
ccggecgagg
gaagccgcectg
cggaagcgcg
gccgagggtce
gtcgggeeeg
gcccagggcg
gatctcgcac
cgagcgggtg
gaacgcegteg
gtgggcgege

gaccaggcgce

agcagcaggc
tcggegaggg
gcctcgaaca
aggtgcactt
gcggcegecga
accagcgggt
ggcaggtcct
cggaaggtcg
atcagccgcet
tcggtgcegg
gtggcgeect
cacggctggg
tccaggggge
gcgecggtga
ggcagttcgg
aacacggcgt
tccteggeeg
gggcgcgcgg
acctccaggc
gcgaagacgg
gcgtegacgt
tceggggtga
gcgecgtece
tcggccagece
aagcgggcgce
aagaagtcgt
agcacccgct
tcgggegegg
agcgcgacga
agggcgggca

ttgtcgeceg
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gceggtegte
cggcgcgcag
gcgeggtgga
cgaggtcgac
ggcggtegee
tgcgggacag
ggtggtccat
ggtcgecgga
ccacctcggg
cgaaccgtge
cggtgtcgcecce
aggcgcccge
gcagcccggce
gcecggecectg
cggggtcgee
gcgaccagcec
cgaggcgcag
cgtecegecte
ggagcggggt
tgcgcagege
cgagcgggcc
gcecggtcecag
ggcgggccgg
ggcgcgggga
ggatccggge
cgteggegece
ccgecteggt
gcagggccecg
acgccgacgg
gcacgctecge

ggatgtcctc

gtcgtccage
cagcaccgtg
gtgcagcacg
gcgggtgaag
cttgteceecg
gtceccegeteg
ggcgcccace
gacgtcggtg
gcgggtacgg
caggaccacg
gaacgcgcgc
cgagccggcg
gagccgcgcc
ctgccagacg
ggacagttcg
gtcegtgace
cacgcgggcg
ggccagggcg
cgcgggccgt
ctegtggegg
gtgggcgegt
gaaccacagg
ccggatgacg
gcgecgtteg
gatggegegg
caccgggtgg
cgcgggcggg
gcggtcgatc
caccatgtag

gcecggectee

gcgcacggcg

58

agcgagagcg
tggtgatgca
gtgccgegea
gcgtgetegt
ggcgcccgea
ggtgccaggg
accgtctcege
cgcagcacca
cctgccacgg
gtgaaggcgg
gcggcececgga
accgcgggge
cgccagtagg
gcgaagtcge
gcgeggtagyg
gcgtggtgeg
cgcagcagcg
cgtacctegg
acgacggcca
gagaccacca
acgcccatceg
cgcegetggg
tcegtggecg
aacaccgcct
gtggccagca
acgtccagceca
acgtacccgce
ttgeeggtgg
tcgggtacgg
ggctccagca

acggtgacct

cggacagcgg
gcaggcggceg
cceggtegece
ccagcagcgg
tcagctggaa
tctccaccag
gcacccggcce
gcatgttgac
gggcgccgac
tcagcagcegt
ccaggtcctc
ggggeeggte
tgaggtaccg
cgtactggac
cctecggecag
cggtgatcag
gtcecececggge
cctegtegge
taggctcgcc
gggacagtgc
ccacgttcca
aggacgacag
tgcegggete
ggagcggceac
gcgagtgecce
ccteggegaa
tctcggegac
tggacagcgg
agcccgegge
ccacataggc

gcgagaccge

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880



cgggtgeege
gacctggacg
gtcgeccegta
ggcggtcagg
ttegecegece
gttgtcgatc
cgggaacagc
gtgegggtgg
gagcacctcg
gggtgcggge
cggttcgacg
cagctegtag
gcegttgete
gcecttggge
cgggtcgata
gatgcegteg
cacgatgcgce
cgccttgage
gaccggttcg
ccggtccagt
ggtgcgggcg
cgtgtegttc
ggagaccggc
cagctggegg
ctegtegeeg
gtcgaacggc
ctggaacgece
caccaggtgce
ccggcccagg
gttgacgaag
gcccacggeg

gagcaccatg

agcagcgcgg
tcggcgegge
cggtacatcc
tcgggecgge
acgcccagceg
ggcgcgccga
gtggtgaacg
gcggcecatca
cgcagcccge
aggcacatcg
tgctegtcgg
gtggagatgt
cagcggeggt
tcgeegetgg
ccggggtegy
gtgcegggea
tcggtgegge
acgccgagca
tcggegecga
tcggegtagg
gcectgetegg
caggcgacca
cggteggggt
acggtgtegg
gtctecgacgg
tcggeceggy
acctgcacga
tcgaagggga
agttcccgga
aagccgatca

atgtecectegg

tagagcgtgg
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cctegaccte
cgaggaactc
gctecgeecgg
ccaggtagec
gcgecgggcyg
tgggcacccg
cggtegecte
cctgggegac
cgaagcactc
cggtgacgcc
tggcgacgac
cggtggccag
cggcggcecag
acccggaggt
tgtcgggece
ccgggcggte
ccggggggtt
cggcggccac
cgcegtggge
tgacccegete
cgtagagecg
gggtgcggtg
cggcgagcac
cgtcgaacag
cgtgcacctce
cgccctgeca
gcgggttgeg
cgtectggtg
aggtcgggte
gcgccteggt
tgcgggegta

ctcectegeg

gcegggetcee
cagcgcgcecg
cccgecccac
gcgcgecace
gagggtgtcg
ggagccggcg
ggtcgggeceg
ggtctegeceg
catgcactcce
gtgctcgegg
gatctgcttg
cggatagtge
cacgacgacg
gtagatgacg
ggggcceggyg
ggcgatgacg
gcgegggteg
catgccggtg
cagcaggagg
gtcgeegeag
gggcacgcag
ccggteggte
ctcgececgagg
gteggecegeg
caggtccatce
ccagggccgce
ggacaggtcg
ctcgacggeg
gccggacagyg
ctcggegegg
ccgggacagg

ggcggcgacyg

59

acccggaagce
ccgggcagec
gggtccggea
cggggccege
tcgaggacgt
agccggaagce
taggcgtegg
gacacggcct
tcggccagga
atgagccggt
ccggtcagea
agcagcaccce
ttgcggtggg
tacgecegtgg
tcggtgacgt
acgcgcagec
agcggcacgt
gagcgtccgg
tgggcgaagce
atcagggcga
ccgtecceggea
tcgtcgagceca
accaccgaca
tacaggacgg
cgggtgtacg
cggggcgegt
cgctegggge
ccgaccaceg
tcggtgcgga
gtccggeegg
acgagggtga

gcecegggegt

cgcggatcett
accgtacgac
cgaacttctce
cgatgaccag
acacccgggt
cgggttccat
ccacggtcag
cgececgeeggt
ggctgaacag
cgaaggtgtg
ggaacggcca
gttegtggtt
tcacggccac
tgtcggggtyg
cgaggacggt
ccgaggtgge
aggcggcgcece
tggcgacgcc
ggttggcceg
cggcgteggg
gcggtgcgge
tggtcgecge
cgtggtgcat
tecgegecgac
cgtggtcgat
cggcgagcag
gcagcegtte
actceccegtac
cggcgacgac
ccgtcggega
acgcggccag

cccggatcag

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800



cteggeggge
cttgtccage
ccggegcetece
ctggacgggce
cagggcctgg
gtcgggggeg
ggtggacagc
ccgcggggcyg
gaaggtggtg
ctecggggtece
gggggcgage
gtcgeggtcece
caccgaggcc
gccgaaggceg
tacgaagaag
gcacagcgcce
cggggcgggce
gaggacgaag
ggcggcggtg
ggccgggecg
gacggccteg
gcggccgagyg
catgcggctg
ccggccggceg
gaacgggacg
gccgatggge
gaaggtggtg
gcgcacgcegg
gccggecagg
cagcgeggtg

gggcggggcec

agctgccagg
ggcagttcca
agcacctcge
agttcgggca
gaccagccegt
agccggagca
tcggeggagg
accggggcgg
cgcagggtct
agcggtcecge
tggtccagga
gcgggcacca
agggctcgeg
cgggcgattce
tcgtectegg
cgcteggegt
agcgcggcge
gccgagggca
tcggtggtge
tcaccgegeca
acctecgeegg
aactccagga
cccgecggte
tagccgeggg
ggccgcagcec
acccggccge
gtctcggtgg
gccacggtceg
caggtgacgt
acgcccetggt

