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DESCRIPCION

Produccién de poliquétidos y otros productos naturales.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la produccién de poliquétidos y otros productos naturales y con librerias de
compuestos y compuestos individuales novedosos. Un drea importante es el aislamiento y uso potencial de andlogos
novedosos de ligandos de FKBP y las células hospederas que producen estos compuestos. La invencion se ocupa, de
modo particular, de los métodos para la transformacion eficiente de cepas que producen analogos de FKBP y células
recombinantes en las que los genes clonados o casetes génicos se expresan para generar compuestos novedosos tales
como poliquétidos (especialmente rapamicina) andlogos a los ligandos de FKBP, y a los procesos para su prepara-
cion, y a los medios empleados en la misma (p.e. dcidos nucleicos, vectores, casetes génicos y cepas genéticamente
modificadas).

Antecedentes de la invencion

La rapamicina (sirolimus) (Figura 1) es un macrélido lipéfilo producido por Streptomyces hygroscopicus NRRL
5491 (Sehgal et al., 1975; Vézina et al., 1975; Patente de U.S. No. 3,929,992; Patente de U.S. No. 3,993,749) con un
grupo 1,2,3-tricarbonilo enlazado a una lactona del 4cido pipecdlico (Paiva et al., 1991). Otros macrélidos relacionados
(Figura 2) incluyen FK506 (tacrolimus) (Schreiber y Crabtree, 1992), FK520 (ascomicina o inmunomicina) (Wu et
al., 2000), FK525 (Hatanaka H, er al., 1989, FK523 (Hatanaka, H., et al., 1988), antascomicinas (Fehr, T., et al.,
1996) y meridamicina (Salituro et al., 1995). Para el propésito de esta invencion, la rapamicina se describe mediante
la convencién de numeracién de McAlpine et al. (1991), con preferencia sobre las convenciones de numeracién de
Findlay et al. (1980) o de los Chemical Abstracts (11th Cumulative Index, 1982-1986 p60719CS).

El modo de accidn versatil de la rapamicina demuestra el valor farmacolégico del compuesto y enfatiza la necesidad
del aislamiento de derivados novedosos del farmaco. La rapamicina muestra una actividad antifingica moderada,
fundamentalmente contra especies de Candida pero también contra hongos filamentosos (Baker et al., 1978; Sehgal et
al., 1975; Vézina et al, 1975; Patente de U.S. No. 3,929,992; Patente de U.S. No. 3,993,749). La rapamicina inhibe la
proliferacion celular utilizando las vias de transduccién de sefiales en una variedad de tipos celulares, p.e. mediante la
inhibicién de la via de sefializacién que permite la progresion de la fase G; a la S del ciclo celular (Kuo et al., 1992).
En las células T, la rapamicina inhibe la sefializacién a partir del receptor de IL-2 y la autoproliferacién subsiguiente
de las células T, lo que produce inmunosupresion. Los efectos inhibitorios de la rapamicina no se limitan a las células
T, pues la rapamicina inhibe la proliferacién de muchos tipos de células en los mamiferos (Brunn et al., 1996). La
rapamicina es, por tanto, un poderoso inmunosupresor con aplicaciones terapéuticas establecidas o predichas en la
prevencion del rechazo de alotransplantes de 6rganos y en el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Kahan e? al.,
1991). La misma parece causar un menor nimero de efectos colaterales que los tratamientos antirrechazo estdndares
(Navia, 1996). La 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina (SDZ RAD, Certican, Everolimus) es un andlogo semisintético de
la rapamicina que muestra efectos farmacoldgicos inmunosupresores (Sedrani, R. ef al., 1998; U.S. 5,665,772). La
eficacia clinica del farmaco se encuentra actualmente bajo investigacién en ensayos clinicos en Fase III (Kirchner et
al., 2000). El éster de rapamicina CCI-779 (Wyeth-Ayerst) inhibe el crecimiento celular in vitro e inhibe el crecimiento
tumoral in vivo (Yu et al., 2001). El farmaco se encuentra actualmente en ensayos clinicos en Fase III. El valor de la
rapamicina en el tratamiento de soriasis de placa crénica (Kirby y Griffiths, 2001), el uso potencial de efectos tales
como la estimulacion del crecimiento de neuritas en células PC12 (Lyons et al., 1994), el bloqueo de las respuestas
proliferativas a citoquinas por células vasculares y del musculo liso después de dafio mecédnico (Gregory et al., 1993) y
su papel en la prevencién de la fibrosis por alotrasplante (Waller y Nicholson, 2001) son 4reas de intensa investigacion
(Kahan y Camardo, 2001). Informes recientes revelan que la rapamicina estd asociada con una menor incidencia
de céncer en pacientes con alotransplantes de drganos que estdn bajo terapia inmunosupresora a largo plazo que en
aquellos que se encuentran bajo otros regimenes inmunosupresores, y que esta incidencia reducida del cancer se debe a
la inhibicién de la angiogénesis (Guba et al., 2002). Se ha informado que las actividades neurotréficas de los ligandos
de la inmunofilina son independientes de sus actividades inmunosupresoras (Steiner ef al., 1997) y que la estimulacién
del crecimiento de nervios se promueve por alteracion del complejo del receptor a esteroides maduro, como se describe
en la aplicacion de la patente WO01/03692. Se han informado efectos colaterales tales como la hiperlipidemia y la
trombocitopenia, asi como efectos teratogénicos potenciales (Hentges et al., 2001; Kahan y Camardo, 2001).

El esqueleto poliquétido de la rapamicina se sintetiza mediante una condensacion cabeza cola de un total de siete
unidades de propionato y siete unidades de acetato a una unidad de partida de 4cido ciclohexano carboxilico, derivado
del siquimato (Paiva et al., 1991). El iminoacido derivado de la L-lisina, dcido pipecdlico, se condensa a través de
un enlace amida con el dltimo acetato del esqueleto poliquétido (Paiva et al., 1993) y le sigue una lactonizacién para
formar el macrociclo. Se ha secuenciado una regién genémica de 107 kb que contiene el cluster de genes biosintéticos
(Schwecke et al., 1995). El andlisis de los marcos de lectura abiertos reveld tres grandes genes que codifican para
la poliquétido sintasa modular (PKS) (Aparicio et al., 1996; Schwecke et al., 1995). Embebido entre los genes PKS
se encuentra el gen rap® que codifica para una proteina con similitud de secuencia con los dominios de activacion
de las sintetasas de péptidos no ribosomales, y que se piensa que actie de modo andlogo (Konig et al., 1997). La
regién que codifica para los genes PKS esta flanqueada por los dos lados por 24 marcos de lectura abiertos adicionales
que codifican para enzimas que se cree que se requieren en la biosintesis de la rapamicina (Molnér et al., 1996).
Estos incluyen las siguientes enzimas de modificacién de post-poliquétido: dos monooxigenasas citocromo P-450,
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designadas como RapJ y RapN, una ferredoxina asociada, RapO, y tres O-metiltransferasas potenciales dependientes
de SAM, Rapl, RapM y RapQ. Otros genes adyacentes tienen posibles funciones en la regulacién y secrecion de
la rapamicina (Molndér et al., 1996). El cluster contiene también al gen rapL cuyo producto, RapL se propone para
catalizar la formacién del precursor de la rapamicina, el 4cido L-pipecdlico, a través de la ciclodesaminacién de la L-
lisina (Khaw et al., 1998; Paiva et al., 1993). La introduccion de una mutacién con corrimiento del marco de lectura
en rapL dio origen a un mutante incapaz de producir cantidades significativas de rapamicina y la suplementacién
del medio de cultivo con 4cido L-pipecdlico restablecio los niveles de produccién de rapamicina del tipo salvaje
(Khaw et al., 1998). Los precursores de la biosintesis del anillo ciclohexano de la rapamicina se originan de la via
del 4cido siquimico (Lowden et aL, 1996; Lowden et al., 2001). Otros macroélidos estrechamente relacionados tales
como el FK506 (tacrolimus) (Schreiber y Crabtree, 1992), FK520 (ascomicina o inmunomicina) (Wu et al., 2000),
la antascomicina (Fehr, T., ef al., 1996) y la meridamicina (Salituro et aL, 1995) comparten un farmac6foro comin
que interactda con las proteinas de unién a FK506 (FKBPs) (Figura 2). De este modo, la rapamicina y los compuestos
relacionados, por ejemplo, pero sin limitarse a, FK506, FK520, “hyg”, FK523, meridamicina, antascomicina, FK525 y
tsukubamicina pueden considerarse “ligandos de FKBP”. La secuencia parcial del cluster de genes FK506 (Motamedi
et al., 1996; Motamedi et al., 1997; Motamedi y Shafiee, 1998), del cluster “hyg” (Ruan et al., 1997) y la secuencia
completa del cluster de genes FK520 ha sido publicada (Wu et al., 2000; Patente de U.S. No. 6,150,513). Existe
una homologia significativa entre los genes dentro de estos clusters y los clusters de genes de la biosintesis de la
rapamicina, y similitud en la funcién de la enzima (Motamedi et al., 1996).

Se cree que las acciones farmacoldgicas de la rapamicina que se han caracterizado hasta la fecha se encuentren
mediadas por la interaccién con receptores citosélicos nombrados FKBPs o inmunofilinas. Las inmunofilinas (este
término se utiliza para denotar proteinas de unién a inmunosupresores) catalizan la isomerisacién de enlaces peptidil
prolina en cis y trans y pertenecen a una familia de enzimas altamentes conservadas, que se encuentran en una amplia
variedad de organismos (Rosen y Schreiber, 1992). Dos grandes grupos de enzimas que pertenecen a la familia de
las inmunofilinas estdn representados por los FKBPs y las ciclofilinas (Schreiber y Crabtree, 1992). El principal
receptor intracelular de la rapamicina en células T en eucariontes es FKBP12 (DiLella y Craig, 1991), y el complejo
resultante interactia de manera especifica con proteinas blanco para inhibir la cascada de transduccién de sefales de
la célula. FK506, un agente inmunosupresor relacionado estructuralmente con la rapamicina, también une de modo
especifico a FKBP12, pero efectia la inmunosupresion a través de un mecanismo diferente (Chang et al., 1991; Sigal
y Dumont, 1992). La rapamicina y FK506 compiten por el mismo sitio de unién, de modo que FK506 pudiera tener
un efecto de antagonismo con la rapamicina cuando ambas drogas se utilizan juntas (Cao et al., 1995). El andlisis de la
estructura cristalina del complejo FKBP12-rapamicina ha identificado un farmacé6foro de unién a rapamicina llamado
el “dominio de unién” (Van Duyne et al., 1993) (ver la Figura 1). El “dominio de unién” se requiere para la interaccién
con la inmunofilina y consta, tanto para la FK506 como para la rapamicina, de la regién C-1 a C-14, incluyendo el
enlace éster, el anillo pipecolinilo, el dicarbonilo y el anillo hemiacetal (ver la Figura 2). La interaccién se caracteriza
por poseer numerosos contactos hidrofébicos y algunos puentes de hidrégeno incluyendo uno al grupo hidroxilo en el
anillo ciclohexano. El anillo pipecolinilo (C2 a N7) logra la penetracién mds profunda al interior de la proteina cuando
se encuentra rodeado por residuos de aminodcidos aromaticos altamente conservados que recubren la cavidad de unién
hidrofébica. Los dos grupos carbonilo de C1 y de C8 estdn involucrados en enlaces por puentes de hidrogeno y el
grupo carbonilo del C9 se interna en un bolsillo formado por tres residuos de aminodcidos arométicos completamente
conservados (un residuo de tirosina y dos residuos de fenilalanina) en FKBP12. El dominio del complejo inmunofilina-
ligando que interactia con la proteina blanco se proyecta hacia el exterior del FKBP.

El blanco del complejo rapamicina-FKBP12 se ha identificado en levaduras como TOR (blanco de la rapamicina)
(Alarcon et al., 1999) y la proteina de mamiferos se conoce como FRAP (proteina asociada a FKBP-rapamicina) o
mTOR (blanco de la rapamicina de mamiferos) (Brown et al., 1994). Estas proteinas muestran una similitud signi-
ficativa con los dominios fosfotransferasa de las fosfatidilinositol 3-quinasas y la observacién de que una mutacién
puntual en el dominio de unién del FKBP12-rapamicina (FRB) de mTOR elimina la actividad de la mTOR quinasa
proporciona evidencias del papel de FRB en la funcién del dominio quinasa (Vilella-Bach et al., 1999). Se ha obtenido
la estructura cristalina de FKBP12-rapamicina con una forma truncada de mTOR que contiene el dominio FRB (Chen
etal., 1995) y de este modo se ha definido el dominio “efector” de la rapamicina (Choi et al., 1996; Liang et al., 1999).
El andlisis de la estructura cristalina reveld que los contactos proteina-proteina se encuentran relativamente limitados
en comparacion con la interaccién entre la rapamicina y cada proteina. No se identificaron puentes de hidrégeno entre
la rapamicina y FRB. La interaccién se concentra en una serie de contactos hidrofébicos entre la regién trieno de
la rapamicina y, fundamentalmente, residuos aromaticos de FRB (Liang et al., 1999). El &tomo mds profundamente
enterrado de la rapamicina es el metilo unido al C23 (ver la Figura 2). La regién C23 a C34 y el anillo ciclohexilo
de la rapamicina tienen contactos hidrofébicos superficiales con FRB. Se hizo evidente la existencia de un pequefio
cambio conformacional en la rapamicina entre los complejos binarios y ternarios (Liang et al., 1999).

Se detectaron las divergencias entre los efectos bioldgicos de los andlogos del grupo metoxi de C16 de la rapami-
cina y su capacidad de unir a FKBP12 y se postulé la localizacién de los sustituyentes de C16 en el espacio interfacial
entre FKBP12 y mTOR (Luengo et al., 1995). El andlisis de la estructura cristalina de FKBP12 con la 28-O-metilo
rapamicina, que no es inmunosupresora, reveld una diferencia significativa en la orientacién del anillo ciclohexilo, lo
que puede provocar la perturbacién de la unién de mTOR (Kallen et al., 1996).

La rapamicina ejerce su accién sobre las cascadas de sefializacién en la célula a través de la inhibicién de la
p705% quinasa, una quinasa serina/treonina de eucariontes superiores que fosforila a la proteina ribosomal S6 (Ferrari
et al., 1993; Kuo et al., 1992). La proteina S6 se localiza en la subunidad ribosomal 40S y se cree que sea un sitio
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funcional importante involucrado en la unién del tRNA y del mRNA. Se ha postulado una funcién regulatoria en la
traduccién del mRNA de la fosforilacién de S6 por p705® (Kawasome e al., 1998). La rapamicina inhibe la sintesis de
proteina a través de su efecto sobre otros eventos relacionados con el crecimiento, incluyendo la actividad de quinasas
dependientes de ciclinas, la fosforilacién del modulador del elemento de respuesta a cAMP (CREM) y la fosforilacién
de la proteina de unién al factor de elongacién 4E-BP1 (FAS1) (Hung et al., 1996). El farmaco induce la acumulacién
de las especies desfosforiladas de 4E-BP1 que se unen al factor de iniciacién de la traduccién elF-4E, y de este modo,
suprimen la iniciacién de la traduccién de los mRNAs dependientes de cap (Hara et al., 1997; Raught et al., 2001).

Se ha descrito la existencia de una relacién entre la sefializacién de mTOR vy la sintesis de proteinas localizada en
las neuronas; el efecto sobre el estado de fosforilacion de las proteinas involucradas en el control de la traduccion;
la abundancia de los componentes de la maquinaria traduccional a niveles transcripcional y traduccional; el control
de la actividad de la aminoéacido permeasa y la coordinacién de la transcripcién de muchas enzimas involucradas en
vias metabdlicas (Raught et al., 2001). Las vias de sefializacion sensibles a rapamicina también parecen desempefiar
un papel importante en el desarrollo embrionario del cerebro, el aprendizaje y la formacién de la memoria (Tang et
al., 2002). Los estudios de las proteinas TOR en levaduras han revelado también sus papeles en la modulacién de las
vias de sefializacion sensibles a nutrientes (Hardwick et al., 1999). De manera semejante, se ha mostrado que mTOR
es un blanco directo de la accién de la proteina quinasa B y que tiene un papel clave en la sefalizacién de la insulina
(Sheferd et al., 1998; Nave et al., 1999). El TOR de mamiferos ha sido involucrado también en la polarizacién del
citoesqueleto de actina y la regulacion de la iniciacién de la traduccion (Alarcon et al., 1999). Las fosfatidilinositol 3-
quinasas, tales como mTOR, son funcionales en varios aspectos de la patogénesis de tumores tales como la progresién
del ciclo celular, la adhesidn, la supervivencia celular y la angiogénesis (Roymans y Slegers, 2001).

La mayor parte de las inmunofilinas no parecen estar directamente involucradas en actividades inmunosupresoras
y se conoce relativamente poco acerca de sus ligandos naturales aunque se ha informado la existencia de candidatos a
ligandos naturales de las FKBPs llamados proteinas asociadas a FKBP (FAP) tales como FAP48 y FAP1. La rapamici-
na impidio6 la interaccidn especifica de las FAPs con FKBPs durante la formacién de complejos de manera dependiente
de la dosis (Chambraud et al., 1996; Kunz et al., 2000). Las inmunofilinas parecen ejercer su funcién en un amplio
intervalo de actividades celulares tales como el plegamiento de las proteinas; el ensamblaje y trafico de proteinas; la
co-regulacién de complejos moleculares que incluyen las proteinas de choque térmico; los receptores a esteroides;
los canales i6nicos; las interacciones célula a célula y la transcripcién y traduccién de genes (Galat 2000; Hamilton y
Steiner 1998). Todas las inmunofilinas poseen la propiedad de plegamiento de proteina de la isomerisacién peptidil-
protil cis-trans y se han encontrado varias inmunofilinas localizadas en el reticulo endoplasmatico, el sitio principal
de sintesis de proteinas en la célula. Ademas de FKBP12 (U.S. 5,109,112) otras inmunofilinas incluyen a FKBP12.6
(U.S. 5,457,182), FKBP13 (Hendrickson et al., 1993; U.S. 5,498,597), FKBP25 (Hung y Schreiber, 1992; Jin e? al.,
1992), FKBP14.6 (U.S. 5,354,845), FKBP52 (U.S. 5,763,590), FKBP60 (Yem et al., 1992) y FKBP65 (Patterson et
al., 2000).

El gran nimero de FKBPs que se encuentran presentes en diferentes tipos celulares también destaca la utilidad del
aislamiento de andlogos de ligandos de FKBP novedosos con dominios efectores y/o de unién con potencialidad de
cambiarse.

Los estudios farmacocinéticos de la rapamicina y de los andlogos de la rapamicina han demostrado la necesidad
del desarrollo de compuestos novedosos de la rapamicina que puedan ser mds estables en solucién, mds resistentes
al ataque metabdlico y que tengan una biodisponibilidad mejorada. Se ha recurrido a la modificacién utilizando las
posiciones quimicamente disponibles en la molécula, sin embargo, esta estrategia tiene una utilidad limitada debido a
que los sitios disponibles para la modificacién quimica estdn limitados y existe una menor capacidad para modificar de
modo selectivo una posicién particular. Las estrategias bioldgicas para producir andlogos novedosos de la rapamicina
han sido menos exitosas debido a las dificultades encontradas al trabajar con el organismo (Lomovskaya et al., 1997,
Kieser et al., 2000) a pesar de la disponibilidad de la secuencia del cluster de genes de la biosintesis de rapamicina a
partir de S. hygroscopicus (Schwecke et al., 1995).

Se ha informado de una gama de andlogos de la rapamicina sintetizados utilizando los sitios quimicamente bio-
disponibles de la molécula. La descripcion de los siguientes compuestos se adapté al sistema de numeracién de la
molécula de rapamicina descrito en la Figura 1. Los sitios quimicamente biodisponibles en la molécula para la deri-
vatizacién o el remplazamiento incluyen los grupos hidroxilo C40 y C28 (p.e. U.S. 5,665,772; U.S. 5,362,718), los
grupos metoxi C39 y C16 (p.e. W0O96/41807; U.S. 5,728,710), los grupos ceto C32, C26 y C9 (p.e. U.S. 5,378,836;
U.S. 5,138,051; U.S. 5,665,772). La hidrogenacién en C17, C19 y/o C21, dirigida al trieno, condujo a la retencién de
la actividad antiftingica pero a la pérdida de la inmunosupresion (p.e. U.S. 5,391,730; U.S. 5,023,262). A través de
la derivatizacion se han logrado mejoras significativas en la estabilidad de la molécula (p.e. formacién de oximas en
C32, C40 y/o C28, U.S. 5,563,145, U.S. 5,446,048), resistencia al ataque metabdlico (p.e. U.S. 5,912,253), biodispo-
nibilidad (p.e. U.S. 5,221,670; U.S. 5,955,457; W0O98/04279) y la produccién de prodrogas (p.e. U.S. 6,015,815; U.S.
5,432,183). Sin embargo, la modificacién quimica requiere cantidades significativas del molde de rapamicina y, como
se trata de un compuesto labil base y 4cido, es dificil trabajar con el mismo. Cuando la derivatizacién quimica puede ser
grupo selectiva, es a menudo dificil que sea sitio selectiva. Por tanto, la modificaciéon quimica requiere invariablemente
multiples pasos de proteccidon y desproteccion y produce mezclas de productos con rendimientos variables.

Se ha descrito también el aislamiento de andlogos de la rapamicina utilizando métodos bioldgicos tales como la
biotransformacion y la modificacién genética basada en fagos. El aislamiento de metabolitos minoritarios a partir de
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cepas mutantes y de cepas que producen rapamicina ha proporcionado pequefias cantidades de un nimero de andlogos
de la rapamicina. Estas cepas son con frecuencia de bajo rendimiento y producen mezclas de andlogos de la rapami-
cina. Se inform¢ del aislamiento de la 27-O-desmetilrapamicina y 27-desmetoxirapamicina a partir del sobrenadante
de cultivo de S. hygroscopicus NCIMB 40319 (Box et al., 1995). La actividad antiftingica de la 27-O-desmetilrapa-
micina fue menor que la de la rapamicina pero la inhibicién de la actividad FKBP12 PPlasa parecié incrementarse.
La inhibicién de la proliferacién de células T esplénicas murinas estimuladas por ConA y la inhibicién de la pro-
liferacion estimulada por LPS de células B esplénicas murinas disminuy6 al compararse con la rapamicina (Box et
al., 1995). De modo similar, las actividades antifiingicas de los derivados de la rapamicina prolilrapamicina, 27-O-
desmetilrapamicina y 27-desmetoxirapamicina fueron menores que la de la rapamicina (Wong et al., 1998). Se han
aislado también andlogos de la rapamicina (16-O-desmetilrapamicina, 27-O-desmetilrapamicina, 39-O-desmetilra-
pamicina, 16,27-O-bisdesmetitrapamicina, prolilrapamicina, 26-O-desmetilprolilrapamicina, 9-deoxorapamicina, 27-
desmetoxirapamicina, 27-desmetoxi-39-O-desmetilrapamicina, 9-deoxo-27-desmetoxirapamicina, 28-dehidrorapami-
cina, 9-deoxo-27-desmetoxi-39-O-desmetifrapamicina) a partir de Actinoplanes sp N902-109 después de la adicion de
inhibidores de la citocromo P450 y/o la suplementacién del cultivo con precursores o después de la biotransformacién
de la rapamicina aislada (Nishida et al., 1995). El uso de tales inhibidores, sin embargo, solo permite seleccionar el
direccionamiento hacia una enzima particular y no es sitio selectiva. La produccién racional de un tnico andlogo se-
leccionado no es posible por este método. La produccién resultante de mezclas de andlogos de la rapamicina en lugar
de un tnico producto deseado también tiene un impacto en el rendimiento. Se evalud la actividad inhibitoria de los
compuestos sobre la reaccion de linfocitos mezclados (MLR) y se detectd poco efecto sobre la actividad después de la
pérdida del grupo metilo en C27 y/o C16. Ademas, la 9-deoxorapamicina mostrd una disminucién mads significativa en
la actividad, y la pérdida del grupo metoxi en C27, el grupo hidroxi en C28 y la sustitucién del grupo pipecolinilo por
un grupo prolilo produjo una reduccién en la potencia (Nishida et al., 1995). De modo semejante, se ha informado la
biotransformacién de la rapamicina y el aislamiento de 16,39-O-bisdesmetilrapamicina (WO 94/09010). La retencién
de la actividad inhibitoria en ensayos de proliferacion celular con compuestos modificados en el anillo ciclohexilo,
p.e. 39-O-desmetilrapamicina y modificaciones en C40 tales como SDZ RAD, identificaron esta region de la molécula
como un blanco en la generaciéon de andlogos novedosos de la rapamicina. Se ha informado la existencia de ané-
logos novedosos de la rapamicina después de afiadir 4cido ciclohexano carboxilico, 4dcido cicloheptano carboxilico,
acido ciclohex-1-enocarboxilico, acido 3-metilciclohexanocarboxilico, dcido ciclohex-3-enocarboxilico, dcido 3-hi-
droxiciclohex-4-enocarboxilico y dcido ciclohept-1-eneocarboxilico a cultivos de S. hygroscopicus, lo que demuestra
la flexibilidad en el médulo de carga de la rapamicin poliquétido sintasa (P.A.S. Lowden, FD disertacién, Universi-
dad de Cambridge, 1997). Estos andlogos novedosos de la rapamicina se produjeron en competencia con el iniciador
natural, 4cido 4,5-dihidroxiciclohex-1-enocarboxilico, lo que produjo rendimientos reducidos y mezclas de productos.

Se ha informado del aislamiento de cepas de S. hygroscopicus recombinantes que producen varios andlogos de la
rapamicina, utilizando métodos biol6gicos mediados por la tecnologia de fagos (Lomovskaya et al., 1997). En presen-
cia de la adicién de derivados de prolina, un mutante por delecién en rapL de S. hygroscopicus sintetizé los andlogos
novedosos de la rapamicina prolilrapamicina, 4-hidroxiprolilrapamicina y 4-hidroxiprofil-26-desmetoxi-rapamicina
(Khaw et al., 1998). De modo similar, se han identificado las rapamicinas novedosas 3-hidroxi-prolil-rapamicina, 3-
hidroxi-prolil-26-desmetoxi-rapamicina, y dcido trans-3-aza-biciclo[3,1,0]hexano-2-carboxilico rapamicina como se
describe en WO98/54308. La actividad de la prolilrapamicina y la 4-hidroxiprolil-26-desmetoxi-rapamicina se evalué
en ensayos de proliferacion y la actividad inhibitoria del segundo compuesto fue significativamente menor que la de
la rapamicina (Khaw et al., 1998). La delecién de cinco genes contiguos, rapQONML (responsables de las modifi-
caciones post-poliquétido en C16, C27 y de la produccion de dcido L-pipecdlico) y su reemplazo con un marcador
de resistencia a neomicina en S. hygroscopicus ATCC29253 utilizando una metodologia basada en fagos condujo a
la produccién de 16-O-desmetil-27-desmetoxirapamicina cuando se le suministré el 4cido pipecdlico (Chung et al.,
2001). No se ha demostrado la complementacién de este mutante por delecion utilizando esta tecnologia. Ademads,
la funcionalidad sitio especifica de rapM y rapQ no es clara atin, por lo tanto, el disefio racional de andlogos de la
rapamicina que requieren la metilacién en C16-OH o C27-OH no se ha hecho posible. La metodologia basada en
fagos posee un nimero de desventajas como se describe con mds detalle posteriormente. Ofrece un proceso dificil y
prolongado para la obtencién de cepas mediante ingenieria genética y tiene una versatilidad reducida en comparacién
con la metodologia que se revela en la presente patente.

Las estrategias convencionales para la manipulacién de los genes que modifican la rapamicina utilizando métodos
biolégicos comprenden la mutacién o delecion de genes individuales en el cromosoma de una cepa hospedera y/o
la insercién de genes individuales como copias extra de genes homélogos o heter6logos ya sea de modo individual
o como casetes génicos (WO01/79520, WO03/048375). Sin embargo, el aislamiento de andlogos novedosos de la
rapamicina utilizando tales métodos biolégicos ha sido limitado debido a las dificultades en la transformacién del
organismo productor de rapamicina, S. hygroscopicus. Se ha informado que los métodos cominmente utilizados de
transformacién con ADN de plasmidios o transferencia de conjugacién no fueron exitosos con la cepa que produce
rapamicina (Lomovskya et al., 1997, Schweke et al., 1995, Kieser et al., 2000). El estado actual de la técnica utiliza la
metodologia de Lomovskya et al. (1997), un método de trabajo intensivo basado en fagos que se encuentra severamente
limitado por el tamafo de los fragmentos de ADN clonados que se transfieren a S. hygroscopicus (Kieser et al.,
2000). Esta tecnologia se limita a la transferencia de un maximo de 6.4 kb de ADN clonado. Por lo tanto, cuando
se complementa un mutante por delecién utilizando esta tecnologia, el técnico se encuentra limitado a la inclusién
de ~2 genes funcionales ademas del promotor deseado, las regiones de homologia y el marcador de resistencia. La
informacién genética para el grupo de genes de la biosintesis de rapamicina se encuentra disponible desde 1995
(Schwecke et al., 1995), sin embargo, se ha realizado poco progreso en esta drea (Khaw et al., 1998; Chung et al.,
2001; WOO01/34816).
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Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un método para la generacién de andlogos de ligandos de FKBP que incorporan
una unidad iniciadora no natural, dicho método comprende:

(a) la generacion de una cepa recombinante en la que al menos el homdlogo de rapK se ha eliminado o inactivado;

(b) 1a suplementacién con una unidad iniciadora no natural a dicha cepa.