accacgacgc

ES 2703433 T3

gcagggtgcc
gcggggcgag
cggtcagcca
gcggggcegcece
cggtegegat
gcegtggegeg
ccgecggegeg
cggcgecgat
cgtgececggge
gcacgcgcag
accacatccg
gcggeggege
gggtgcggtg
gggcgacgag
cgccgaacgce
cggtgcgcegg
ggtcgacctt
ccaggtagtc
ggccggcegeg
ccacgacggc
gctcgacceg
cgcegteggg
cggacgggtce
ccaggcgcgg
ggtcgtegag
cgggggccgag
ggccgtagcece
ccggggacac
cctectegac
cggcgacgac

ggcggcecgga

cgcccgeccg
gccggccage
ggaccgctge
gtcgtacgeg
gtggtgcacg
cagcagcggg
tgcegegteg
gaccgcggceg
gacgaccgcc
ggctcecgeeg
ctgctgggeg
cgggtcggec
ctcgaacacc
gcegggtggeg
gtcggegteg
ggcggcecagg
gceggtggeg
gggcagggcc
cgggacgacg
ggcgtgegeg
gaggccgcege
gcggcggege
gggcaggaag
gccgeccgacg
gacgtgggceg
gtcggeecgge
gttgacgacc
ggtgtcgeceg
cacgaggtcg
acgggcgagg

cagcagcggg

60

gtggcgacgg
cggecggtcece
catacggecgt
gcggcgatct
gcgacgacga
cccegegtea
gcgtcgggta
ggcacgeccgt
gacagggcge
gaggtgtacg
aaggacagcg
gggagcgcgg
tcgcgcageg
agcagcgagt
agcagctcgg
ccggegteecg
gtcagcggca
gccgeggegt
tgggcgacga
acggeggggt
agcttegect
accacgtcgce
cgcteggegg
tacagttcge
cgggtgttgt
gcgatcgggt
gtcaggtccg
ccgacgacga
aagaggccgg
geggegggte

gaccacagtt

cgggccggge
agtagccggce
ggtcgeccgta
cggcccacag
ggacgtggtc
ggtcgaacce
cgtcgacgat
cggcgaccegt
cggccagccg
aggcgctgece
gcagcagccg
cgccggcegac
ggacctcggt
ggccgecgeg
cgaagatctc
ccgtetecege
gcgegtegge
gggcgcgceag
gccgcttgece
gggcggccag
ggtcgtcgge
cggtgcggta
tggecegeegg
cgggcacgcce
ccagggggct
ggagggtgge
ggtgggcgce
gttcgeggac
aggtcagcca
cgagggcgcec

cgtaggtgga

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660



ggcgtcgaac
ccggtggagyg
ggtggaaccg
agcegtgteg
gceggegggt
ggcgcgggte
gaggaccgcg
gctetegggt
cagctgggeg
ggcggcctgg
ccgggcggec
cggccggteg
ctcgacggtce
ctecggegtece
gaagggttcg
ctggaagacg
caccaggtac
gcgttcgacg
gttgacgaag
ggcgacggceg
cagggtcatg
gtccgececgge
ccggtecgage
ccgeegetee
ctgcaccgge
ggtcagctcg
cagcagcagg
cttggtgagg
gtccacggeg
cacgcccteg
cagcgccegg

gttgtagaag

gcetgegggg
gcgagggcgyg
gaggtggaca
ggggctgtge
gcgggaccgce
€gggcggccg
agcacggcga
ccggctecgt
taggtgaggt
gcggcgaaca
cggtccaggyg
ggcteggege
tceceggtega
tcgeecgaggt
gcggtggtge
acctgggcga
tcgaacggca
agttccgecga
aatccgatga
acgtecectegg
tgcagggtcg
agccgccagg
ggcaggtcca
agcacggcgg
agttccggeca
gcccacagca
acgtggtecgt
tcgaagggge
tcggtcacgg
tggtcggcega
gccagcaggce

gcgetgteeg

ES 2703433 T3

agtgcagcag
ccacggcgcg
tcacgtacgc
cggggacggce
cgteggtcag
ggttgcggge
cgaccaggtg
ggceggecag
gttcegtece
gctcgggcag
ccgegtecte
aggcggcegceg
acagggcgcg
agacctccag
cggggaacgg
gcgggttgeg
cgtecctggtg
aggtggggtc
gttgctecgac
tgecgggcgtg
cgccectgecyg
tgacgacgcc
gcgggggcag
gcgacagggt
gcgcgggctg
ggccgtgega
cgteggegag
gcgeggecte
gaacgggcac
agacggtgcg
cggcgceegag

gcatcageeg

gacccgttceg
gtgggtcgtg
gaggeccgtecce
gcgcaggtet
cagcagcgcg
gtcgagcgge
ggcggaacgt
gacatgggcg
gtcggceccacg
cgaggccteg
gcecgegteg
cagcagggcc
gctgtagttg
gtccatgegg
cgcggggcege
ggacaggtcg
cgccatcteg
gccgccgagg
ctcggecagg
ccgeccgagg
tgcggcgacyg
gcecctcecggeg
gccggecage
acggcgetge
ccggeegteg
ccagccgtceg
ccgcagcagg
ctcgeeggece
cggctecgge
cagggtctcg
cgggccgegg

gtcgaggaac

61

tgggcgeccge
gcgacggect
gggccgacgg
acggccggca
gcaccggtgt
aggtaggcgc
tcegtegeca
agccggttgg
gcgacggcegt
ggcagcggta
gtcatcgtca
gtcaggtgge
atcagtccct
gtgaaggcgc
gcggegggece
cgctcgggga
tccaccgagg
tcggtgcggg
ggccggecgg
accgcegetga
gcccgggcgyg
gaggcgacgg
cggtcectgee
caggcggega
gccagggcgg
gtggcgatgt
cgggcgegga
agccgcectegg
ggcaggacga
tgccgggega
acgcgcacgg

cacagccget

cggaccagcg
tgggcgtgec
tgttecggecaa
ggtgctcggt
cggcgaggac
cgceggectt
gcgcgacgac
cggegeggte
ccggggtgeg
cgceggtgece
gccgggacag
gggccageceg
cgacgccgec
ggtcgcecge
ggggcacgta
ccagecgete
cggcgcggac
tgacgacggt
cgaccggctg
acgcggccag
cggcgacggce
ccgggcgggg
agtacgccag
agtcggegta
tgtaggccge
gatgcaccgt
gcagggggcece
cgtecggecte
cggcgccgge
cgacacagct
cggtgccgaa

gctgggecgaa

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580



cgacagctcc
cctegeegtg
ccectgegte
atcacgctgg
cgecgecgea
acccgcaggg
tcectggtece
tccagcacgg
aagtcccagg
gggccctgga
tcgacgttca
gcectecggegt
gggacgtegt
acgacgccgt
cgctgetgece
ggcgatcteg
cgeccteggtg
gtagtcgegg
gccgagcagt
gtccaggtcg
gcgeggtteg
caccttctge
gtagttggtg
gaagtcgtcc
gctgtagecceg
gtgcgcggeg
gcgttegtcg
ggtctcegeg
ccgggegace
caccggccge

ggcccactgg

agcggccggt
cgcteceecgga
atccggetgt
ccagggcgcg
tcggggeggg
tgaaggcgcce
agccgcgcecce
cggcggggte
tgggggccge
agacgatgag
tgtggccgat
cggecgecgte
cgtgcgaggt
cgcaatcctce
ttgcttecegg
cccgegegga
gcgecctgga
ccgatcagceca
tcggccgggt
gtgtgttecge
acggacacca
tcgtactgge
ccgeegtggt
acggcggccg
tagcgggcga
acctcggecg
aacgcgggca
ccctegggea
acccggtcecce
acaccggtgg

aggtagtcgt

ES 2703433 T3

cgcgggggac
gceggttgag
ctcecegetcee
gtgggtgccg
cttetectgg
cacgccgggce
gaagccggac
ggcggtggge
gggcgtgacc
cgceeggteg
cagggtggag
gggteegtge
gacgaccatt
ccggtacage
tggagcggtc
ccgccaccat
cgtagatgcc
actcceccecge
cggtggagtc
ccgtgggcag
ggcgggagge
ggcggtagag
agcgcatgat
ggtcgaagac
acaccgcgca
cgetetggee
gccggtgeag
gccgggggcg
cggcgagcac
cctcecacgece

ggtactcgat

ccggctgatg
tgcecgagtcee
tecgtecggett
gactcgcecttg
ctgagcettga
gcgatctgge
tccagcegece
tccactgtge
ccgtagaccg
ccggagcgca
ccggcgageg
cggaacagca
gccagtgggt
ggacgttcgt
cgggtcgcecac
ggacagcagg
gcaccggaaa
ctegtecegg
gtacccggtg
gaactccacg
gttcatcacce
gcectggagg
ggcctgettg
gcggttggeg
cacctcggcece
ggcgccgace
caactgggag
caggccggag
gtcgagcegeg
gtactcgacc

ccgggagggce

62

ccegegggtyg
agtccecggec
cggtgagtcc
cttcgaactg
acatcgtcetg
ggaagtagtc
gggeggtgtce
cgttcacgtg
tcggcgagac
tcecggegeca
ggacggtgcc
ccggegegtyg
tgtgtcgecag
acacttcagc
cggccgcecgg
gtggaggcga
tceceecggtgg
cggagggcgce
gcgtacacga
cgtacggcgg
cgcagccgeg
acgtcctegt
acctcgggeg
aacgggctgg
tgcgggtage
acgacggccce
ctgtgccaga
gcgaggacga
acgacctcac

aggtggttca

agcagggtgt

tcgtgeecggt
gtcgecgaget
gcggtcegege
ctcgaccacg
cacggaatcg
gagggaggac
ggagacgatg
gacggcgatg
atagccgtgce
ctgegggtte
cgcggcgacg
ggtggccacc
aaacgccagg
ccectgttcece
tgatcgaccg
tgccgtgggt
tgccgagecg
cggagacgcc
ccaggtcggc
cggattcctg
gggcgccgga
cgacgacggc
gggcgaagta
agtcggecgac
ggtccatgag
ggcggggcgyg
cgcgttcegee
ggtttctggt
cggctteggt
gceggtegge

gctggttgat

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440



gaagtcgacc
attgcgcatc
catcccecega
tteggattea
gacgtccagt
ggtcatatat
tcacctgecga
tgggttatgt
gaacggaagt
ccgtceggegg
tggacggegt
gcgaaccggt
tcegtegagt
tcggccagag
aatccggtca
cccacctega
tcegegagece
tctggaatgg
tgctgataca
ccectactte
ccgcatcaac
tcgcaagagt
cgtcatcege
ccgataggag
aaatcactgg
ttgtggtgcc
tecgggetgte
ccggcgaata
tcggeggegt
ggggcgtgceg
ccecegegecc

gcgagegegt

agcecggtcect
gtggcgatgt
tgccagecga
tggagcgcca
acttctgatt
caaccgccat
cgtcctcecag
cgtagtcgac
gctccagetce
cgtccagcag
ccteggacte
cgteggecag
agaagggtgt
agccgcagaa
gctggtcgag
gcegetecge
gcttggaaac
gctcgeccggg
ccgacgacge
catcgacaga
cttcecettgt
tttctatgcg
accgccggaa
cgggccctag
cctaaatcct
gggcgttteg
gcgtegggtyg
tcteccaggac
tgcgaccgag
ccttgacctc
gggtgctgat

cgagctggga

ES 2703433 T3

tctectggag
ccttgagaaa
attcecttetg
ccgccaggge
ccgggcectcetg
tagtttttca
atgcgtgagg
gtgggccatg
gcecgtaggag
gccgecattcg
caccctgege
ggcgetgeeg
cgecgetgteg
cagggcgaag
ccggteggac
cgectegacg
caggcgccac
cacataggcg
ggttaattcg
aggcagcagt
ccagccgatt
cccgcetatgt
ccggagtcaa
gcgattcecte
tcatgaggac
gtgtccggge
ggcgeegggt
caagcegtgg
ccgettecge
ccgecgecgec
cttectegeceg

gtcacttege

ataggacagg
ggacacctgg
cttectecagg
gagattcgeg
ctgcgecagtg
atggatgtat
gaacgcgcege
tcggcegatgt
gagacgacgc
agcgtgaacc
acggcctcge
tgcecegatga
cggaggtact
ggaaccacgc
acttcacgca
aactcecggeg
agagcgtgcet
gcagcgcttg
ggcgcgeccg
tgctgtcecga
cattaggacc
acccttttgg
gcgttggetce
agatcecggece
ccgtcagett
aggccgcgeg
tccacggcete
gcggtgaggt
tcgtacaccg
ctcagcgect
aagatgtagt

ctgcatecege

63

aatccgaaat
agcgaggagc
aaaagggcct
gcaccgaatc
gatgattgcet
cgtcgecagga
tgtaaaaggt
ccagcggecg
tggcgccgta
agaaggtctt
cggccaggcg
cctegtgeag
gggtggagtg
c¢ggacgcggg
actgcgggac
ccgecatgtg
cggcegteegt
cggcgatttg
agccgattte
agctattttg
ctacaagcca
gcagactcac
ggcagggcgyg
ggcgcgtteg
gccgacggac
ggagcgcccce
cgggagtcct
ggtcggcgag
tgaagatgac
cctceccggaa
cgcgegagat

ccgegegegyg

cactggtggg
cccccaggag
tececeggegge
cgatteceggt
ctgcgageceg
cgcccagaat
ggtctggtac
gatctccgeg
ggcccgggge
ggcgacgaac
gtacaggttg
gatgtcecggt
gaagtacccg
gcgtaggegg
gcegtegecg
ceggtgecgg
gtactcgacc
gtcacgccge
cacgaacttc
gtteggacge
cccgcagcac
cggaaattat
cttcaagttce
ggtgtgtcce
gctctttege
aactgccgeg
tcgacagggce
ggcggtgagt
acggcagtgt
cttcgggetg
gcegtgtttg

agtggtgegg

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360



catcgtggca
gggcagggtyg
tacggtccgce
ttgacggtga
agcacggata
acggtgtagg
tcecegeatcet
aggctcttga
ccggcecgtac
gcgtceggeeg
gacgagacga
cttecgeecgag
ccctcacatg
cctegtcetee
gccgtecagg
cagcgegteg
gctgcgagag
ccactctgeg
ggcggcccga
aaggcgtccce
agctecgeccece
gtgacaacca
ctgtgacagce
ccgeccgcage
ggctacggac
cggtacagceca
aagaagccgt
ccgccgacga
agtgeccttgg
gtgtgecgtcce

ccecgecggte

gcgcegegtca
ggcggagttc
ccggcgcegeg
acgtggcgcece
cgtgecagac
tgcacaccga
cgceecgecegt
tteceggagtt
tggtgtagtg
aggagacgaa
caaggcgctt
cgctetgege
ggcagaacta
gttgggggcg
atgtgcagcce
tccaccgecece
tccgagtgece
ccgeecegte
cgagcagaga
aaaacgccga
cagcagcagce
gattgtgacg
ggactggcct
tcaggggcge
agacgtggat
ggagcacgat
tgatggagtg
tgccgatgag
cgatggegece
tttgctgtag

gctcegegeg

ES 2703433 T3

gatgcgecgge
accgegtegt
ggccgcgatce
ttggggegeg
gcecttggge
ggccgtegeg
gggcgcaagg
gtcggeccacg
ggcggtggcec
caccacggtg
ggacatgaag
accgecggegt
ctcaaccgaa
ggtattgagc
ggtctgcaag
gcgacgtgag
ggcgeggeaa
acccgtaccg
atccagcacc
ttcgeegect
ggctactgte
ttcggtgatc
cgaaggtgga
agtgccegece
cgceggtege
caccgagccg
cacgccgaag
catcgtgacg
cgcgatgagg
gtggtgccga

gacgaccggce

gtcgcccececa
gcggttcaac
atcattccgg
aaggtcgtgt
aacgcggcegg
gaagtcgcct
cccgaacteg
gtggcgctga
tttgagatct
ccggcaacga
tatcccctca
tgtgtacaca
gtactcagac
aggcgetttt
cttegtcecgeg
gtacaccgcece
cgacaccttg
gtccgeggeg
gcccgctgea
cccacaccga
acccgttegg
gtgacaccaa
ccgaatgcag
cgcagcacag
ggtcagegeg
acgaccgcgg
atcaccttgce
aggcagccgce
ccgatgagaa
ggaaggcccg