La presente invencioén también proporciona métodos recombinantes para la transformacién eficiente de cepas que
contienen un grupo biosintético que codifica para un ligando de FKBP, por ejemplo, pero sin limitarse a, Strep-
tomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491, Actinoplanes sp. N902-109 FERM BP-3832, Streptomyces
sp. AA6554, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6475 ATCC 14891, Streptomyces hygroscopicus
var. ascomyceticus MA 6678 ATCC 55087, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6674, Streptomyces
hygroscopicus var. Ascomyceticus ATCC 55276, Streptomyces tsukubaensis N0.9993 FERM BP-927, Streptomyces
hygroscopicus subsp. yakushimaensis, Streptomyces sp. DSM 4137, Streptomyces sp. DSM 7348, Micromonospora
n.sp. A92-306401 DSM 8429, Streptomyces sp. MA 6858 ATCC 55098, Streptomyces sp. MA 6848, dichos métodos
comprenden:

(a) la construccion de un plasmidio de delecidn conjugativa en una cepa de E. coli que sea dam™, dcm™ o dam™ y
dem™.

(b) la generacion de esporas a partir de dicha cepa adecuadas para la conjugacion en la que dicha cepa se cultiva a
una humedad de entre 10% y 40% y las esporas se colectan entre los dias 5y 30;

(c) la conjugacién de la cepa de E. coli del paso (a) con las esporas del paso (b) en un medio que contiene por litro:
i) 0,5 ga5 gde polvo de maiz pulido,
ii) 0,1 ga5 gde extracto de levadura,
iii) 0,1 ga 10 g carbonato de calcio; y
iv) 0,01 g a 0,5 g de sulfato de hierro;

dicho medio contiene adicionalmente BACTO-agar y almidén y se somete a secado para producir una pérdida de
peso del 1-20%; y

(d) opcionalmente el cultivo de la cepa bajo condiciones apropiadas para la produccién de poliquétido.

En una realizacién preferida, los métodos se utilizan para la transformacion de Streptomyces hygroscopicus subsp.,
hygroscopicus (p.e. NRRL 5491), Actinoplanes sp. N902-109 (p.e. FERM BP-3832), Streptomyces sp. AA6554, Strep-
tomyces hygroscopicus var. ascomyceticus (p.e. MA 6475 ATCC 14891), Streptomyces hygroscopicus var. ascomyce-
ticus (p.e. MA 6678 ATCC 55087), Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus (p.e. MA 6674), Streptomyces hy-
groscopicus var. ascomyceticus (p.e. ATCC 55276), Streptomyces tsukubaensis N0.9993 (p.e. FERM BP-927), Strep-
tomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis, Streptomyces sp. (p.e. DSM 4137), Streptomyces sp. (p.e. DSM7348),
Micromonospora n.sp. A92-306401 (p.e. DSM 8429) o Streptomyces sp. (p.e. MA 6858 ATCC 55098). En una rea-
lizacién mds preferida, los métodos se utilizan para la transformacién de: S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus
(p.e.NRRL5491) o S. hygroscopicus var. ascomyceticus (p.e.ATCC14891). En una realizacion ain mas preferida, los
métodos se utilizan para la transformacién de la subsp. hygroscopicus de S. hygroscopicus productora de rapamicina
(p-e. NRRL 5491).

Por tanto, la presente invencién también proporciona una cepa recombinante que contiene clusters de biosintesis
que codifican para ligandos FKBP en el que uno o mds genes auxiliares se han eliminado o inactivado utilizando los
métodos que se describen en el presente documento.

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona métodos y materiales recombinantes para la expresion de com-
binaciones de enzimas de modificacién de poliquétidos para producir andlogos novedosos de poliquétidos. En una
realizacion especifica, la presente invencidon proporciona métodos y materiales recombinantes para la expresion de
combinaciones de enzimas responsables de la modificacién post-PKS y/o suministro del precursor a partir de grupos
de biosintesis que codifican para ligandos de FKBP, por ejemplo, pero sin limitarse a, rapamicina, FK506, FK520,
FK523, FK525, antascomicina, meridamicina, tsukubamicina y andlogos de los mismos y métodos para la produccién
de andlogos en células hospederas recombinantes. En una realizacion preferida, los métodos y materiales recombi-
nantes se utilizan para la expresion de combinaciones de enzimas responsables de la modificacién post-PKS y/o del
suministro del precursor en la biosintesis de rapamicina, FK520, FK506 e “hyg” y métodos para la produccién de
andlogos de la rapamicina, FK520, FK506 e “hyg” en células hospederas recombinantes. En una realizaciéon mucho
mas preferida, los métodos y materiales recombinantes se utilizan en la expresién de combinaciones de enzimas res-
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ponsables de la modificacién post-PKS y/o del suministro del precursor en la biosintesis de rapamicina y los métodos
para la produccién de andlogos de la rapamicina en células hospederas recombinantes.

De manera global, la presente invencidn estd relacionada con la alteracion de un sistema de genes que posee
una porcién central responsable de la produccién de un producto bésico, y una multiplicidad de genes modificadores
responsables de efectuar modificaciones relativamente pequeiias al producto basico - p.e. efectuar la glicosilacion,
oxidacioén, reduccidn, alquilacién, desalquilacion, acilacion o ciclizacién del producto bésico, y una multiplicidad de
genes de suministro del precursor que estdn relacionados con la produccién de compuestos precursores particulares
(p.e. pipecolato; dcido 4,5 dihidroxiciclohex-1-eno carboxilico). De este modo, el producto basico puede ser un poli-
quétido modular y los genes modificadores pueden estar relacionados con la glicosilacién y/o otras modificaciones de
la cadena del poliquétido, y los genes de suministro del precursor pueden estar involucrados en la produccién y/o in-
corporacion de precursores naturales o no naturales (p.e. pipecolato y/o dcido 4,5 dihidroxiciclohex-1-eno carboxilico
en el sistema rapamicina).

La porcién central puede no funcionar correctamente, o incluso no funcionar del todo, en ausencia del gen de
suministro del precursor (a menos que el compuesto precursor natural o no natural se suministre o esté disponible de
otro modo).

En un aspecto, la invencion proporciona los métodos para la alteracion de un sistema de genes con una porcién nu-
clear que no puede funcionar debido a una delecién o inactivacién de un gen de suministro del precursor. Los sistemas
de genes adecuados incluyen, pero no se limitan a, los grupos biosintéticos de la rapamicina, antascomicina, FK520,
FK506, “hyg”, FK523, meridamicina, FK525 y tsukubamicina. En este aspecto de la invencion, el gen de suministro
del precursor que se encuentra ausente es, de preferencia, rapK o un homdlogo de rapK (p.e. tkbO en los grupos de
genes FK506 o FK520). El sistema de genes es, de preferencia, el grupo de la rapamicina. El gen de suministro de
precursor que se encuentra ausente es con mayor preferencia rapK. Este aspecto de la invencién proporciona los mé-
todos para la produccién eficiente de una multiplicidad de productos basicos mediante la incorporacidn de precursores
naturales o no naturales (p.e. dcido 4,5-dihidroxiciclohex-1-eno carboxilico). Los métodos pueden también incluir
otros aspectos como se especifica mds adelante.

Otro tipo de sistema es el sistema de péptido no ribosomal (“NRP”) en el que el producto basico es un péptido y
los genes modificadores son genes responsables de las modificaciones a un péptido (glicosilacién, reduccién etc), y los
genes de suministro de precursor son genes involucrados en la produccién de residuos de aminodcidos inusuales que
deben incorporarse al péptido. Los sistemas pueden ser también de tipo mezclado, p.e. tener una porcién poliquétido
y una porcién con un origen biosintético diferente, p.e. NRP. De hecho, la rapamicina puede considerarse como un
ejemplo de esto, debido a que el residuo pipecolato es un residuo aminoacidico afadido por una enzima similar a las
encontradas en los sistemas NRP.

Estos genes modificadores y genes de suministro del precursor pueden ser considerados como “genes auxiliares”
para la sintesis de poliquétido y el término “genes auxiliares” como se utiliza en el presente documento puede referirse
a los genes modificadores, a los genes de suministro del precursor o a ambos.

La alteracién del sistema de genes involucra la creacién de un sistema con funcionamiento alterado en el que se
ha alterado el conjunto de genes auxiliares. Por tanto, uno o mds genes auxiliares (y de preferencia, dos o mas, tres o
mds, cuatro o mds, cinco o mds, seis 0 mas o siete o mas) pueden haberse eliminado (o convertido en no funcionales)
y/o reemplazado por genes diferentes.

Esto puede involucrar un “sistema de delecién” que comprenda un 4cido nucleico que codifique un sistema de ge-
nes en el que falte una multiplicidad de genes auxiliares funcionales. Este sistema de delecién puede complementarse
entonces con uno o més genes auxiliares funcionales (que pueden ser iguales o diferentes a los genes que reemplazan).
Este puede llevarse a cabo de modo combinatorio, un sistema de delecién que sea complementado por una multiplici-
dad de genes y conjuntos de genes diferentes.

Puede producirse un sistema alterado que difiera del sistema natural en la ausencia de una o mds funciones mo-
dificadoras a través de (a) la produccién de un sistema de delecion y la restauracion por complementacién de la casi
totalidad de los genes suprimidos; o (b) mediante la supresion selectiva o la inactivacién de genes de un sistema exis-
tente. En un sistema alterado producido segin (b) los genes pueden inactivarse mediante mutagénesis dirigida de un
sitio activo importante en la funcién de la proteina (mutacién puntual del sitio activo), mediante truncacion del gen a
través de una mutacién por corrimiento del marco de lectura, mediante una delecién en el marco de una seccion del
gen importante para su funcién, tal como el sitio activo; la delecién o inactivacién parciales por mutacién puntual.
Todos estos se pueden realizar mediante recombinacién doble y seleccién del genotipo mutante, o0 mediante recombi-
nacién simple. En una realizacion preferida, el sistema alterado se produce por el método (a). Tales métodos pueden
ser utilizados también para producir un sistema de delecién. La estrategia de “complementacién” (a) es de preferencia
homdloga, en la que los genes “restablecidos” pertenecen al mismo grupo de genes, sin embargo, la complementacién
heter6loga, en la que los genes restablecidos se seleccionan a partir de grupos de biosintesis diferentes que codifican
para ligandos FKBP, se contempla también en la presente invencién. En una realizacién preferida, los genes “restable-
cidos” son esencialmente los mismos genes que los suprimidos, o son variantes de los mismos que realizan funciones
similares.
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En otro aspecto de la invencién, un sistema alterado con un gen de suministro de precursor suprimido (o no
funcional) puede ser alimentado con precursores alternativos para que genere productos que varian.

Como se aplica al sistema de la poliquétido sintasa (“PKS”), un tipo de realizacién de preferencia es un método de
produccion de poliquétidos que comprenda: (a) proporcionar una cepa de un organismo que contiene uno o mas genes
de 1a PKS expresables para producir una PKS funcional que pueda generar un poliquétido en el organismo, por ejemplo
genes PKS que codifican para un ligando de FKBP, el organismo carente de uno o més (y de presencia en pluralidad)
genes auxiliares funcionales asociados de modo natural con dichos genes de la PKS que codifican para productos de
genes capaces de realizar modificaciones respectivas del poliquétido; y (b) realizar la complementacién por medio de
provocar que dicho organismo exprese uno o mas genes auxiliares, cuyos genes modificadores expresados constituyen
un conjunto incompleto de genes auxiliares asociados naturalmente a dichos genes de la PKS y/o comprenden una
0 mas variantes de genes auxiliares; y (c) cultivar dicha cepa y aislar de modo opcional, los andlogos de poliquétido
producidos.

El paso de proporcionar una cepa de un organismo que contenga uno o mas genes PKS puede incluir un paso
de proporcionar un 4cido nucleico que codifique para un cluster de genes que comprenda dichos uno o méis genes
PKS y en el que se encuentre(n) ausente(s) dichos uno o mds genes auxiliares; e introducir dicho 4cido nucleico en el
organismo.

Los genes PKS son, con preferencia, genes de la rapamicina. Los genes auxiliares que faltan son, de preferencia,
uno o mas de rapK, rapl, rapQ, rapM, los genes contiguos rapN y O (designados en el presente documento como
rapN/O), rapL y rapJ. En realizaciones preferidas contempladas por la presente invencion:

1) un gen auxiliar se encuentra ausente, por ejemplo, se encuentra ausente rapK; rapl; rapQ; rapM; rapL, rapN/O o
rapJ; de preferencia en el caso en que estd ausente un gen auxiliar, el mismo se selecciona entre el grupo que consta
de rapK; rapl; rapQ; rapM; rapN/O y rapJ;

ii) dos genes auxiliares se encuentran ausentes, por ejemplo, estdn ausentes: rapKrapl; rapKrapQ; rapKrapM;
rapKrapNIO; rapKrapL; rapKrapJ; rapk/rapQ; raplrapM; raplrapNIO; raplrapL; raplrap]; rapQrapM; rapQrapN/O;
rapQrapL; rapQrapJ; rapMrapN/O; rapMrapL; rapMrapJ; rapN/OrapL; rapN/OrapJ o rapLrapJ;

iii) tres genes auxiliares se encuentran ausentes, por ejemplo, estdn ausentes: rapKraplrapQ; rapKraplrapM; rapK-
rapIrapN/O; rapKraplrapL; rapKraplrapJ; rapKrapQrapM; rapKrapQRapN/O; rapKrapQrapL; rapKrapQrapJ; rapK-
rapMrapN/O; rapKrapMrapL; rapKrapMraplJ; rapKrapN/OrapL; rapKrapN/OrapJ; rapKrapLrapJ; rapIrapQrapM; ra-
plrapQrapN/O; raplrapQrapL; raplrapQrapJ; raplrapMrapN/O; rapIrapMrapL; rapl rapMrapJ; rapIrapN/OrapL; ra-
pIrapN/OrapJ; raplrapLraplJ; rapQrapMrapN/O; rapQrapMrapL; rapQrapMrapJ; rapQrapN/OrapL; rapQrapN/Orapl;
rapQrapLrapJ; rapMrapN/OrapL; rapMrapN/OrapJ; rapMrapLrap o rapN/OrapLrapJ;

iv) cuatro genes auxiliares se encuentran ausentes, por ejemplo, estan ausentes: rapKrapIrapQrapM; rapKraplrapQ-
rapN/O; rapKraplrapQrapL; rapKraplIrapQrapJ; rapKrapIrapMrapN/O; rapKraplIrapMrapL; rapKrapIrapMrapJ; rapK-
raplrapN/OrapL; rapKraplrapN/OraplJ; rapKraplrapLrapJ; rapKrapQrapMrapN/O; rapKrapQrapMrapL; rapKrapQ-
rapMrapl; rap-KrapQrapN/OrapL; rapK, rapQ, rapN/O, rapJ; rapKrapQrapLraplJ; rapKrapMrapN/OrapL; rapKrapM-
rapN/OraplJ; rapKrapMrapLrapJ; rapKrapN/OrapLrapJ; raplrapQrapMrapN/O; raplrapQrapMrapL; raplrapQrapM-
rapJ; raplrapQrapN/OrapL; raplrapQrapN/Orapl; raplrapQrapLrap]; raplrapMrapN/OrapL; raplrapMrapN/Orapl;
rapJrap-MrapLrapJ; raplrapN/OrapLrap]; rapQrapMrapN/OrapL; rapQrapMrapN/OrapJ; rapQrapMrapLrapJ; rapQ-
rapN/OrapLrap] o rapMrapN/OrapLrapJ;

v) cinco genes auxiliares se encuentran ausentes, por ejemplo, estdn ausentes: rapKraplrapQrapMrapN/O; rapK-
rapIrapQrapMrapL; rapKraplrapQrapMrapJ; rapKraplrapQrapN/OrapL; rapKraplrapQrap N/OrapJ; rapKraplrapQ-
rapLrapl; rapKraplrapMrapN/OrapL; rapKrapIrapMrapN/OrapJ; rapKrapIlrapMrapLrapJ; rapKraplrapN/OrapLrapJ;
rapKrapQrapMrapN/OrapL; rapKrapQrapMrapN/OraplJ; rapKrapQrapMrapLraplJ; rapKrapQrapN/OrapLraplJ; rapK-
rapMrapN/OrapLrapl; raplrapQrapMrapN/OrapL; raplrapQrapMrapN/OrapJ; raplrapQrapN/OrapLraplJ; raplrapM-
rapN/OrapLrapl; rapQrapMrapN/OrapLrap]J o raplrapQrapMrapLrapJ;

vi) seis genes auxiliares se encuentran ausentes, por ejemplo, estin ausentes: rapKraplrapQrapM-
rapN/OrapL; rapKraplrapQrapMrapN/Orapl; rapKrapIlrapQrapMrapLrapJ; rapKrapIrapQrapN/OrapLrapJ; rapKrapl-
rapMrapN/OrapLrapl; rapKrapQrapMrapN/OrapLrapJ o raplrapQrepMrapN/OrapLrap]; o

vii) siete genes auxiliares se encuentran ausentes; p.e., estan ausentes, rapKrapIlrapQrapMrapN/OrapLrapJ.