gacatacgga

64

ggtgaactcc
gggtccaatg
cggggcggag
cgtggtccett
ctteettgge
tgcacgtggce
ccggccaggce
aggtgagcga
ccggettgge
cggctgegge
tagatgaccg
gcectgteteg
gccctgaget
cgaatgtggc
atcaggacct
gcggccagcea
tcgtcecgece
cagccggtcec
cgacgcgcgg
tcccacagga
cggcgggcge
ttcggagetg
ttcttgacag
tcggttcagg
aacgctgtcc
cgatccatgt
cgagccagcc
ccgggtcectt
tccaggegat
acgaggctcc

tatccgetcece

gtcegecectg
gaggtcgcga
ccgtcagtge
ggcggtggece
cgagcetcette
ttcctcgaca
gagcacccgc
ggcgcteccca
cggcacagcg
cacggcgagc
ctactggtct
acggccctge
tgtcgttcaa
gtccagcacce
tcagcagatc
gcgttgtgag
cgtaccgecga
agctccacca
catcccgcac
caggccggac
gacagagccce
gceccgetgac
caaagacgga
gctcgacgece
ggtgaagagg
cgagaggtgg
gccgagcaga
gcegggeatg

gatgcccacg

gceggggetg

ggaacactcc

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220



acacgggtca
atccggtcga
ctgtcacagg
gtcaggcggg
acggcccteg
agctggcgag
cacgcgtget
tceceeggetg
gcectgggtgt
agcaggtcgt
aagggagttg
ggcggctegt
gcgtggaacc
cgctcgcaca
gggaagtgac
gatgecctegg
ttgegtcggg
cgccatatct
aggagcagca
caaggcgggg
cgcgatcect
gcggatcttt
tcggtgcaga
gccaccaacc
accagtggag
atggcggagt
gcecgetgga
aaggggcccc
gcegtgeggy
caggtggaac

tcegecgect

gcgggcatge

aaggtcccgt
cggcggattc
tcateccgece
tccattecte
gtgttatgga
gagggcgtgce
cattecggegg
ggcceggetg
cggggtctgt
gaaaggtgac
cggctgette
agctgaggat
actccagcag
ggcccgcaat
ggcgcacggt
cgecegtgege
cgtccgageg
tagcggcaca
ccatgcccag
ccacggctceg
cgtcgaagtc
ccgaccgggc
tgcecgeccat
tggtggacge
tcggtgaaca
acttccacac
cggtgatcaa
gcggeggact
acatcggcac
tggaactggc
ggggcgtgec

cgaagtgggg

ES 2703433 T3

ttecctecgac
ggtgactggt
tcagtcecte
cggatcccceca
taagccgaag
cgaggcagtt
acttectgtce
agggctgage
gtggtgctcg
gtgcggtgceca
gattacgccce
atgggcgaat
tgecggtgegg
gcgctectgg
cgccgaacceg
ggcgactteg
ctggccagtce
cgaaacggcg
cagcagcgat
cgegettttg
cgcccgggeg
ctccctcgac
gaccgagacce
ggcgaagata
cacccgggte
caagcaggcg
gceccegectte
gctgacggta
ggccgceggcea
tggtgacctt
cgtgacegeg

agccggacac

cgacccaccce
caaccttcga
aggtcgcccece
gctgectcac
ctcaggacgt
cggttgtcac
accggcgecg
ccttccacgg
gtggccaggg
accgcecttgt
ccgcagcetcet
ccgegggetyg
ccgtectegg
aagacggctt
acgcctgcga
gctteggega
atggtctcct
ggccccgecg
accgtcecctgg
gccgccaagyg
atcgaggcge
ccggcggtceg
agcgtggact
gggggagtac
gccggetggg
atcatggagg
ttcatggaga
ctgaagecegg
cacgcectcee
cgcacgatgg
cccteceetga

gagtggaaca
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ggcatccgat
tggcgctcga
tcggaaggcg
agggtgctgg
tctcacggeg
cgaggaggca
acgagccgga
cgaggcggaa
cgatgccgac
cgcggatgge
tcggggaggg
agacggcgta
acgcactcag
cgaggagcgc
tgcgggcgat
cggcgaggat
cgttgctaag
ttttgtctct
tcaccggege
tgcecegtacyg
tgggcgcgga
agggggtccg
tcgcgagega
ggcagttcgt
ccgagggccg
cggtgcgtgg
acctgeccect
acaccgaact
gagaccccga
agcagatcgc
gcgtggaaga

acgtggtcct

ccgteggecg
tcaaggttcg
tccaccagag
ggacccgggyg
acgcecggatg
tccecacttcet
gttceeggge
gaggcggtceg
ggcgagggte
ccgctggage
ttectteggtg
gcggacgaag
ccgatgggeg
ccggcgggtg
ctgctectgg
gcgctgatag
tggcgggece
ccggeecttg
caccggccag
tgegetegta
actggtacge
cgcggtgttc
actcgecccag
acagtcctceg
ctgggcggcg
tgcgggtttc
gctggecaccece
ggccttggtg
ccggttccac
gcagaccttg
ggcccettgee

ccagceecgec

32280

32340

32400

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



cggcccacat
gagcagttga
acggggagcg
ccctggacgg
gcacgacgtg
ggaggcatcg
tggagtcgtce
ctgeecegggt
cggcggcecte
ggcegggtcee
catgaggccg
agctgaggaa
ccacgtggga
tctegececet
ccggagtcca
gcaccaggcce
atcgccgett
tcggacaget
cgtgcgggtc
cgggccagct
gcggceccgge
tgctegggeg
cttcceccttce
cgggcgacgg
gtgactccgg
attctgtggg
catcccgaga
ccacgcggtce
tgttecegeca
cgagcaggtc

tcggtggtgg

tcgcccggaa
cacatgtgtc
cggcggttge
gctgcaatga
gccatcaggg
gceccagtgeg
gtggettegg
gtecgetegeg
cctegggtece
cgcccateecg
gccgtegtag
gagcacagga
cgacccgaac
ctcctecateg
aggttccgeca
tcaaagccca
cccagtgege
accgcagcett
ggaagcggag
ctcecgatcett
agtcgggccg
gcaggtagat
gtcagctgag
gcttetggtt
atccgetgea
gcegtgtcecag
atctccegee
gctecgeegge
ctececeecgee
gceccgetece

ccgttgtgaa
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gttgggcatc
tgattagggg
ccgcagaggg
gcaggacagc
ggtcgggegg
ctgcttecege
agcccgtcecg
tgggggaacg
tcgeectett
cacgagcaca
acgctccgcet
tccgggacgg
tccteegteg
ccgecatceccege
cagcgagatc
cgacgagccg
tggttgatga
gccgcegeccg
gctcggccgg
ctcecteggge
tgagcagtgce
cgctgcegecag
gcecgetgeceg
cccgtectta
agcggagcaa
tegteecegeg
tgcatcacgg
ccggtgggceg
ccccagggeg
ggagaggccc

ccgecacgeg

ccgctcacca
tgtggeggea
cattgcggtc
gcagaggggt
tacgggatgg
tgttcgegeg
ggaagtacac
agtaccgcaa
cctegteget
ccgcgcgcaa
ccgatagcca
tgccatecgge
tccacgtcte
acccggccga
ctcgaaaagg
accgagcgca
ggttcaggaa
ccgcccggag
cgaggttcgc
agtccggaca
gccgacgata
ccgacgcaca
tggcaggtat
tcgacttcga
ggcacgtcag
acactcgege
cggcgccaac
acctcgtgcece
agteccteget
cagcatcacg

ccgeccggcet
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ccttegecega
agggcgcgcece
ggggggcatc
ggacacgaga
ggatgatgta
ggtgeeggea
gcegtgggeg
ggacgcggge
ctcgttccag
cgcetgecgee
cctggectcece
cagcaacacc
cctctcacct
acgcacggat
tgacctcgeca
gaccaccgaa
agcggggtca
cggeggttge
cgtcgatgcc
tcctgacgge
ccggecegtece
gatagattga
tgcaggagcce
cagagtgctc
acattttcce
gctaccggac
ggcgagcececg
gccacgttce
gcgcetegeag
gceccgtcaag