La expresion “se encuentran ausentes uno o mas genes auxiliares funcionales” cubre tanto la ausencia de un gen,
como la presencia de un gen en un estado no funcional, p.e. porque ha sido inutilizado de manera especifica.

En un aspecto, la invencién proporciona una via novedosa y expedita para la incorporacion eficiente de precur-
sores naturales o no naturales a ligandos de FKBP. Estos incluyen, pero no se limitan a, los sistemas poliquétido
sintasa/sistemas de sintasa no ribosomal de péptidos de rapamicina, antascomicina, FK520, FK506, “hyg”, FK523,
meridamicina, FK525 y tsukubamicina, la invencién por tanto proporciona andlogos novedosos de sus productos natu-
rales respectivos. En un aspecto especifico, la invencién proporciona una via novedosa y expedita para la incorporacién
eficiente de precursores naturales o no naturales que proporcionen andlogos novedosos de la rapamicina.
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Por tanto, en un aspecto la presente invencién proporciona un método para generar andlogos de ligandos de FKBP
que incorporan una unidad de partida no natural, dicho método comprende:

(a) generar una cepa recombinante en la que al menos el homdlogo de rapK se ha suprimido o inactivado; y
(b) alimentar con una unidad de partida no natural dicha cepa
En una realizacién preferida, la cepa recombinante se genera utilizando los métodos de la presente invencion.

También proporcionamos librerfas de compuestos y compuestos individuales disponibles utilizando dichos siste-
mas. De este modo, un compuesto tipico es una variante de un compuesto producido naturalmente por un sistema
de genes que tiene una porcién nuclear responsable de la generacién de un producto basico, y una multiplicidad de
genes auxiliares responsables de realizar modificaciones relativamente pequefias del producto bdsico, variante que se
puede producir mediante un sistema alterado de modo que uno o més de los genes auxiliares estdn ausentes, son no
funcionales, o son reemplazados por variantes funcionales. Una clase preferida de compuestos son los andlogos de la
rapamicina que corresponden a productos del sistema de la rapamicina en el que uno o mas de los genes seleccionados
entre el grupo que consta de los genes rapK, rapl, rapQ, rapM, rapN, rapO, rapL y rapJ se encuentran ausentes, son no
funcionales o son variantes.

También proporcionamos andlogos novedosos de FKBP, incluyendo los andlogos de la rapamicina. Tales compues-
tos pueden poseer una o mds propiedades ttiles, por ejemplo, pero sin limitarse a, utilidad como inmunosupresores,
agentes antifiingicos, agentes anticdncer, agentes neurorregenerativos, o agentes para el tratamiento de la soriasis,
artritis reumatoide, fibrosis y otras enfermedades hiperproliferativas.

Definiciones

Como se utiliza en el presente documento, el término “gene(s) modificadores” incluye los genes requeridos para
las modificaciones post-poliquétido sintasa del poliquétido, por ejemplo, pero sin limitarse a, citocromo P-450 mo-
nooxigenasas, ferredoxinas y O-metiltransferasas dependientes de SAM. En el sistema de la rapamicina estos genes
modificadores incluyen a rapN/O, rapM, rapl, rapQ, y rapJ pero los expertos en la técnica apreciardn que los sistemas
PKS relacionados con la rapamicina (por ejemplo, pero sin limitarse a: FK506, FK520, antascomicina, “hyg”, FK523,
meridamicina, FK525 y tsukubamicina) tendrdn homélogos de al menos un subgrupo de estos genes, algunos de los
cuales se discuten posteriormente.

Como se utiliza en el presente documento, el término “gen(es) de suministro del precursor’ incluye los genes
requeridos para el suministro de los precursores naturales o no naturales, los genes requeridos para la sintesis de
cualquier precursor incorporado de manera natural o no natural y los genes requeridos para la incorporacion de cual-
quier precursor incorporado de manera natural o no natural. Por ejemplo, pero sin limitarse a ello, en el sistema de
la rapamicina estos genes incluyen rapL, rapK y rapP pero un experto en la técnica apreciard que los sistemas PKS
relacionados con la rapamicina (por ejemplo, pero sin limitarse a: FK506, FK520, antascomicina, “hyg”, FK523, me-
ridamicina, FK525 y tsukubamicina) poseerdn homdélogos de estos genes, algunos de los cuales se discuten con mayor
profundidad posteriormente.

Como se utiliza en el presente documento, el término “gen(es) auxiliar(es)” incluye referencias a los genes modi-
ficadores, genes de suministro del precursor o ambos, genes modificadores y genes de suministro del precursor.

Como se utiliza en el presente documento, el término “precursor” incluye unidades de partida naturales (p.e. dcido
4,5-dihidroxiciciohex 1-eno carboxilico), unidades de partida no naturales, y aminoécidos incorporados naturalmente
(p-e. 4cido pipecolico) y aminodcidos incorporados de modo no natural.

Como se utiliza en el presente documento, el término “unidad de partida no natural” se refiere a cualesquiera de
los compuestos que pueden ser incorporados como unidad de partida en la sintesis de poliquétido que no son la unidad
de partida usualmente utilizada por esa PKS.

Como se utiliza en el presente documento, el término “ligandos de FKBP” se refiere a los compuestos que se unen
a la inmunofilina FKBP, tales compuestos contienen, preferiblemente, una «, S-diceto amida en la que el S-ceto se
encuentra enmascarado por un hemi-acetal. Tales compuestos incluyen, sin limitacién, la rapamicina, FK520, FK506,
antascomicina, “hyg”, FK523, meridamicina, FK525 y tsukubamicina,

Como se utiliza en el presente documento, el término “clusters de biosintesis que codifican ligandos de FKBP”
incluye pero no se limita a los grupos de genes que dirigen la sintesis de la rapamicina, FK506, FK520, “hyg”, FK523,
antascomicina, meridamicina, FK525 y tsukubamicina.

Como se utiliza en el presente documento, el término “cepas que contienen grupos de biosintesis que codifican
ligandos de FKBP” incluye pero no se limita a: Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus (p.e. NRRL 5491),
Actinoplanes sp. N902-109 (p.e. FERM BP-3832), Streptomyces sp. AA6554, Streptomyces hygroscopicus var. as-
comyceticus MA 6475 (p.e. ATCC 14891), Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6678 (p.e. ATCC
55087), Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6674, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus
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(p-e. ATCC 55276), Streptomyces tsukubaensis N0.9993 (p.e. FERM BP-927), Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis, Streptomyces sp. (p.e. DSM 4137), Streptomyces sp. (p.e. DSM 7348), Micromonospora n.sp. A92-
306401 (p.e. DSM 8429) o Streptomyces sp. MA 6858 (p.e. ATCC 55098).

Como se utiliza en el presente documento, el término “homaologo de rapK” se refiere a los homélogos del gen rapK
de la rapamicina en otros grupos de biosintesis que codifican ligandos de FKBP, por ejemplo pero sin limitarse a: el
gen fkbO del grupo FK520, el gen fkbO del grupo FK506 y el Orf5 en el grupo “hyg”. Tales homdlogos de rapK
realizan la misma funcién que rapK en la sintesis de estos ligandos relacionados con FKBP, es decir, son esenciales
en el suministro de la unidad de partida natural. De preferencia, tales homdlogos de rapK poseen al menos 40% de
identidad de secuencia, preferiblemente al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% o al menos 95%
de identidad de secuencia con la secuencia de rapK como se muestra en la Figura 27 (SEC ID NO: 13).

Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método novedoso y expedito para la transformacién de S.
hygroscopicus. La utilizacion de la tecnologia de fagos para el aislamiento de cepas genéticamente modificadas de S.
hygroscopicus ha sido descrita previamente (Khaw et al., 1998; Lomovskaya et al., 1997). Sin embargo, no se ha infor-
mado de otro método aparte de la transfeccion para la introduccién de ADN en la cepa de S. hygroscopicus productora
de rapamicina. De hecho, se ha afirmado previamente que los métodos cominmente utilizados de transformacién con
ADN plasmidico o transferencia conjugativa no fueron exitosos con la cepa productora de rapamicina (Lomovskaya
et al., 1997, Kieser et al., 2000; Schweke et al., 1995).

En la presente invencion, se establecié sorprendentemente un protocolo de conjugacion para la transformacién exi-
tosa de S. hygroscopicus como se describe en el Ejemplo 1. La metodologia se ejemplificé mediante el aislamiento del
mutante por delecién en S. hygroscopicus MG2-10 (Ejemplo 2) y mediante la expresion de los genes y combinaciones
de genes como se describen en los Ejemplos 3, 5y 15.

Por tanto, en un aspecto la presente invencidon proporciona un método para la produccién de una cepa recombinante
que contiene los clusters de biosintesis que codifican los ligandos de FKBP en los que uno o més genes auxiliares han
sido suprimidos o inactivados, dicho método comprende:

(a) construccién de un plasmidio de conjugacién en una cepa de E. coli que sea dam™, dem™ o dam™ y dem™;

(b) 1a generacién de esporas a partir de dicha cepa adecuadas para la conjugacion en la que dicha cepa crece a una
humedad de entre 10% y 40% y las esporas se colectan entre los dias 5 y 30;

(c) la conjugacidn de la cepa de E. coli del paso (a) con las esporas del paso (b) en un medio que contiene por litro:
i) 0,5 ga5 gde polvo de maiz pulido,
ii) 0,1 ga5 g de extracto de levadura,
iii) 0,1 ga 10 g carbonato de calcio; y
iv) 0,01 ga0,5 g de sulfato de hierro;

dicho medio contiene adicionalmente BACTO-agar y almidén y se somete a secado para producir una pérdida de
peso del 1-20%; y

(d) opcionalmente el cultivo de la cepa bajo condiciones apropiadas para la produccion de poliquétido.
De preferencia, la cepa de E. coli del paso (a) es dam™ y dem™.

De preferencia, en el paso (b) las esporas se colectan entre los dias 10 y 25 o entre los dias 14 y 21. En otra
realizacion, en el paso (b), la cepa se cultiva a una humedad de entre 10 y 20%.

En una realizacién especifica, el almidén del medio utilizado en el paso (c) es almidén de trigo.

En realizaciones preferidas, los medios utilizados en el paso (c) contienen 1 g a 4 g polvo de maiz pulido, 1 g a
4 g de extracto de levadura, 1 g a 5 g de extracto de levadura; y 0,2 g a 0,4 g de sulfato de hierro por litro. En una
realizacién mds preferida, el medio contiene por litro: 2,5 g polvo de maiz pulido, 3 g de extracto de levadura, 3 g de
extracto de levadura; y 0,3 g de sulfato de hierro;

La estrategia de complementacion que se muestra en esta invencién proporciona un método expedito para evaluar
e identificar la funcién de cada uno de los genes auxiliares p.e. rapK, rapQ, rapN/O, rapM, rapL, rapJ y/o rapl en la
biosintesis de rapamicina. El producto del gen RapK ha sido identificado previamente como un candidato interesante
para la dioxigenasa dependiente de pteridina que pudiera catalizar también un paso de oxidacién en la biosintesis
de rapamicina (Molndr et al., 1996). El gen homoélogo de tkbO se identific6 en el grupo de genes de biosintesis de
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FK506 y debido a la semejanza estructural de la rapamicina y de FK506, se ha postulado un papel para rapK en la
oxidacién del grupo OH de C9 (Motamedi et al., 1996). Los hallazgos en los Ejemplos 3, 4 y 6, que describen la
produccion dependiente de rapK de pre-rapamicina por S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapK) sugieren que RapK
posee al menos una funcién adicional en la biosintesis de rapamicina.

En otro aspecto, por tanto, los métodos de la presente invencién conducen a la elucidacién de la funcion de RapK,
es decir que la expresion del gen rapK es esencial en la acumulacién de cualquier producto macrélido ciclado. En
otro aspecto diferente, la presente invencién describe la complementacion de S. hygroscopicus MG2-10 con fkbO, el
homoélogo de rapK del grupo FK520, con la observacién sorprendente de la produccién, dependiente de fkbO, de pre-
rapamicina por S. hygroscopicus MG2-10 (pMG169-1) (Ejemplo 11). Puede ser notado por un experto en la técnica
que fkbO desempena una funcién en la produccion de FK520 como rapK y fkbO en la produccién de rapamicina.
Mais atin, un experto en la técnica apreciard que otros homdlogos de rapK, que incluyen, pero no se limitan a, fkbO
en el cluster FK506, fkbO en el cluster FK520 y Orf5 en el cluster “hyg” también desempefian la misma funcién. En
otro aspecto diferente de la invencién, los homélogos de rapK en los grupos de biosintesis que codifican para ligandos
de FKBP, que incluyen, pero no se limitan a, FK506, FK520, FK525, antascomicina, FK523, tsukubamicina, y “hyg”
pueden ser eliminados o inactivados, lo que proporciona cepas incapaces de fabricar sus productos naturales conocidos
respectivos. De modo semejante, la estrategia de complementacién que se describe con anterioridad proporciona un
método expedito para investigar la funcidn, especificidad y orden de los productos de genes auxiliares expresados en
la biosintesis de otros poliquétidos o péptidos no ribosomales.

En una clase de realizacioén preferida, la presente invencion proporciona un método para la produccién de una
cepa hospedera recombinante capaz de producir andlogos de la rapamicina, que involucra ademds la construccién
de deleciones gendmicas, que incluyen pero no se limitan a rapQONMLKII, introducidas en S. hygroscopicus y la
complementacién o complementacion parcial por expresion de genes tinicos o combinaciones de genes, que incluyen,
pero no limitan a, rapK, rapl, rapQ, rapM, los genes contiguos rapN y O (en el presente documento designados
como rapN/O), rapL y raplJ, en casetes génicos. Ademads, la invencién proporciona un método para producir dichos
analogos de la rapamicina mediante el cultivo de dicha cepa hospedera recombinante, y el aislamiento opcional de los
andlogos de la rapamicina producida. De este modo, la cepa recombinante MG2-10 (pSGsetrapK), producida mediante
complementacién de la cepa de delecion gendémica S. hygroscopicus MG2-10, con rapK, se cultivé para producir 9-
deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetil-rapamicina (pre-rapamicina).

En otro aspecto diferente de esta clase de invencidn, la estrategia involucra la integracién de un vector que com-
prenda un subconjunto de genes que incluya, pero no se limite a, rapK, rapl, rapQ, rapM, rapN, rapO, rapL y rapJ en
el mutante por delecion de S. hygroscopicus mencionado anteriormente. Tal integracion puede realizarse utilizando
una variedad de funciones de integracion que incluyen, pero no se limitan a: vectores basados en ®C31, vectores
basados en pSAM?2 integrasa (p.e. en pPM927 (Smovkina ez al., 1990)), R4 integrasa (p.e. en pAT98 (Matsuura et
al., 1996)), ®VWB integrasa (p.e. en pKTO02 (Van Mellaert et al., 1998)), ®BT1 integrasa ((p.e. pRT801) Gregory et
al., en prensa) y LS integrasa (p.e. Lee et al., 1991). En algunos casos pudiera ser necesaria la alteracién de la cepa
hospedera por adicién de los sitios especificos attB para la integrasa para permitir una integraciéon de alta eficiencia.
Pueden ser utilizados también vectores de replicacidn, ya sea como reemplazo de, o ademas de los vectores basados en
®C31. Estos incluyen, pero no se limitan a, vectores basedos en plJ101 (p.e. plJ487, Kieser et al., 2000), pSGS5 (p.e.
pKC1139, Bierman et al.,1992) y SCP2* (p.e. plJ698, Kieser et al., 2000). Esta metodologia ha sido ejemplificada en
el presente documento por el uso de las funciones de integracion sitio especificas del ¢BT1 y ¢C31.

Aunque la introduccién de casetes génicos en S. hygroscopicus se ha ejemplificado en la presente invencién uti-
lizando las funciones de integracion sitio especificas del ¢BT1 y el ¢C31, los expertos en la técnica apreciardn que
existen descritas en la literatura un nimero de estrategias diferentes, que incluyen las mencionadas anteriormente que
pueden también ser utilizadas para introducir tales casetes génicos en cepas hospederas procariontes, o de preferencia,
actinomycetes. Estas incluyen la utilizacién de vectores de integracion sitio especificos alternativos como se describe
anteriormente y en los siguientes articulos (Kieser et al., 2000; Van Mellaert et al., 1998; Lee et al., 1991; Smovkina
et al., 1990; Matsuura et al., 1996). De modo alternatico, los plasmidios que contengan los casetes génicos pueden
integrarse en un sitio neutral en el cromosoma utilizando sitios de recombinacién homéloga. Mds ain, para un nd-
mero de cepas hospederas de actinomycete, incluyendo S. hygroscopicus, los casetes génicos pueden introducirse en
plasmidos de autoreplicacion (Kieser et al., 2000; WO98101571).

En un aspecto diferente de esta clase, la invencidn proporciona casetes génicos para la complementacion de las
cepas recombinantes por delecion de S. hygroscopicus. Previamente han sido descritos métodos de construccion de
casetes génicos y sus heterdlogos utilizados para producir macrdlidos glicosilados hibridos (Gaisser et al., 2002;
WO001/79520, WO 03/048375). El método de clonaje utilizado para aislar los casetes génicos de la presente invencién
difiere significativamente de la estrategia previamente descrita en la que el casete génico se ensambla directamente
en un vector de expresion en lugar de pre-ensamblarse los genes en plasmidos pUC18/19-, con lo que se proporciona
un procedimiento de clonaje mds rdpido. Esta estrategia se ejemplifica como se describe en los Ejemplos 3, 4, 5, 9
y 15. Como se describe en el presente documento, un vector adecuado (por ejemplo, pero sin limitacién, pSGLit1)
puede construirse para el uso en la construccién de dichos casetes génicos, en el que un sitio de restricciéon adecuado
(por ejemplo, pero sin limitarse a, Xbal), sensible a la metilacion dam se inserte hacia 5° del (los) gen(es) de interés
y un segundo sitio de restriccién (por ejemplo Xbal) pueda insertarse hacia 3’ de los genes de interés. Los expertos
apreciaran que pueden utilizarse otros sitios de restriccion como alternativa a Xbal y que el sitio sensible a metilacién
puede estar hacia 5’ o 3* del(los) gen(es) de interés.
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La utilizacién de casetes génicos permite la generacidn rdpida y paralela de multiples cepas recombinantes
con cualquier combinacién de genes modificadores suprimidos a partir de una tnica cepa por delecién de S. hy-
groscopicus. La estrategia de clonaje facilita el ensamblaje de una libreria de casetes génicos ya sea de manera
dirigida o al azar, y es, por tanto, una herramienta poderosa en la producciéon combinatoria de andlogos nove-
dosos de la rapamicina incluyendo, pero sin limitarse exclusivamente a, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-
O-desmetil-rapamicina (pre-rapamicina), 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetil-rapamicina, 16-O-
desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetil-rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-39-O-desmetil-rapamicina, 9-deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetil-rapamicina, 9-deoxo-27-O-des-
metil-39-O-desmetil-rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-rapamicina, 27-O-desmetil-39-O-desmetil-
rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-rapamicina, 9-deoxo-39-O-desmetil-rapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-des-
metoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina (preprolilrapamicina), 8-deoxo-15,-O-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desme-
til-prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-26-desmetoxi-38-O-des-
metil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desme-
toxi-prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-26-O-desmetil-38-O-
desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolytrapamicina, 15-O-desmetil-38-O-desmetil-
prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-desmetoxi-prolilrapamicina, 26-
desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-
prolilrapamicina, 8-deoxo-26-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 15-O-desme-
til-prolilrapamicina, 38-O-desmetil-prolilrapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxirapamici-
na, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-ra-
pamicina, 9-deoxo-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 16-O-
desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desme-
til-39-desmetoxi-rapamicina, 27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 9-
deoxo-39-desmetoxi-rapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-
O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapami-
cina, 8-deoxo-26-desmetoxi-38desmetoxi-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina,
15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina, 8-deoxo-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamici-
na, 15-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina, 26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina, 26-O-desmetil-38-
desmetoxi-prolilrapamicina, 8-deoxo-38-desmetoxi-prolilrapamicina 38-desmetoxi-prolilrapamicina, 9-deoxo-16-O-
desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil )-36-(hidroxiciclohexenyl) rapamicina, 9-deoxo-
16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(dihidroxiciclohexil) rapamicina, 9-
deoxo-16-0-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(hidroxinorbornil) rapamicina,
9-deoxo 16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-metil-4-hidroxiciclohexil)
rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(4-metilo hidro-
xiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-
fluoro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxici-
clohexil)-36-(3-hidroxi-4-fluorociclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-
trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-cloro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-
cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-hidroxi-4-clorociclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-des-
metoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-cis-4-cis-dihidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-trans-4-trans-dihidroxiciclohexil) ra-
pamicina, 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-270-desme-
til-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(hidroxiciclohexenyl) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-
desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-transhidroxiciclohexil)-36-(hidroxinorbornil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-
O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(4-metil hidroxiciclohexil) rapamicina.

En un aspecto diferente de esta clase, la presente invencion proporciona un sistema para la produccién combinatoria
de cepas hospederas recombinantes capaces de producir andlogos de la rapamicina, que involucra la construccién de
una delecién genémica rapQONMLKII introducida en S. hygroscopicus y su complementacién parcial mediante una
libreria combinatoria de casetes génicos que consta de uno o varios de los genes auxiliares suprimidos rapQ, rapN/O,
rapM, rapL, rapK, rapJ, y rapl.

La estrategia presentada comprende, como parte de la estrategia de clonaje, combinar genes que incluyen, pero no
se limitan exclusivamente a, rapK, rapl, rapQ, rapM, rapN/O, rapL y rapJ, y/o genes con funciones génicas similares,
en cualquier combinacién y orden de genes posibles.

Otro aspecto de la invencién permite el aumento de la expresion génica mediante el cambio en el orden de los
genes en el casete génico. Como se aplica a la clase preferida, los genes pueden comprender uno o mas de rapK, rapl,
rapQ, rapM, rapN/O, rapL y rap] y/o genes con funciones similares, lo que permite el arreglo de los genes en una
multitud de permutaciones como se presenta en el Ejemplo 5.

La estrategia de clonaje descrita en esta invencién también permite la introduccién de una cola de histidina en
combinacién con una secuencia terminadora 3’ en el casete génico para aumentar la expresion génica. Los expertos
en la técnica apreciardn que pueden ser utilizadas otras secuencias terminadoras.

Otro aspecto de la invencién describe los usos miiltiples de las secuencias del promotor en el casete génico ensam-
blado para la optimizacién de la expresion génica.
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En estos momentos serd obvio para los expertos en la materia que pueden construirse las cepaspor delecion de S.
hygroscopicus, delecién que comprenda, pero no se limite a, un gen o un subgrupo de los genes rapQ, rapN/O, rapM,
rapL, rapK, rapJ] y rapl. En este caso, los casetes génicos para la complementacién o la complementacién parcial
generalmente constan de genes Unicos o una pluralidad de genes seleccionados entre el subgrupo de genes suprimidos.

Es bien conocido por los expertos en la materia que existen homdlogos para varios de los genes de suministro del
precursor y de los genes modificadores de la rapamicina en los grupos de genes de sistemas estrechamente relacionados
que incluyen FK506 (Motamedi et al, 1996; Motamedi et al, 1997; Motamedi & Shafiee, 1998) y FK520 (Wu et al,
2000). Estos incluyen los siguientes, como se describen en la Tabla I inferior:

TABLA I
Gen de la Rapamicina Homélogo de FK506 Homélogo de 'hyg’
FK520
rap! (No. Acc CAA60470) fkbM (No. Acc AAC44360) | fkbM (No. Acc
AAF86398)
rapJ (No. Acc CAAB0469) fkbD (No. Acc AAC44359) | fkbD (No. Acc
AAF86397)
rapK (No. Acc CAA60468) fkbO (No. Acc AAC68817) | fkbO (No. Acc Orf5 (No Acc
AAF86394) AAC38060)
rapL (No. Acc CAAB0467) fkbL (Motamedi & Shafiee, | fkbL (No. Acc
1998) AAF86391)

Aunque los grupos de genes de otros sistemas estrechamente relacionados, que incluyen, pero no se limitan a
aquellos de la biosintesis de FK523, meridamicina, FK525, antascomicina y tsukubamicina no han sido secuenciados
aun, puede anticiparse que se demostrard que los mismos poseen un parecido cercano a aquellos cuyas secuencias
han sido determinadas, y, en particular, que estos grupos de genes contendrdn homoélogos cercanos de varios de los
genes modificadores y de suministro del precursor de la rapamicina. Por tanto, en otro aspecto mds de la invencion, los
genes de grupos de genes heter6logos de tales sistemas estrechamente relacionados, que incluyen, pero no se limitan a,
FK506, FK520, FK523, antascomicina, meridamicina, FK525, “hyg” y tsukubamicina pueden ser incluidos en casetes
génicos en lugar de o ademds de los homélogos de la rapamicina para la complementacién y/o la complementacién
parcial de la cepa productora de rapamicina que contiene una delecién de un gen o deleciones que incluyen pero no se
limitan a los genes rapK, rapl, rapQ, rapM, rapNIO, rapL y rap].

Es bien conocido para los expertos en la técnica que los grupos de genes de poliquétido pueden ser expresados en
hospederos heterol6gos (Pfeifer y Khosla, 2001). De acuerdo con esto, la presente invencion incluye la transferencia
del grupo de genes de la biosintesis de rapamicina con o sin genes de resistencia y regulatorios, ya sea completo o
conteniendo deleciones, para la complementacién en hospederos heterélogos. Los métodos y vectores para la transfe-
rencia como se definié anteriormente de dichos grandes fragmentos de ADN son bien conocidos en la técnica (Raw-
lings, 2001; Staunton y Weissman, 2001) o se proporcionan en el presente documento en los métodos explicados. En
este contexto una cepa de células hospederas es un procarionte, con mayor preferencia un actinomycete o Escherichia
coli, con mayor preferencia atn incluye, pero no se limitan a S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S. hygroscopicus
var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans, Saccharopolyspora
erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Strep-
tomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Micromonospora
griseorobida, Amycolatopsis mediterranei o Actinoplanes sp. N902-109.

Los andlogos de la rapamicina pueden obtenerse mediante un proceso que comprende los pasos de:

a) construccién de una cepa por delecidn, a través de los métodos de la invencidn; la delecién incluye, pero no se
limita a, los genes rapK, rapQ, rapN/O, rapM, rapL, rapJ y rapl, o un subgrupo de los mismos,

b) cultivo de la cepa bajo condiciones adecuadas para la produccién de poliquétido;
¢) el aislamiento opcional del intermediario del andlogo de la rapamicina producido;

d) la construccién de una cepa de biotransformacién que contenga un casete génico que comprenda todos o un
subgrupo de los genes suprimidos;

e) la suplementacion del intermediario del andlogo de la rapamicina al sobrenadante o aislamiento del cultivo como
en el paso c¢) a un cultivo de la cepa de biotransformacidn bajo condiciones adecuadas de biotransformacién

f) aislamiento opcional del andlogo de la rapamicina producido.
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Las cepas hospederas adecuadas para la construccién de la cepa de la biotransformacidn incluyen la cepa hospede-
ra nativa en la que el grupo de genes de la biosintesis de rapamicina ha sido suprimido, o sustancialmente suprimido o
inactivado, de modo tal que se elimine la sintesis del poliquétido, o una cepa hospedera heteréloga. Los métodos para
la expresion de casetes génicos que incluyen uno o una pluralidad de genes modificadores o genes de suministro de
precursor en hospederos heter6logos se describen en WO 01/79520. En este contexto, los hospederos heter6logos ade-
cuados para la biotransformacién de dicho intermediario del ligando del andlogo de FKBP incluyen, pero no se limitan
a, S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptony-
ces coelicolor, Streptomyces lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermiti-
lis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces
longisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis mediterranei, Escherichia
coli'y Actinoplanes sp. N902-109.