cgtecggectg

gtgggeggat
attgacccct
ggtgccggte
tcecetggagt
gcgegggtgt
gcectgttegt
ctggcccatg
gatgcggett
tcgagagege
cgceggtecge
gctccggaag
ccgaccgcac
tcacccatcg
acagacgatt
ccteccacegt
gacgaagcgce
cttctctaca
tcggegeeeg
ggcggcacga
ctggcgcact
gaccgtcgga
tcgcaaggeg
ggtccagcta
ggtgtgctca
aggatgcccg
cgggcgggcce
aacctctggg
cactgcgcege
tactgececgea
gtgctcecgga

gccatcgecce

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000



ggcctggtece
tcectgatcat
cgeccctegac
gtagcacgge
tcggcggcac
acggcgccgce
gatggccgeg
cgteggegac
gtgcccecgac
ggcgcagttc
gttcggtceg
cctgggeceeg
ggtccagcag
gctgggctac
tgaagtagcg
acgcegtcatg
ccecgggettt
atccagatcc
gagatcggcc
tggtacctge
cctectgatce
gggttcggeg
acgtacgeccece
gaccacgtge
gacctcggee
acgccgggga
caattggcga
ttectgegeg
gtggtcagceg
ctgaccgtac
gaagagacgg

cagctegeceg

cgctcaggat
cggattcggg
cgggacggtyg
gatggccctg
gceggteceg
ctcttegecg
cgggaccacg
gagcggcage
gtecgeggeag
ccgcacggcg
ggcttgttca
ggggaggaac
tecgtgtgeeg
gtgcaggtcg
caccagccge
ccegtttegga
gactgaagga
acgaagcggg
cgggcgaggt
gtgaagggat
ccggaacgga
tcggcgacga
agtacgtggce
aggcggcecgg
acgaggtgcc
tgaccgtgcet
aatggaaggg
agcteggtge
gtgtcgacct
tcaagcgcgg
cgagtctgga

agatcgggeg
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gccggggcgyg
tcgeecttge
acgaggtcgg
ccgetegega
aggaactggt
gccagttcett
agcatccggg
ggggcccgeg
tgcagatgcc
gcagtgatca
cgcacggeca
gtceggcegg
agatatttct
gcggceggece
agttccaggt
atggtcagat
gcaacgtttc
tgggccggaa
gctegtecgg
gaaggtcatg
catgtcggge
ggtcttcgge
cgcgecgget
ggcgecgatg
gtctecttte
ggtcaacggg
ggcacacgtce
cgatgagtte
ggtgatcgac
cggcaccctg
catcaccgte

cctgttegac

tcaggacggce
ggctgaccag
gacgcagtga
cgagttegag
aggaagccca
ccgcggtcac
gctcctegta
cgatcaggge
gggtggcgat
ccaggtcttce
gctcggectg
ccggagtgag
cgagccegttg
ggccgaagtg
cctgececgag
tgcecgaacceg
cccgagaaag
gttctgcggt
gtgcacgegg
ccggecggga
gtggtccagg
atgctgcggt
tctgacctgg
gcegtgetcea
accggccagg
gcecgeeggtyg
atcgcggtgg
atcgactaca
accgtcggeg
ctcceggtgt
tcgaacatte

gagggcacac
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cttggcagee
gacgacccgyg
gctgegecga
cttgteceteg
gcectgeggte
cgacgcgcgg
cagcggggtg
gtecgacgege
ctcggegteg
gacgtagccg
gcgggeggee
ccgggtgece
gatctgacgg
ctggtgcgece
atcgttcacce
gtcttggacg
cgacaggcgce
acgacgaggt
cgggcatcaa
tgaggccgge
cggtcgcetece
tcceceggatt
ctcacaagce
cggectggea
tgcaccagcc
gagtgggcca
cctcaagtceg
ccacgacgca
gcccggacgyg
tcttcgeega

aggtacgttce

tcegggtegg

agccggaaat
ctggggggag
tcgeecgaceg
tagctctega
tcgaacgcac
tcggeccagag
gtgaacacgt
ctgteggaca
gggtaacggce
atggcgattc
cgcagcaggg
tggggggtge
ctcagcgceceg
gccaccacgg
ctcgcagggt
gccatgeegt
gatgaaggcg
gccggcectccce
ccegecggac
gctggagtte
ggacgtgccg
cgacggccgg
ggccggtatce
gtacctggtce
ggtgccgatce
tttcgeggtyg
gcacgagcgg
ggccgeggac
ctcacgette
gtacgacccg

ccacggeccec

ggtggacagc

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920



acctacccge
ggcaagatcg
tacgcccacg
accacctgga
gccgeggegg
gaccggcccg
ccgcgagcag
cacgececggtt
cttcggaaga
tgctecegetg
cgccteggeg
cgtecegegac
ggttcatgtc
acccggccca
ccecgcagtece
cgggtgectt
cgtacacctg
accagtccte
tcgcggcgaa
ctatctcctc
cgtagaagac
tccegatcat
ccgecgggcge
gtcgtggaag
catcatatcg
tggtgcaccg
ggaacgacgg
cgcecgaccte
ctegeeceget
gagcgagcag

ttgacacacc

tgtccgaage
tgctgacggt
ccttggacga
ccgtcacgat
tgctecgactt
ggacctcagce
ccgecggegec
tcectegggte
cgctgaccge
ccgtgecgac
accgatcgcc
ctceceggacg
gatcacgagg
aagcgtccgg
gatgcggege
gcgataggge
catctccagg
gtagatcgac
tcgecgtctge
aggaccggcg
catgctcececce
gccgecgacg
gattccegeg
cgccccaggce
gcacggaggg
ggtagcggga
agtggtggga
cacaggttca
cctececececgga
ccgagcectgt

gegegtegeg
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ggtcagcgca
ggcctcecgtga
gttgcatata
gcccggacag
catcttcate
agttgcccag
atcttgacgg
gctgteggee
cgctecececeeg
gaggtctceg
gcgcagcegte
acacgctteg
acatcgctgg
tagtactcga
agcaccgtct
aggccgtecga
gaactgatcc
cggtcgagga
aagaagtaga
gtgtagaaga
agctctttgg
cagatcactg
caccggctcet
gcaggtgacg
gtgttcgaat
tcatcggagg
caggggccac
ctctcaccgg
acagcgcegta
gtggacgccg

aggccctceccee

cacacgcgag
tcgccgaaac
cccgagetgg
gggatgctcg
cccegtgtcea
ccgacccgat
gcaggcccag
aagtcagcgg
atcctggatg
gacggctgag
agatgcgceccg
cgtcgtcggg
cggaatagtg
cgagactttg
cgaagtccgce
tctcacgecat
tgccgaggtce
cgttgtegte
gctggagaag
gcggcaggat
cgatcagetce
ccatacctceg
tccacggcac
agcctggect
ctacgtgcectc
tgatcatgta
tgacgcacgt
tgaccaagga
caccgatcag
aacgtgtcgg

gccatacgag
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ccgcgcaggg
tccagcaggce
aaacggtcct
gcececgtege
gctcggtgag
gagcgceggge
tcgegetgece
tcattgtgee
cggeggettt
ccgtgetgeg
gactttcgece
gctgttcacc
ctcgtgecacc
gtcectgeteg
tctgagatac
catctececgeg
gtgattgact
ctgtttgtac
gaagggatag
cgggttgtce
ggccacgcett
cttetttcce
acgcaccgcc
ccgtecggacg
gtgccctgga
gcgggtggge
atccgcagcce
aagatcgccce
gagaacgacg
ttaccactcg

ggcctegtee

ccacatccaa
ggtggcgaac
ggccgaagac
cggacgcgcg
cggtgtcecceca
gccgagttge
gcgtcggatt
acccgtccececa
cacggcacgc
catgcecgege
acggcaaggg
acgtcggtge
cagtcgtcgt
aagtcacgcc
accatgagat
agcaacccct
ttggcgaagt
gcctecttga
cgcttcgececg
tccacgcetet
gtcttecececga
gggacaccgt
gcggagcgea
accgaagcgg
tggaagacgce
ggaacgacgc
gcgctggagt
gcatgccagg
ccgcgacece
acgaccagcc

cccggtgega

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780



gtecgecaggece
ccagtggecgce
gggcgetget
acgagacgat
tggccactceg
gatcctccac
tcaattgatg
actcgatgeg
gccegggcege
tatggcggcecce
cgtcgaaaac
gaaggggcga
ccagcagtgce
tgaacgctge
tcgagttggg
ctctgcetgag
acatgtgatc
ggaagggcgg
cctgtteggt
acgacccatc
gccecgetgtt
ggcggacaga
tcagcgecatc
ggcaccgaac
tegetgtgge
cagcggcgtc
cgagcggecc
gaacgtccgg
gggccacagc
ggtgaagtcc
gcgcagtgeg