La estrecha relacidn estructural entre la rapamicina y FK506, FK520, FK523, “hyg”, meridamicina, antascomicina,
FK525 y tsukubamicina, entre otros, y las homologias establecidas entre los genes involucrados en la biosintesis de
rapamicina y FK506 y FK520 (vide supra), hacen obvia la aplicacién de los métodos de la presente invencion a
estos sistemas estrechamente relacionados. En otro aspecto, por tanto, la invencién incluye la construccién de cepas
por delecién de las cepas productoras de compuestos estrechamente relacionados, que incluyen pero no se limitan a
FK506, FK520, FK523, “hyg”, antascomicina, meridamicina, FK525 y tsukubamicina, que contengan una delecién
de un gen o deleciones de genes modificadores y/o de genes de suministro del precursor, y mas particularmente, que
incluyan pero no se limiten a, genes con funciones similares como rapK, rapl, raPQ, rapM, rapN/O, rapL y rapJ, y su
complementacién o complementacidon parcial con un gen o casete génico que comprenda todos o un subgrupo de los
genes homdlogos surpimidos, o sus homdélogos funcionales a partir de grupos de genes heterdlogos, que incluyen pero
no se limitan a rapK, rapl, rapQ, rapM, rapN/O, rapL y rap] para producir cepas recombinantes capaces de producir
andlogos de poliquétido que varien a partir del poliquétido de partida en la incorporacién de precursores alternativos
y/o el grado de la modificacién post-PKS. Ademds, la invencién proporciona un método de produccién de dichos
andlogos de poliquétido mediante el cultivo de dicha cepa hospedera recombinante, y el aislamiento de modo opcional
de los andlogos de poliquétido producidos.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para la produccién de cepas hospederas recombinantes ca-
paces de producir andlogos de ligandos de poliquétidos FKBP (distintos de la rapamicina) que varien a partir del
poliquétido de partida en la incorporacién de precursores alternativos y/o el grado de la modificacién post-PKS, lo que
incluye la construccién de una cepa por delecién gendmica en la cual todos o una porcion de los genes auxiliares han
sido eliminados, y su complementacién parcial mediante un casete génico que comprenda uno o la pluralidad de los
genes suprimidos y/o sus homélogos, y ademds, un método de producir dichos andlogos de poliquétidos mediante el
cultivo de dicha cepa hospedera recombinante, y opcionalmente el aislamiento de los andlogos de poliquétido produ-
cidos. Es bien conocido en la técnica que en la mayoria de los casos los genes auxiliares se co-localizan con los genes
de la poliquétido sintasa en un grupo de genes (Hopwood, 1997; Motamedi y Shafiee, 1998; Wu et al., 2000) y de
este modo se facilita la creacion de la cepa por delecion. Los genes auxiliares a ser suprimidos pueden o no formar
naturalmente una secuencia contlgua sin embargo, una vez que se ha creado la cepa por delecién, la complementacién
parcial mediante casetes génicos proporciona una estrategia expedita para la produccién de cepas recombinantes en las
que han sido suprimidos uno o varios de dichos genes. Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporcio-
na un método para la produccién combinatoria de cepas hospederas recombinantes capaces de producir andlogos de
ligandos de poliquétidos FKBP (distintos de la rapamicina) que varien a partir del poliquétido de partida en la incor-
poracién de precursores alternativos y/o el grado de la modificacién post-PKS, que comprendan la complementacién
parcial de dicha cepa por delecién gendmica mediante una libreria combinatoria de casetes génicos que comprenda
uno o varios de los genes suprimidos, y ademds, un método para producir dichos andlogos de poliquétidos mediante el
cultivo de dichas cepas hospederas recombinantes bajo condiciones adecuadas para la produccion de poliquétidos, y
opcionalmente el aislamiento de los andlogos de poliquétido producidos. En este contexto, una cepa celular hospedera
recombinante preferida es un procarionte, con mayor preferencia un actinomycete, con mayor preferencia atin, una
cepa seleccionada entre S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces
tsukubaensis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae,
Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces gri-
seofuscus, Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis
mediterranei o Actinoplanes sp. N902-109.

Los expertos en la técnica apreciardn que los métodos de la presente invencion pueden aplicarse a cepas hospede-
ras recombinantes en las que la poliquétido sintasa (PKS) ha sido alterada mediante ingenieria genética para expresar
una rapamicina modificada u otro andlogo de poliquétido. La literatura previa describe varios métodos para la produc-
cion de poliquétidos novedosos por delecion o inactivaciéon de dominios individuales (W093/13663, W(097/92358),
la construccién de poliquétido sintasas hibridas (WO98/01546, WO00/00618, WO00/01827) o la alteracién de la
especificidad de dominio mediante mutagénesis dirigida (W002/14482).

Es bien conocido en la técnica que los péptidos no ribosomales se biosintetizan por las Péptido Sintasas No Riboso-
males (NRPSs) a través de la condensacion por pasos de sucesivos bloques elementales aminoacidicos, en un proceso
andlogo al de la biosintesis de poliquétido (para una revisién, ver Marahiel et al., 1997; Schwarzer y Marahiel, 2001).
Es bien conocido que varios péptidos no ribosomales incluyen residuos de aminoacidos inusuales (modificados, ami-
noécidos proteinogénicos y/o aminodcidos no proteinogénicos) y acidos carboxilicos, cuyos genes de biosintesis se
encuentran colocalizados junto a los genes de la péptido sintasa no ribosomal en el grupo de genes de péptidos no
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ribosomales (Marahiel et al., 1997; Konz y Marahiel, 1999; Blanc et al., 1997). En varios casos, los productos pepti-
dicos no ribosomales que se liberan inicialmente de la NRPS se contindan modificando por un grupo de enzimas, que
incluyen, pero no se limitan a, glicosil transferasas, reductasas, de acilacién o de formacién de anillos heterociclicos
(Konz y Marahiel, 1999; Blanc et al., 1995). Estos incluyen los antibidticos cloroeremomicina, pristinamicina, vanco-
micina y bleomicina (Konz y Marahiel, 1999; Du et al., 2000). Los genes de estas enzimas post-NRPS se encuentran
también tipicamente colocalizados en el grupo de genes de biosintesis (Marahiel et al., 1997; Schwarzer y Marahiel,
2001). Por tanto, en un aspecto adicional, la invencion incluye un método para la produccién de andlogos de péptidos
no ribosomales, que varian a partir del péptido no ribosomal inicial en la incorporacién de aminoacidos precursores
alternativos y/o el grado de modificacidon post-NRPS, lo que comprende la construccién de una cepa por delecién
genémica en la que se han suprimido todos o una porcién de los genes que codifican para la sintesis del aminoacido
nativo precursor y/o las enzimas post-NRPS, y su complementacién parcial mediante un casete génico que comprende
uno o varios de los genes suprimidos y/o sus homdlogos, y, adicionalmente, un método para producir dichos andlogos
de péptidos no ribosomales mediante el cultivo de dicha cepa hospedera recombinante, y opcionalmente el aislamien-
to de los andlogos de péptidos no ribosomales producidos. Los genes de la biosintesis de precursor y post-NRPS que
se suprimen pueden o no formar de manera natural una secuencia contigua, sin embargo, una vez que se ha creado
la cepa por delecién, la complementacion parcial mediante casetes génicos proporciona una estrategia expedita para
la produccidén de cepas recombinantes en las que uno o una pluralidad de dichos genes se han suprimido. Por tanto,
en un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para la producciéon combinatoria de cepas hospederas
recombinantes capaces de producir andlogos de péptidos no ribosomales que varien del péptido no ribosomal inicial
en la incorporacioén de precursores alternativos y/o el grado de modificacion post-NRPS, lo que comprende la com-
plementacion parcial de dicha cepa por delecién gendmica mediante una librerfa combinatoria de casetes génicos que
comprenda uno o varios de los genes suprimidos, y, ademds, un método para la produccién de dichos andlogos de
péptidos no ribosomales mediante el cultivo de dichas cepas hospederas recombinantes bajo condiciones adecuadas
para la produccién de péptidos no ribosomales, y opcionalmente, el aislamiento de los andlogos de péptidos no riboso-
males producidos. En este contexto, una cepa celular hospedera recombinante preferida es un procarionte, con mayor
preferencia un actinomycete, con mayor preferencia atin, una cepa seleccionada entre S. hygroscopicus, S. hygros-
copicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces
lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis,
Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces
venezuelae, Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis mediterranei o Actinoplanes sp. N902-109.

Es bien conocido que muchos actinomycetes contienen multiples grupos de genes de biosintesis de diferentes me-
tabolitos secundarios, incluyendo poliquétidos y péptidos sintetizados de manera no ribosomal. Especificamente, se
ha demostrado que las cepas de S. hygroscopicus producen una variedad de poliquétidos y péptidos sintetizados de
manera no ribosomal, ademads de la rapamicina, FK506, FK520, FK523, meridamicina, FK525, antascomicina y tsu-
kubamicina. Estos incluyen, pero no se limitan a, elaiofilina, bialafos, higromicina, augustmicina, endomicina (A, B),
glebomicina, higroscopina, ossamicina y nigericina. Estos grupos de genes de biosintesis adicionales representan un
requerimiento competitivo de los precursores biosintéticos y una demanda metabdélica adicional en la cepa hospedera.
Con el objetivo de aumentar la produccién de la rapamicina deseada, o la de otros andlogos de poliquétidos, pudiera
ser, en consecuencia, ventajoso suprimir o inactivar cualquier otro grupo de genes de biosintesis presente en la cepa
hospedera. Los métodos para la delecién o inactivacion de los grupos de genes de biosintesis son bien conocidos en la
técnica.

En un aspecto adicional de esta clase, la invencién proporciona una metodologia de mutasintesis para la comple-
mentacion de cepas por delecion recombinantes.

En un aspecto adicional, las cepas de S. hygroscopicus de la presente invencién que contienen una delecion de
rapL pueden alimentarse con andlogos del aminodcido incorporado naturalmente, dcido L-pipec6lico, para producir
nuevos andlogos de la rapamicina en los que el residuo pipecolil se encuentra reemplazado. La literatura previa des-
cribe que un mutante rapL. puede complementarse mediante la adicién de dcido L-pipecdlico al cultivo (Khaw et al.,
1998). De modo semejante, se ha demostrado que se aislaron los andlogos de la rapamicina después de la adicién y la
incorporacién de andlogos del dcido L-pipecdlico, L-prolina, L-trans-4-hidroxiprolina, L-cis-4-hidroxiprolina, L-cis-
3-hidroxiprolina, dcido trans-3-aza-biciclo[3,1,0]hexano-2-carboxilico (W098/54308). Utilizando S. hygroscopicus
MG2-10 como cepa fondo para expresar genes o casetes génicos que codifiquen para pasos de modificacién post-PKS
que no incluyan a homélogos rapL o rapL, se genera una libreria de cepas de S. hygroscopicus, capaz de producir una
variedad de productos modificados al suplementarse con andlogos del dcido L-pipecélico. Los anédlogos adecuados
del 4cido L-pipecélico incluyen al 4cido pipecélico y la prolina sustituidos con alquilo, halo, hidroxi, y amino, y mas
particularmente, los andlogos de L-prolina, L-trans-4-hidroxiprolina, L-cis-4-hidroxiprolina, L-cis-3-hidroxiprolina,
dcido trans-3-aza-biciclo[3,1,0]hexano-2-carboxilico y dcido L pipecélico demostraron que catalizan el intercambio
de PP-ATP, determinado mediante una modificacién del método de Lipmann (Nielsen et al., 1991) que incluyen la L-
4-hidroxiprolina, 1-hidroxiprolina, 2-hidroxiprolina, 3-hidroxiprolina, trans-3-metil-L-prolina, cis-3-metilprolina, cis-
3-metil-DL-prolina, cis,trans-4-metilprolina, cis-4-metil-DL-prolina, trans-4-metil-DL-prolina, trans-4-aminoprolina,
cis-4-cloro-L-prolina, S5-iminoprolina clorhidrico, cis-5-metil-DL-prolina, 4cido (+)-piperazico, acido 5-cloropipecé-
lico, 4cido 5-hidroxipipecoélico, dcido cis-4-hidroxi-L-pipecodlico, dcido trans-4-hidroxi-D pipecdlico, dcido 4-hidro-
xiallopipecodlico, 4cido tiazolidina-4-carboxilico (Nielsen et al., 1991). Esta estrategia se encuentra ejemplificada en
el Ejemplo 7.
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Previamente ha sido descrita la produccién de un niimero limitado de andlogos novedosos de la rapamicina después
de afiadir andlogos estructurales cercanos de la unidad de partida natural dcido 4,5-dihidroxiciclohex- 1-enecarboxilico
a cultivos de S. hygroscopicus, y de este modo se ha demostrado que el médulo de carga de la poliquétido sintasa
de la rapamicina posee cierta flexibilidad con respecto al 4cido de partida (P.A.S. Lowden, disertacién de doctorado,
Universidad de Cambridge, 1997). Sin embargo, estos métodos conducen a la produccién de una mezcla de produc-
tos. En un aspecto adicional, la presente invencion incluye la produccién de andlogos de la rapamicina y de ligandos
de FKBP relacionados mediante la adicién a las cepas de la presente invencion de andlogos de la unidad de partida
naturalmente incorporada acido 4,5-dihidroxiciclohex-1-enecarboxilico para producir andlogos de la rapamicina que
incorporen unidades de partida alternativas que incluyen, pero no se limitan a, 4cido ciclohexano carboxilico, acido 3-
cis,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico, 4cido 1-ciclohexeno carboxilico, dcido 3-ciclohexeno carboxilico, acido
cicloheptano carboxilico, 4cido 2-norbomane carboxilico, dcido 3-hidroxiciclohexano carboxilico, dcido 4-hidroxici-
clohexano carboxilico, dcido 3-metilciclohexano carboxilico, acido 4-metilciclohexano carboxilico, dcido 3-(cis/trans)
metoxiciclohexano carboxilico, dcido 4-(cis/trans)metoxiciclohexano carboxilico, dcido 4-oxo ciclohexano carboxili-
co, dcido 3-fluoro-4-hidroxicarboxilico y dcido 4-fluoro-3-hidroxicarboxilico, dcido-6xido 3-ciclohexano carboxilico,
dcido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano carboxilico, dcido 3-cloro-4-hidroxicarboxilico y 4cido 4-cloro-3-hidroxicarboxi-
lico (y el par de diastereoisémeros opuestos), dcido ciclohexilpropiénico, dcido 4-ter-butilciclohexano carboxilico y
ésteres y sales simples de los mismos. Esta estrategia se ejemplifica en los Ejemplos 8, 19 y 20.

Ademéds, pueden afiadirse andlogos estructurales de los precursores de biosintesis de la unidad de partida del 4cido
4,5-dihidroxiciclohex-1-enecarboxilico (Lowden et al., 2001), lo que conduce a la produccién de andlogos novedosos
de la rapamicina que incorporen unidades de partida alternativas.

Sin embargo, estos métodos pueden conducir a la produccién de grupos de mezclas de productos; por tanto, la
presente invencién proporciona, ademds, un método para la eliminacién de la competencia entre las unidades de
partida producidas endégenamente y los andlogos de acido de partida alternativos que se afiaden con el objetivo de
aumentar la eficiencia de la produccién de andlogos novedosos de la rapamicina.

Con el objetivo de eliminar la competencia entre las unidades de partida naturales producidas endégenamente y
los andlogos de 4cidos de partida alternativos afiadidos, es preferible interrumpir la biosintesis de la unidad de partida
natural, 4cido 4,5-dihidroxiciclohex-1-enecarboxilico. Esto puede lograrse mediante la delecién o inactivacién de
uno o mds de los genes involucrados en la biosintesis de la unidad de partida natural 4cido 4,5-dihidroxiciclohex-1-
enecarboxilico a partir del 4cido siquimico (Lowden et al., 2001) o de la biosintesis del dcido siquimico en si misma.
En el segundo caso, pudiera ser necesario suplementar los cultivos con aminoécidos aromaticos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano). De modo alternativo, la produccién endégena de la unidad de partida natural 4dcido 4,5-dihidroxiciclohex-
1-eno carboxilico puede eliminarse mediante la adicién de un inhibidor quimico de la biosintesis del 4cido siquimico.
Tales inhibidores se encuentran bien descritos en la literatura.

En otro aspecto, la invencién hace uso del sorprendente descubrimiento de que rapK se encuentra involucrado en
el suministro del (de los) precursor(es) de biosintesis, p.e. la unidad de partida de la rapamicina, acido 4,5-dihidroxici-
clohex-1-eno carboxilico, y por tanto la delecién o inactivacién de rapK o un homélogo de rapK proporciona una cepa
en la que no existe competencia entre la unidad de partida natural y las unidades de partida no naturales aiadidas. En
otro aspecto, la invencién proporciona un método para la incorporacidn eficiente de los 4cidos afiadidos, que incluyen,
pero no se limitan a aquellos que se describen posteriormente.

Por lo tanto, en un aspecto de la invencion, el método comprende afiadir unidades de partida de la férmula

Ry ,COM
Ry

donde X =enlace o CH, y Ry, R, R3, Ry, Rs y R¢ pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente,
Cl, F, OH, SH, H, alquilo, CN, Br, R;, OR’, C(O)R; o HNR; donde R; es un alquilo C1-C4; R, yR;, R, y R4, Rs y
Rs5, Ry y Rg, Ry ¥y Rs, 0 R, y Rg pueden encontrarse unidos por un enlace, sea sustituido o no sustituido, metileno, un
enlace éter, un enlace thia o un enlace amino, R; y R,, R; y R; 0 R5 y R¢ pueden encontrarse juntos como una cetona;
siempre que no mas de 4 entre R, Ry, R3, Ry, Rs 0 R¢ sean CI; no mas de 2 entre R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R sean HNR;
no mas de 2 entre R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R sean SH y ambos grupos R de un carbono del anillo no sean OH.

R5Re

En una realizacion preferida, la unidad de partida no se selecciona del grupo que consta de: dcido ciclohexano
carboxilico, dcido 3-cis,4-trans-dihidroxiciclohexanocarboxilico, dcido cicloheptanocarboxilico y dcido 3-(cis/trans)-
metilciclohexano carboxilico.

En realizaciones preferidas: donde R;, R,, R3, R, Rs 0 R4 son una combinacién de F y sustitucién de OH, no mas

de 3 de R;-4 se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde R;, R, R;, Ry, Rs 0 R4 son una combinacién de Cl
y sustitucién de OH, no mas de 3 de R;-4 se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde cualesquiera dos de
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entre R;, R,, R;, Ry, R5 0 Rg son OH y cualesquiera dos grupos R en un carbono son F, los restantes son H. Donde dos
entre R;, Ry, R;, Ry, R5s 0 R¢ son Cl, los restantes son H. Donde dos entre R, R,, R;, R4, Rs 0 R¢ son Cl, que no estén
enlazados al mismo carbono, y otro R es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg¢
es alquilo y los restantes son H; el grupo alquilo debe tener una longitud lineal de no méas de 3 carbonos. Donde uno
de los siguientes Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 Rg es NHR, los restantes son H.

En realizaciones mucho més preferidas: donde dos de los siguientes R;, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg son OH y un tercer
grupo R es F, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R, R3, Ry, R5 0 Rg son F, los restantes son H. Donde
dos de los siguientes R;, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg son OH, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R3, Ry,
R5 0 R son OH y un tercer grupo R es Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R;, Ry, Rs 0 Ry
son F, y un tercer grupo R es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3;, Ry, Rs 0 R¢ es SH, los
restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg es SH y un segundo grupo R es OH (que no estén
enlazados al mismo carbono), los restantes son H.

En realizaciones ain mucho més preferidas: donde uno de entre R;, R,, R;, R,, R5 0 R¢ es F, los restantes son H.
Donde uno de los siguientes R;, Ry, R;, Ry, Rs 0 R¢ son Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes Ry, R,,
R;, Ry, Rs 0 Rg, son F y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son
H. Donde uno entre R;, R,, R;, Ry, R;s 0 R es Cl y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R¢ es alquilo y los restantes son H; el
grupo alquilo no debe contener mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno
de los siguientes R, R,, R;3, Ry, Rs 0 R4 es alquilo y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono) y los restantes son H; el grupo alquilo no debe contener mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no
maés de 3 carbonos.

Un aspecto adicional de la invencién incluye la adicién de unidades de partida de la férmula

Ry
Rzl ]

"R

donde X =enlace o CH, y Ry, Ry, R;, Ry, R5 y Rg pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente,
Cl, F, OH, SH, H, alquilo, CN, Br, R;, OR’, C(O)R; o HNR; donde R; es un alquilo C1-C4; R; y R;, R, y R4, R y
Rs, R, y Rg, Ry y Ry, 0 R, y R pueden encontrarse unidos por un enlace metileno, sea sustituido o no sustituido, un
enlace éter, un enlace tio, o un enlace amino, R; y R,, R; y R; 0 Rs y Ry pueden encontrarse unidos como una cetona;
siempre que no mas de 4 de R; R,, R3, Ry, Rs 0 R4 sean Cl; no mds de dos de los siguientes R;, R,, R3;, Ry, Rs 0 Rg
sean HNR;; no mds de 2 de Ry, Ry, R;, Ry, Rs 0 R sean SH y ambos grupos R enlazados al mismo carbono en el
anillo no sean OH.

COH

Re |

En una realizacidn preferida, la unidad de partida no se selecciona entre el grupo que consta de: dcido 1-ciclohexeno
carboxilico y 4cido 1-ciclohepteno carboxilico.

En realizaciones preferidas, donde R;, R, R;, Ry, Rs 0 R¢ son una combinacién de sustituciones de F y OH no
mas de 3 de R;-4 se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde R;, R,, R3, Ry, R5s 0 R¢ son una combinacién
de Cly sustituciéon de OH no mds de 3 de R,-¢ se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde cualesquiera de
entre R, Ry, R;, Ry, Rs 0 Rg son OH y dos de los grupos R restantes son F sobre el mismo carbono, los restantes son
H. Donde dos de entre R}, R,, R3, Ry, Rs 0 R4 son Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;, R,, R3, Ry,
R;5 0 R4 son CI, que no se encuentren enlazados al mismo carbono, y otro grupo R es OH, los restantes son H. Donde
uno de los siguientes Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 R¢ es alquilo y los restantes son H; el grupo alquilo debe tener una longitud
lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno de los siguientes Ry, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg es NHR5, los restantes son H.

En realizaciones mucho mas preferidas: donde dos de los siguientes Ry, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg son OH y un tercer
grupo R es F, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R3, R4, Rs 0 Rg son F, los restantes son H. Donde
dos de los siguientes R;, Ry, R;, Ry, R5 0 R¢ son OH, los restantes son H. Donde dos de los siguientes Ry, R,, R3, Ry,
Rs5 0 R¢ son OH y un tercer grupo R es CI, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, Rj3, Ry, R5s 0 Rg
son F, y un tercer grupo R es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3;, Ry, Rs 0 R¢ es SH, los
restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R4 es SH y un segundo grupo R es OH (que no estén
enlazados al mismo carbono), los restantes son H.

En realizaciones mucho mds preferidas ain: donde uno de los siguientes R;, R,, R3, Ry, R5 0 R4 es F, los restantes
son H. Donde dos entre R;, R,, R;, Ry, R5 0 R¢ son Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;. R, R3, Ry,
R;5 0 R¢, son F y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde
uno de los siguientes R, Ry, R3;, Ry, Rs 0 R¢ es Cl, un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R3;, Ry, Rs 0 R¢ es alquilo y los restantes son H; el
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grupo alquilo debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno
de los siguientes R, Ry, R3, Ry, Rs 0 Rg es alquilo y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no
mads de 3 carbonos.

Otro aspecto de la invencién incluye la adicién de unidades de partida de la férmula:

Ry
R:l ‘.
Ry

donde X = enlace o CH,, R, y R,, pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente, F, Cl, OH,
SH, H, CN, OR;, C(O)R;, o NHR; en los que R; es un alquilo C1-C4, R, y R, pueden también encontrarse juntos
formando una cetona, un grupo spirociclopropilo o con -OCH,-, -CH,0-, -SCH,- o -CH,S-; mds ain, R;, y pueden
ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente, F, Cl, Br, OR;, H o CN; siempre que ambos grupos R
enlazados al mismo carbono del anillo no sean OH.

En una realizacién preferida, la unidad de partida no debe ser dcido 5-cis-hidroxil-3-ciclohexeno carboxilico.

En realizaciones preferidas: Donde dos de los siguientes R;, R,, R3, o R, son F, los restantes son H. Donde uno
de los siguientes Ry, R,, R;, 0 Ry es Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, o R, es F y uno de los
siguientes R; o R, es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R; o R, es Cl y uno de los siguientes R,
o R, es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R; o R, es SH, los restantes son H. Donde uno de los
siguientes R, R,, R;, 0 Ry es alquilo y los restantes son H; el grupo alquilo debe contener no més de 4 carbonos y
tener una longitud lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno de los siguientes R; o R4 es alquilo y R; o R, es OH,
los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no mas de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no mas de 3
carbonos.

En una realizacién mucho més preferida, donde uno de los siguientes R;, R,, R3;, o R, es F, los restantes son H.
Donde uno de los siguientes R;, R,, R;, o R, es CI, los restantes son H.

Otro aspecto de la invencién comprende la adicién de unidades de partida de la férmula

Ry Ry

Ra COH

donde Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 R4 pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente, Cl, F, OH, SH, H,
alquil, CN, Br, R7, OR7, C(O)R7 (6] HNR7 donde R7 es un alquilo Cl-C4, R] y R;, R2 y R4, R3 y R5, R4 y R67 R] y R5,
o R, y Ry pueden encontrarse unidos por un enlace, sea sustituido o no sustituido, metileno, un enlace éter, un enlace
thia o un enlace amino, R; y R; 0 Rs y R4 R¢ pueden encontrarse unidos como una cetona; siempre que los grupos R
que se originan del mismo carbono del anillo no sean OH.

En realizaciones preferidas: donde dos de R;, Ry, R;, R4, Rs 0 R4 son F, los restantes son H. Donde dos de los
siguientes R, R,, R3;, Ry, R5s 0 R¢ son OH, los restantes son H. Donde dos de los siguientes Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 R¢ son
OH, y un tercer grupo R es F, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R;, Ry, Rs 0 R¢ son OH, y un
tercer grupo R es Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, Rj3, R4, Rs 0 R¢ son F y un tercer grupo
R es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, Rs 0 R¢ es Br, los restantes son H. Donde
uno de los siguientes Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 R¢ es Br y un segundo grupo R es OH, los restantes son H.

En realizaciones mds preferidas: Donde uno de los siguientes R, R,, R3, Ry, Rs 0 Ry es F, los restantes son H.
Donde uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, R5s 0 R4 es Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R;,
R4, Rs 0 Rg es F y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde
uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, Rs 0 Rg es Cl y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes Ry, R,, R;, Ry, R5 0 R¢ es SH, los restantes son H. Donde
uno de Ry, Ry, R;, Ry, Rs 0 Rg es SH y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los
restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, Rj, Ry, R5 0 Rg es alquilo y los restantes son H; el grupo alquilo
debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno de los siguientes
Ri, Ry, R;3, Ry, Rs 0 Rg alquilo y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes
son H; y el grupo alquilo debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no més de 3 carbonos.
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Otro aspecto de la invencidn incluye adicionar unidades de partida de la férmula
Ra Ry

Rs OxH

donde Ry, R,, R3, Ry, Rs 0 R4 pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente, Cl, F, OH, SH, H,
alquilo, CN; Br, R;, OR;, C(O)R; 0 HNR; donde R; es un alquilo C1-C4; R; y R;, R, y Ry, R; y R5, R, y Rg, Ry y Rs,
o R, y R¢ pueden encontrarse unidos por un enlace metileno, sea sustituido o no sustituido, un enlace éter, un enlace
tio o un enlace amino, R; y Ry 0 Rs y R¢ pueden encontrarse unidos como una cetona; siempre que ambos grupos R
que se originan del mismo carbono del anillo no sean OH.

En realizaciones preferidas: donde R, R,, R3, Ry, R5 0 R4 son una combinacién de sustituciones de F y OH no
mds de 3 de R,-4 estdn sustituidos y los restantes son H. Donde R, R,, R;, Ry, Rs 0 R¢ son una combinacién of Cl y
sustitucion de OH no mas de 3 de R,-¢ estdn sustituidos y los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;, R,, Rs,
R4, R5s 0 Rg son OH y dos de los grupos R restantes unidos al mismo carbono son F, los restantes son H. Donde dos de
los siguientes Ry, Ry, R;, Ry, Rs 0 R4 son Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R3, Ry, Rs 0 Ry
son Cl (que no estén enlazados al mismo carbono) y un tercer grupo R es OH, los restantes son H. Donde uno de los
siguientes R}, Ry, R;, Ry, R5 0 Rg es alquilo y los restantes son H; el grupo alquilo debe tener una longitud lineal de
no mas de 3 carbonos. Donde dos de los siguientes R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R4 son SH, los restantes son H. Donde uno de
los siguientes R;, R,, R3, Ry, Rs 0 Rg es HNR, los restantes son H.