gaacttcatc

ggggaagcgce
gcccatgcac
cttecgecacce
gacggcectet
gggaaaactg
ggattgcccg
ggcggtggte
ggatatctca
atccctettt
tcttetgegg
gggccgetcee
agcataaccg
gtecggeggee
tcecggegace
tgagaggtcg
acgtgtgtceg
accagtgggce
cagggggccg
cggaaacgcce
gggtggcgge
cggtctgeac
ccggcectgecyg
ccgecegtege
tgegteggec
agggcgtcgt
gcgatctege
gcgaccggeg
gtgaggcggg
gcgtagtact
atctcgtgea
gatgcgggat

ggccaggtga
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tgccacaagce
cggtgggcgce
gatgtgcaaa
ccttggegea
ataggtgtgg
tcgagecgegt
tcgtaaccgg
cccgactget
ctttcgatca
gttcectgag
gccgecggea
ctgaccaggt
tcctcegatca
cggcgcagcec
acggatcccce
gcgagcgegyg
atccgcaccce
accctgtggt
gcggggtgte
cgggtcggge
gctgttcggg
gatgttcgtc
ggcctgacge
cgtecgacctg
caaagcggag
ggcaggtggt
tccaggtgge
ggccgaagte
cgteccacte
tgacgacgat
cgggcaggta

agtcggceccag

gggtcagcge
cgtgtccgaa
atacttcgge
ccegtegtece
acggcgtctt
caccggtgag
ccatgagaag
caacccgcac
gtgaggacat
gcgtcatgtce
cgccgagcag
cggcgeetgg
ccgetgectg
gggcgtggtc
atttcggage
cgcgccccac
gtttgacggce
gatcgaaagt
tgtctececect
gagcgggett
ctgccegget
acgtagcgcg
gttggacgcce
cgctetgegg
gtggtccggce
gctgagccag
cacttecegge
ggggacggcg
cggcagcgge
cccgtecggt
catcaggatg

gtcecgegget
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gatcttcatce
tgtgaggtgt
gtcatgattg
gcccaggaca
gcggagcage
cagttcgagt
tgccagtccg
cagcgegete
gtacttgata
gaacagcgca
tgagctcaac
ccccgcaace
tgcggtgact
cgcaccgtcece
atcggggtgg
ggcgtagteg
ctcacttgat
gccggacatg
gccgecgacg
ttteccacege
tcggcggaca
cacggtgtgt
tgtggtctca
gacaggacga
accgtgacge
ttgaggaccg
tgeceggagge
ccggecgeca
ggacgtgacg
ttcagcaggg
tacctgecega

tcgtaccgea

tggagaagaa
gcaggccgge
ccgtgecagea
aggtecctega
tcctcaacca
atggcaaggc
aggttgatca
aggagatcct
agagtcagga
gtcacggcgg
gcgaccatgg
tgtagcecgat
cgggcgetgg
agactcatga
gtggccgeag
gtgaccagcc
ggcgctgceca
gtcgattact
gccgtgggag
ccggaaggceg
gaccggcettt
tcecctgectce
gccgagegtg
ggtcccggag
cggcgttgeg
cgggatctcc
cggegtegag
ggaaggggcce
gcgacgtgtt
acgtcagacg
ccaggacgtce

ccgagteege

39840

39900

39960

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40500

40560

40620

40680

40740

40800

40860

40920

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700



gagccccgece
tcccacgacg
tcecggeacceg
ttcggtgaac
gtaaccgagce
gttccceccacg
cggeccgtgeg
tgtccgaagg
gccgcacgaa
tgtgttgegt
cgaggcggcece
cgggtgtgte
tgatcacctce
caccggtecge
cgtacccggt
cggecggtge
cactgaccag
tcagttcgtce
ccgccagggt
cgggcgcgaa
tcaccgegat
ggacgtagcg
ccecggatcca
cgtcgtgcag
gccaggtgeca
cggccgccac
tgtactgaac
ccacctecegg
gcagcgggcyg
cggaggtgcg

ccgecgaccge

tcctgtgeca
tgtcegeegg
atgtcgagga
ggcgagatcg
aggtatgegt
gcaggtggcc
gtgtggtccg
cggcgggcgyg
ctcgatcgtg
cgtggcacga
tceccectegteg
ccgcacgace
tttecgtgegg
caaccagccg
gctcgtgacg
gcecgetegeg
ttcgcgacac
ccggteggea
cgccteccgece
acgctcggeg
gcgccagegg
gtagceggag
gtcacccgga
cagcggtgtc
gccgacgteg
gttgccgtgg
gacggccggg
caccaggagt
catggcecgga
ccggagatag

gcccgecgec
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ggatccgecge
gcccgaccag
cgctcatecce
cctegttetg
cgtgegecat
agggggctcce
gtgttceggg
cgcagagect
tcgggtgtga
cggctegect
ctccagatct
gcctcegatgt
cccacgatgt
cccggaagga
gacgcccccce
gtggtgagce
ggcceggege
cgcagcacct
agtccgtagg
aaggcgtcct
gagagatcga
tcaggagcca
ctgcgcaggt
aagaaggaac
gtcctggega
ctgagcacga
tccgacgecg
acgtcgaccg
gcegtcagea
gcgteggacg

agcacgccga

cttgtggacg
ttgggeggec
cggacgtact
aagggtcagc
gcgaggcecte
geggtgtetg
tatgtcacge
tgcegetgga
tgceccagete
cgtegtgecg
gctcggccag
cgctecgecca
acagctcgcece
ggacgcgacg
ggacctcgac
ggacctcggt
cggacggcac
tggccgggeg
ccggcaggaa
gaagccgccg
ggccggecgg
tggtgaaggt
agtcctcegg
cgatcaggcecce
gcegtgtgece
cgccccgegg
cccgegegac
ggcgggcegece
cggtcecegtac

acccgaaggg

agaaggcgcg
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gtteceggggt
agcagagaga
ccggccgace
ctttggtget
cagggccggt
gagcactgag
accggagcgg
ggtgcgtgeg
ggccaccaca
cgtegteteg
gacgccgtgg
gtggttegeg
gtcgtgccac
gctctctteg
ggcgccgacce
acgccgcacce
cggtacgtaa
gccgagggga
gacgttctcg
gtcgaccgge
cggcgcecegeg
cgcccccage
tgtcagcaga
catgtegtgg
atgggcgatg
ttegetgete
gtgggccgcg
gtcggacagt
ccgagagcegg
cgcgggaccg

cgcgaagtcce

cgcgcetcgat
cgtatcccag
gcagggtgcg
cgctatcgga
cgtgcgggga
tgcecctgtag
gacatgtacg
atccegecege
cgtgcgegga
acgacgagcc
acgaggaggc
ccgaagacga
aggcccaggt
gggtggeggt
gtgccgggceca
ggcgtteccca
cggcceccggt
gggaaggcga
gacagtccgg
tcggegecgt
tecgegectea
cgceccatgg
tggatgtcga
aagaggggca
gccgccacce
gtgccecgacyg
gacggctcgg
ccaggaccga
cgcagggcecg
ggcagcggcea

accgacgtcg

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42360

42420

42480

42540

42600

42660

42720

42780

42840

42900

42960

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560



gcaggacgag
ccegeccggce
gcagcacgtg
gggtcacgac
ctceecgeacg
ctcgatctcecce
atecggtgtcce
gacggtctgt
gtgaggccgg
gccgggccgg
gtcgtegtce
gtegtgctgg
catgccegece
cagcgcggceg
cgcacggcag
ctccgacaca
gttcatcatg
cgcgtgcttc
gtgcegggat
ccatteceege
ggtgaggaag
ctcggtccag
gaggtagtag
ttecgaccgag
gtccagtgcet
ccgggteegyg
gteegecceceg
gtgccagtceg
ccttteggeg
ggagggcgtc
gtggggctcg

cagggccgag

ggcgacccge
ctcggcgaag
catgececcegt
agcggttcceg
gtgctcgtet
agcacgatct
acgcccacct
tcgatgtcgg
cgcgtcgggg
cgggccaggg
gccaggagec
atggtctcga
gggtgcttga
gcctgatggg
tgcecgggect
tgggcggcga
agggtggcgg
gaacggagtg
tecctecgeac
aggaagttgt
tccacggtce
tcccagegeg
tcggtgtaga
gtggtgaacc
tcecgeccage
ttgaacttcg
atccacaccg
gcgtgtgecg
ggggagactg
ctctctgteg

gctcegtaac

gagtacgggce
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tecgeegggte
aggtcgcetgt
ccggagcectt
tgeeggecte
cgaagacgat
ggagcgcgtg
cctcgacacce
tgacactcege
cgcggcggga
cgcgcagcett
ggacgatcga
tacggcggat
cgecegttget
ccggatcgcet
cgtcgegggce
gcgecttgta
agcgcacgtce
agaccccgat
cccattgeag
gagegecggg
gttcgtcgag
tcgtctcgaa
ggtcgteccgt
cttegggege
cgggaaccgg
agtgcgaccg
ccgegagete
gceggtcecac
cggtggtggg
gtctgcgcag
acgtgegtge

agcgecctcega

gcaccccgceg
aggacagcgc
gtgcggecgac
cgcgatcace
gcggtcectcec
gatcgagtcg
gatgcgcagt
ctgtgacatg
ggcggacgcec
ggctttgatg
catcaccttg
gceggecegtyg
acggtccgeg
gtcgcacagt
caggagccgce
gagggcggac
gcecctgegga
ccggtccagg
tgcccaggag
tagggtgcceg
catgcegtge
ccagtcgaag
catcagcgeg
caccgcggceg
gcccgecgta
cagcgcccgg
ggatgacggt
ggtgacgtcg
tgccagcagg
gccgteggeg
cgcgacgtca

tgctgttget
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cgacagcagc
gtcgecgtece
gcggecgage
ttggtgatcecg
acctcgatgt
aagcgcggca
tgctecggega
gcgtggtgtt
gggactgacg
tccegegggg
gcgtcegegg
gatgtggaat
agccagatgt
tccegecatga
cagattctge
gcgegtgact
tacggctctce
tagcgggect
gagaagctga
aactcgatga
tcgatgcecggt
atcttgttga
cggtgegecee
ggccggacga
tecgggcccga
acggcgggca
tcgaactcegt
ccgaaggegg
gcgatggtgt
agcaccttgc
gagccgecceg

gacgaacgag

ccegeggeca
tggcececegge
gcggcgaaca
cggccgegaa
cgtagtgcetg
aggagcgcag
cggatcggeg
gtectgttet
gtcagcgagce
tctcecaacga
cgtccaccga
gcgggtagaa
aggccatgceg
agacggagaa
ggatcaccgg
ccgagatcac
gtttgtagag
ggaccagtga
cctegtectg
cggecegecte
ccaggtccac
aggtcatgtc
gcagggccag
tgtcctegac
cgacgtacac
gcggetegge
gcaggtagceg
ggacggtgag
gcgggggcac
cgegegttgt
tactcegegg

ggcacgggcc

43620

43680

43740

43800

43860

43920

43980

44040

44100

44160

44220

44280

44340

44400

44460

44520

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44940

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480
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gcacggtcca
ccagtgccgt
gcccgaagec
cgtggtgcge
ggatcgtctg
ccgegeegtt
gggcggaggc
tgatgacgct
cggtgagccg
gggggacgtc
tctecectggac
gcagacgccg
ggtaggcgaa
cgaggagccce
tcagtgcctg
cgctgteggt
ctgccteccceca
cctegtggtg
tceceegecege

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

<220>
<223> cebador

<400> 4

cgtgtecggac
ctccagetgg
gaggtggccg
cgggtcecgg
gccggecgatg
ccagcgceatc
cagttgctcg
ctggtggeceg
gtcgtectecg
gcgacgttcg
ctgttecgggg
cttgcgetge
agccttgegg
gtcgacgagg
gtcgaccagt
cgcgacgaag
gtgcgtgatt
cggaatcgece

ccgcaggegg
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ggggccagec
agacgggcca
gcctgecgee
cccgecgagce
acgacgtcct
gtctecctega
gggtgggtga
gcgaagaaca
tcectggegtg
gcgacgatct
gagttgttcg
gggatcccca
agatccaccg
cgttccaccce
ccgegeagec
cccatcaacg
ccecttggega
cacgcccgcea

gcgttetecg

cagagaattc gcggtacggg geggacgaca aggtgtc

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

<220>
<223> cebador

<400> 5

gcgcatgcat gtgecggtge cggtcegega geegettgg

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

gcacgtcggg
ggtgtgtccce
ggcggacgtc
cgaaggacgc
cggtcgggta
ccaccgcact
gcagcgegtg
tcagcaggat
ccgtgagcag
cccggagecag
tacgggtctg
gcaggtccga
gceggtcette
ccgggcegeat
gccggtgatce
gccacccegte
ccectgggatce
caccgccggg

cgtgcet
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gaaccgggtg

gatacagaag
gaagaggtcc
gaggatggct
gcgcatcggg
ccacgggacce
gcaggcgttg
catgcecgtge
gacgctgatg
cgcttegatce
catgceggtg
gatgacggtg
cggeegtgtyg
ggcctecace
cgecgeegtge
cggcacttcg
cgtcagcact

gagttggacc

aagaatccgg
tgcgggecgt
gcgtceceggece
tctceeeggt
aactggttca
tceceeggege
acgagtacgt
agttcgectgt
aggtcgtccc
cgtcecgtcega
agcacgtgca
gtggggatgg
gcgagctggt
cgttccgggg
gaattgatga
ccgcgggcecg
cggcgcaggt

ggaacggctc

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45960

46020

46080

46140

46200

46260

46320

46380

46440

46500

46560

46596

37

39
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<213> Attificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
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cctcatgcat ctggaggacg tcgcaggtga attctgggeg

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

<220>
<223> cebador

<400>7

gggcaagctt ctcctggetg agettgaaca tcg

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

<220>

<223> Fragmento de ADN

<400> 8
cagaggatcc

ctcgcagect
acgcgctgga
tggacggcgg
agacgaggtt
tgtgaggggce
cggcgaagag
gtctegtege
gccgacgecg
acggeeggtyg
aagagectge
atgcgggatg
tacaccgtga
tcegtgetgg

accgtcaagce

gcggtacggg

cacaacgctg
tctgctgaag
tgctggacge
gaacgacaag
agggccgteg
accagtagcg
tcgeegtgge
ctgtgececgge
ggagcgcctce
gggtgctege
tcgaggaagce
agagctcgge
ccaccgccaa

actgacggct

gcggacgaca
ctggeegegg
gtcctgatcg
cacattcgaa
ctcagggcgt
agacaggctg
gtcatctatg
cgcagccegtce
caagccggag
gctcaccttce
ctggeecggeg
cacgtgcaag
caaggaagcc
ggaccacgac

ccgeceegec

aggtgtcgtt
cggtgtacct
cgacgaagct
aagcgcectge
ctgagtactt
tgtacacaac
aggggatact
gttgcecggea
atctcaaagg
agcgccaccg
agttegggece
gcgacttccg
gccgegttge
acgaccttcg

ggaatgatga
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gccgegecgg
cacgtcgecgg
tgcagaccgg
tcaatacccg
cggttgagta
gccgeggtge
tcatgtccaa
ccgtggtgtt
ccaccgccca
tggccgacaa
ttgegececac
cgacggcctce
ccaagggcgt
cgccccaagg

tcgecggececg

cactcggact
gcggtggacg
ctgcacatcce
cccccaacgg
gttctgccca
gcagagcgct
gcgecttgte
cgtctecteg
ctacaccagt
ctccggaatce
ggcgggcgag
ggtgtgcacc
ctggcacgta

cgccacgtte

cgegecggge

40

33

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ggaccgtatc
ccctgeccecea
ccacgatgcecce
gcgctcgeca
gcgeggggcea
cacgccccac
gccgccgaac
ttegeeggge
cagcccgacg
caccacaagc
agtgatttgg
cctatcggga
ggatgacgat
tcttgegagt
tgatgcgggce
agtaggggga
tatcagcagce
attccagagg
ctcgcggacc
tgcgacgata
aatcatccac
tcggtgecge
cccttttect
cctegcteca
tcggattcet
ccctgetgee
accacctggt
aggtcgtecge
tecctegecte
ggcacagctc

ccgtegtggt

gcgacctcca
gggcggacgg
gcaccactcc
aacacggcat
gcccgaagtt
actgccgtgt
tcaccgcecect
cctgtegaag
cggcagttgg
gaaagagcgt
gacacacccg
acttgaagcc
aatttccggt
gctgegggtyg
gtccgaacca
agttcgtgga
ggcgtgacca
tcgagtacac
ggcaccggca
catccattga
tgcgcagcag
gaatctcgece
ggagaagcag
ggtgtcecttt
gtcctatcte
ctececeggatce
cgagtacggc
gctcgacgtg
cggcctgege
ccagttgctg

cggcgccggce
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ttggacccgt
agttcacctg
gcgegeggge
ctcgegegac
ccgggaggag
catcttcacg
cgccgaccac
gactccecgga
ggcgctceeceg
ccgteggecaa
aacgcgccgg
gcecctgecga
gagtctgcce
gcttgtaggg
aaatagcttc
aatcggctcg
aatcgccgceca
ggacgccgag
catgcatctg
aaaactaatg
agcccggaat
ctggcggtgg
aaggaattcg
ctcaaggaca
caggagaagg
gagtaccacg
gtggaggcca
ctegecgggg
cceceggetge

caccggcectge

cagagcgcgg

tgaaccgcac
ggggcgacge
ggatgcaggc
tacatcttcg
gcgctgaggg
gtgtacgagc
ctcaccgecece
gccgtggaac
cgcggectge
gctgacgggt
ccggatctga
gccaacgctt
aaaagggtac
tcctaatgaa
ggacagcaac
ggcgcgececg
agcgctgeceg
cacgctcetgt
gaggacgtcg
gcggttgata
cagaagtact
cgctccatga
gctggcatcg
tecgeccacgat
accggcetggt
actacctcca
ccggtgtgeg
accgggtggt
ccgagggege
ccgegttega

ccgaggtcege
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gacgeggtga
cgcgcatctg
gaagtgactc
gcgagaagat
cggcgceggga
ggaagcggcet
acggcttggt
ccggegecca
ccggacaccg
cctcatgaag
ggaatcgcct
gactccggtt
atagcgggeg
tcggectggac
tgctgectte
aattaaccgce
cctatgtgcece
ggcgcctggt
caggtgaatt
tatgacccgg
ggacgtcacc
atccgaagcce
ggggatgctc
gcgcaatcce
cgacttcatc
gtgggccgece
gccggtgacce
cgcccggace
ggagaccgge
cgaacgcccg

cgcgcacctce

actccgececca
acgcgcegcetg
ccagctcgac
cagcacccgg
ggtcaaggcg
cggtcgcaac
cctggagata
cccgacgcga
aaacgcccgg
gatttaggcce
agggcccgcet
ccggeggtge
catagaaaac
aagggaaggt
tgtcgatgga
gtcgtceggtg
cggcgagccce
ttccaagegg
ctgggcgtcc
ctcgcagagce
ggaatcggat
gccgggaagyg

ctggggggct

accagtgatt
aaccagcaca
gaccggctga
gaagccggtg
agaaacctcg
gaacgcgtcet
ccccgecggg

atggaccgcet

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



acccgcaggce
gceccegttege
ccgaggtcaa
aggacgtcct
ggctgcgggt
ccgtacgegt
tgtacgccac
cccteegeeg
ccggggattt
cctccaccct
gcggecggtyg
gaagtgtacg
cgacacaacc
gcgececggtge
accgtceccge
cgccggatge
tcgececgacgg
gtgaacggca
accgccecggce
tactteccgee

acgatgttca

cgaggtgtge
caaccgcgtce
gcaggccatc
ccagggcecctce
gatgaacgcc
ggagttcctg
cgggtacgac
ggacgaggcg
ccggtgegge
gctgtccatg
cgacccggac
aacgtccgcet
cactggcaat
tgttcecggeca
tcgeeggete
gctccggega
tctacggggt
cagtggagcc
ggctggagtc
agatcgcgecce

agctcagcca
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gcggtgttcg
ttcgaccegg
atgcgctacce
taccgecgece
tcececgectgg
cccacgggcg
tccaccgace
ggggagttge
atctacgtcce
gtggcggtcc
cgctccaccg
gtaccgggag
ggtcgtcacc
cggacccgac
caccctgatce
ccgggegete
cacgcccgeg
caccgccgac
cggctteggg
cggegtggge

ggagtctaga

ccecgetacgg
ccgecgtgga
acggcggcac
agtacgagca
tgtcecgtcega
aacacaccga
cggccgaact
tgatcggecg
agggcgccac
gcgcgggcga
gaagcaaggc
gattgcgacg
tcgcacgacg
ggcgccgacyg
ggccacatga
atcgtcttcecce
gcccccacct
ccecgecgecg
cgeggetggyg
gccttecacce

gccce
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ctacagcgtce
cgacttctac
caactacgcce
gaaggtgtcc
accgcgccag
cctggacgec
gctcggegge
cgactaccgg
cgaggcgacce
gatcgccecgg
agcagcgggg
gcgtegtcect
acgtcccggt
ccgaggcecegt
acgtcgagaa
agggcccgcea
gggacttcat
tgctggacat

accaggagtc

tgcgggtcga

gccgactcca
ttcgeeeege
gtcgtcgacg
ggcgecccge
gaatccgecg
gacctggtceg
gtctececggeg
ctcggcacca
cacggcatcg
tcgatcaccg
aacaggggct
ggcgtttectg
ggccacccac
cgcecgegggce
cccgecagtgg
cggctatgtc
cgccgtceccac
cgtctececgac
ctccctegac

ttcegtgeag

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

3994
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para producir una sangliferina mutasintética que comprende alimentar una bacteria que
produce sangliferina, que es una Streptomyces sp en la que el gen sfaA o el homoélogo del gen sfaA se
inactiva o deleciona, un compuesto de formula (Ill)

10

15

20

25

30

R
Ro. . X CO,sR
2~ x5 %% 2Ry
Xs -Xe  NH
R3/ 3)|(4 5R5 2
R4

Formula (1ll)

en la que Xy, Xz, Xs, Xs, X5, Ry, Rz, Rs, R4 y Rs se definen como

R1, Rz, Rs, Rs y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz6 0 alquilo C+.10 en la
que uno o mas atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un
heteroatomo seleccionado de O, N y S(O), en donde p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o mas
atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo
grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o mas atomos de halégeno;

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

con la condicién de que cuando Ri, Rs, R4 y Rs representan todos H y Xi, Xz, X3, X4 ¥y Xs
representan todos C, entonces Rz no puede representar OH;

y R7 representa H o un grupo formador de éster,

0 una sal del mismo, y

cultivar la bacteria para producir un compuesto de sangliferina segun la férmula (I) o la formula (I1)
a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

R (n

en la que:

R1, Rs, R4 y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz.s 0 alquilo C+.10 en la que
uno o mas atomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un
heterodtomo seleccionado de O, N y S(O), en donde p representa 0, 1 6 2 y en la que el grupo
alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno 0 mas atomos de halégeno;

76
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y en la que Rz se selecciona de H, F, Cl, CF3, OH, NH y alquilo C+.;

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

con la condicién de que cuando Ri, Rs, R4 y Rs representan todos H y Xi, Xo, X3, Xa ¥y Xs
representan todos C, entonces Rz no puede representar OH.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de aislar la sangliferina
mutasintética.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X; representa C.

Procedimiento segun las reivindicaciones 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (l) o
la férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X, representa C.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X3 representa C.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X4 representa C.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que Xs representa C.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (1) tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en la que R+, Rs, R4 y Rs se seleccionan independientemente de H, F, Cl, CF3, OH y
alquilo C1.6.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (Il) tal como se define en reivindicacién 8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
que Rz representa OH.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (I1) seleccionado de:

HO
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que también puede representarse como
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HO
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que también puede representarse como:
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HO /N
\
—

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, para la preparacion de un compuesto segun la férmula (1) o la
formula (I1) seleccionado de:

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparacion de un compuesto para su
uso como producto farmacéutico.

Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparacion de un compuesto para su
uso como producto farmacéutico para el tratamiento de infecciones virales tales como infeccion por VHC o
VIH o distrofia muscular.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparacion de un compuesto para su
uso como producto farmacéutico para el tratamiento de trastornos inflamatorios.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

A

A

ES 2703433 T3

k_...l..n__ﬁuk_Jkt_A.L,

T
8.0 7.5

T T v T ’
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45
11 {oom)

86



Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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