En realizaciones mds preferidas: Donde dos de los siguientes R, Ry, R3;, Ry, Rs 0 R¢ son F, los restantes son H.
Donde dos de los siguientes R, R,, R3, R4, R5 0 Rg son OH, los restantes son H. Donde dos de los siguientes Ry, R,,
R;3, R4, Rs 0 Rg son OH y un tercer grupo R es F, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;” R,, R3, Ry, Rs 0
Rs son OH y un tercer grupo R es Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;” R,, R3, Ry, Rs 0 Rg son F, y
un tercer grupo R es OH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3;, Ry, Rs 0 R¢ es Br, los restantes
son H. Donde uno de Ry, R,, R;, Ry, Rs 0 R¢ es Br y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, R5 0 R¢ es SH, los restantes son H. Donde
uno de los siguientes R;, Ry, R;, Ry, Rs 0 R¢ es SH y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H.

En realizaciones mds preferidas: Donde uno de los siguientes R, R,, R3, Ry, Rs 0 Ry es F, los restantes son H.
Donde uno de los siguientes R, R,, R;, Ry, R5s 0 Rg es Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R;,
R4, Rs 0 Rg es F y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde
uno de los siguientes Ry, R,, R;, Ry, Rs 0 R es Cl y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R3, Ry, Rs 0 R¢ es alquilo y los restantes son H; el
grupo alquilo debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no mds de 3 carbonos. Donde uno
de los siguientes R, R,, R;3, Ry, Rs 0 R4 es alquilo y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo
carbono), los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no mas de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no
mads de 3 carbonos.

Otro aspecto de la invencién incluye la adicién de unidades de partida de la férmula

Rz Ry

R COH
Ry

donde R, y R, pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente F, Cl, OH, SH, H, CN, OR,, C
(O)R;, 0o NHR; en los que R; es un alquilo C1-C4, R; y R, pueden encontrarse juntos en forma de una cetona, un
grupo spirociclopropilo o con -OCH,-, -CH,O-, -SCH,- o -CH,S-; més atin, R;, y R, pueden ser iguales o diferentes y
pueden ser, de modo independiente, F, Cl, Br, OR;, H o CN; siempre que ambos grupos R enlazados al mismo carbono
del anillo no sean OH.

En realizaciones preferidas: Donde uno de los siguientes R;, R,, R; y R, es F, los restantes son H. Donde uno de
los siguientes Ry, Ry, R; y R, es Cl, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R; y Ry es F y un segundo
grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,,
R; y Ry es Cl y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde
uno de los siguientes R, R,, R; y R, es SH, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R, R,, R3 y R, es alquil,
los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no més de 3
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carbonos. Donde uno de los siguientes R, Ry, R; y R, es alquilo y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados
al mismo carbono), los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no méas de 4 carbonos y tener una longitud
lineal de no mds de 3 carbonos. Donde dos de los siguientes R;, R,, R; y R, son F, los restantes son H.

Otro aspecto de la invencion incluye la adiciéon de unidades de partida de la férmula

Ry
Ry COMH

RS
3R‘Rs

donde X = enlace o CH,; y R, R,, R3, R, 0 Rs pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente,
Cl, F, OH, SH, H, alquil, CN, Br, R;, OR;, C(O)R; o HNR; donde R; es un alquilo C1-C4, R, y R;, R, y Ry, pueden
encontrarse juntos formando una cetona o enlazados, ya sea de modo sustituido o no sustituido, como enlace metileno,
enlace éter, enlace tio o enlace amino donde R; y R, o R; y R, se encuentran enlazados como grupo spiro-ciclopropilo
o con -OCH,- o -CH,0- o -SCH,- o -CH,S-, Rs puede ser F, CL, OR;, H o CN; siempre que no mds de dos de los
siguientes R, R,, R;3, R, 0 R5 sean SH y que ambos grupos R enlazados al mismo carbono del anillo no sean OH.

En realizaciones preferidas: donde R, R,, R3;, Ry 0 Rs son una combinacién de F y OH no més de 3 de R, R,, Rs,
R, o0 Rs se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde R;, R,, R;, R, 0 Rs son una combinacién de Cl y OH,
no mds de 3 de R;-5 se encuentran sustituidos y los restantes son H. Donde R, R,, R3, R, 0 R5 son una combinacién
de dos OH (que no se encuentren enlazados al mismo carbono) y dos F enlazados al mismo carbono, los restantes son
H. Donde dos de los siguientes R, R,, R3, Ry 0 Rs son Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;, R,, Rj,
R, 0 Rs son Cl (que no estén enlazados al mismo carbono) y un tercer grupo R es OH, los restantes son H. Donde uno
de los siguientes R, R,, R3;, R, 0 R es alquil, los restantes son H; y el grupo alquilo debe tener una longitud lineal de
no mas de 3 carbonos. Donde dos de los siguientes R;, R,, R3;, Ry 0 R5 son SH, los restantes son H. Donde uno de los
siguientes R;, Ry, R;, R, 0 Rs es NHR;, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R,, R;, R, 0 R5 es SH,
los restantes son H.

En realizaciones mucho mds preferidas: donde uno de los siguientes R, R,, R3, R, 0 Rs es OH, los restantes son
H. Donde uno de los siguientes R;, R, R;, Ry 0 Rs es F, los restantes son H. Donde uno de los siguientes R;, R;, R;,
R, 0 Rs es Cl, los restantes son H. Donde uno de R, R,, R;, R, 0 R5 es F y un segundo grupo R es OH (que no estén
enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de Ry, R,, R;, R; 0 Rs es Cl y un segundo grupo R es
OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de R, R,, R;, R, 0 Rs es SH y un
segundo grupo es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de R;” R,, R;, Ry 0
R; es alquilo, los restantes son H; y el grupo alquilo no debe contener mds de 4 carbonos y tener una longitud lineal
de no mas de 3 carbonos. Donde uno de los siguientes Ry, R, R3, R, 0 Rs es alquilo y un segundo grupo R es OH (que
no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H; y el grupo alquilo debe contener no méds de 4 carbonos y
tener una longitud lineal de no méds de 3 carbonos. Donde dos de los siguientes R;, R,, R3;, R; 0 Rs son F, los restantes
son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R3;, Ry 0 R5 son OH, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R,
R, R;, Ry 0 Rs son OH y un tercer grupo R es F, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R;, R,, R3;, R, o
Rs5 son OH y un tercer grupo R es Cl, los restantes son H. Donde dos de los siguientes R, R,, R;, R, 0 Rs son F y un
tercer grupo R es OH, los restantes son H.

Otro aspecto de la invencion incluye el suministro de unidades de partida de la férmula

Ry CO,H
Ro*™
& e‘

R$

donde Ry, Ry, R; y Ry pueden ser iguales o diferentes y pueden ser, de modo independiente, CI, F, OH, SH, H, alquilo,
CN, Br, R;, OR7, C(O)R; o HNR;, donde R; es un alquilo C1-C4, R, y R, o R; y R, pueden encontrarse juntos en
forma de una cetona, siempre que dos grupos R enlazados al mismo carbono no sean ambos OH.

En realizaciones preferidas: donde uno de R, R,, R; o R, es F, los restantes son H. Donde uno de R, R,, R; o Ry
es Cl, los restantes son H. Donde uno de R, R,, R; 0 R, es Br, los restantes son H. Donde uno de R;, R,, R; o R, es
OH, los restantes son H. Donde uno de R, R,, R; 0 R4 es F y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al
mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de R;, R,, R; 0 R, es Cl y un segundo grupo R es OH (que no estén
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enlazados al mismo carbono), los restantes son H. Donde uno de R;, R,, R; 0 R, es SH, los restantes son H. Donde
uno de Ry, R,, R; 0 R, es SH y un segundo grupo R es OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes
son H. Donde uno de R;, R,, R; o R, es alquilo, los restantes son H; y el grupo alquilo no debe contener mas de 4
carbonos y tener una longitud lineal de no més de 3 carbonos. Donde uno de R;, Ry, R; 0 R, es alquilo y un segundo
grupo R OH (que no estén enlazados al mismo carbono), los restantes son H; y el grupo alquilo no debe contener mas
de 4 carbonos y tener una longitud lineal de no més de 3 carbonos. Donde dos de R, Ry, R; 0 R, son F, los restantes
son H. Donde dos R, R,, R; 0 R, son OH, los restantes son H. Donde dos de R;, R,, R; 0 R, son OH y un tercer grupo
R es F, los restantes son H. Donde dos de R;, R,, R; 0 R, son OH y un tercer grupo R es R es Cl, los restantes son H.
Donde dos de Ry, R,, R; 0 R, son F y un tercer grupo R es OH, los restantes son H.

En una realizacién preferida, la presente invencion proporciona un método para la incorporacion eficiente de: dcido
2-norbornano carboxilico; acido 2-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido 3-(cis/trans)-hidroxiciclohexano
carboxilico; acido 4-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido 2-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico; aci-
do 4-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico; dcido 3-(cis/trans)-metoxiciclohexano carboxilico; dcido 4-(cis/trans)-
metoxiciclohexano carboxilico; dcido 4-oxociclohexano carboxilico; dcido etilo 2-oxociclohexano carboxilico; acido
4-trans-n-pentylciclohexano carboxilico; dcido 2-trans-aminociclohexano carboxilico; dcido 4-cis-aminociclohexano
carboxilico; 4cido 4-(cis/trans)-aminometilciclohexano carboxilico; dcido ciclopentano carboxilico; dcido ciclobutano
carboxilico; dcido 1-metilciclohexano carboxilico; dcido 3-trans-hidroxi-4-cis-fluorociclohexano carboxilico y &ci-
do 4-trans-hidroxi-3-cis-fluorociclohexano carboxilico; dcido 3-cis-hidroxi-4-trans-fluorociclohexano carboxilico y
acido 4-cis-hidroxi-3-trans-fluorociclohexano carboxilico; acido 3-cis-hidroxi-4-trans-clorociclohexano carboxilico
y 4cido 4-cis-hidroxi-3-trans-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-trans-hidroxi-4-cis-clorociclohexano carboxili-
co y acido 4-trans-hidroxi-3-cis-clorociclohexano carboxilico; 4dcido 3-trans-ciclohexeneoxide carboxilico; dcido 3-
cis-ciclohexeneoxide carboxilico; acido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano carboxilico y 4cido 3,4-trans-dihidroxiciclohe-
xano carboxilico; 4cido ciclohexanoacético; dcido ciclohexanopropiénico o dcido 4-cis/trans-terc-butilciclohexano
carboxilico o ésteres simples o sales de los mismos en andlogos de ligandos de FKBP por una cepa en la que se
ha eliminado o inactivado rapK o un homoélogo de rapK. En una realizacién mds preferida, la presente invencién
proporciona un método para la incorporacién eficiente de: acido 3-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido
4-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido 3-(cis/trans)-metoxiciclohexano carboxilico; dcido 4-(cis/trans)-
metoxicicohexano carboxilico; acido 4-oxo ciclohexano carboxilico; acido ciclobutano carboxilico; dcido 3-trans-
hidroxi-4-cis-fluorociclohexano carboxilico y dcido 4-trans-hidroxi-3-cis-fluorociclohexano carboxilico; dcido 3-cis-
hidroxi-4-trans-fluorociclohexano carboxilico y acido 4-cis-hidroxi-3-trans-fluorociclohexano carboxilico; dcido 3-
cis-hidroxi-4-trans-clorociclohexano carboxilico y dcido 4-cis-hidroxi-3-trans-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-
trans-hidroxi-4-cis-clorociclohexano carboxilico y dcido 4-trans-hidroxi-3-cis-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-
trans-ciclohexeneoxide carboxilico; dcido 3-cis-ciclohexeneoxide carboxilico; dcido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano car-
boxilico y dcido 3,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico; dcido ciclohexanopropidnico; dcido 4-cis/trans-ter-butil-
ciclohexano carboxilico o ésteres simples o sales de los mismos en andlogos de ligandos de FKBP por cepas en las
que se ha eliminado o inactivado rapK o un homdlogo de rapK.

En una realizacion especifica de la presente invencién las unidades de partidas suministradas no son dcido ci-
clohexano carboxilico, dcido 3-cis,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico, dcido 1-ciclohexeno carboxilico, acido
3-ciclohexeno carboxilico, 4cido cicloheptano carboxilico, dcido 3-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico, dcido 4-
(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico, dcido 1-ciclohepteno carboxilico ni dcido 5-cis-hidroxil-3-ciclohexeno car-
boxilico.

Las cepas que se utilizan en las realizaciones descritas anteriormente se seleccionan entre el grupo que com-
prende: Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491, Actinoplanes sp. N902-109 FERM BP-
3832, Streptomyces sp. AA6554, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6475 ATCC 14891, Streptomy-
ces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6678 ATCC 55087, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA
6674, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC55276, Streptomyces hygroscopicus subsp. ascomyceticus
ATCC14891, Streptomyces tsukubaensis N0.9993 FERM BP-927, Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaen-
sis, Streptomyces sp. DSM 4137, Streptomyces sp. DSM 7348, Micromonospora n.sp. A92-306401 DSM 8429, Step-
tomyces sp. MA 6858 ATCC55098, Steptomyces sp.MA6848. En una realizacion preferida dicha cepa se selecciona
entre el grupo que consta de: Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491, Actinoplanes sp. N902-
109 FERM BP-3832, Streptomyces sp. AA6554, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6475 ATCC
14891, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6678 ATCC 55087, Streptomyces hygroscopicus var. as-
comyceticus MA 6674, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC 55276, Streptomyces hygroscopicus
subsp. ascomyceticus ATCC 14891, Streptomyces tsukubaensis N0.9993 FERM BP-927, Streptomyces hygroscopi-
cus subsp. yakushimaensis, Streptomyces sp. DSM 4137, Streptomyces sp. DSM 7348, Micromonospora n.sp. A92-
306401 DSM 8429 o Streptomyces sp. MA 6858 ATCC 55098. En una realizacién mucho mas preferida, la cepa es el
productor de rapamicina S.hygroscopicus subsp. hygroscopicus.

En los métodos para la incorporacién eficiente de los dcidos carboxilicos suministrados descritos anteriormente,
los compuestos producidos son andlogos de los ligandos de FKBP como se describe en el presente documento, por
ejemplo, pero sin limitarse a: rapamicina, FK506, FK520, FK523, FK525, antascomicina, meridamicina y tsukuba-
micina. En una realizacion preferida, los compuestos producidos son los andlogos de la rapamicina, FK506 o FK520.
En una realizacién mucho mas preferida, los compuestos producidos son andlogos de la rapamicina; estos compuestos
corresponden a la Férmula IT o Férmula III como se describen posteriormente.
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De modo adicional, los métodos antes descritos pueden ser utilizados para generar andlogos de novedosos FK506
y FK520 que corresponden a la Férmula I siguiente:

Formula I
5
10
15
20 Ry
£
WL
25
30 Rs=0OH
Rg=H, OH, halo, tiol, alquilo
35 R, = H, alquilo, halo, hidroxil, tiol
R; = H, alquilo, halo, hidroxil, tiol
40 R, = H, alquiol, halo, hidroxil, tiol

Rs = OMe, Me o H
Ry = OMe, Me o H
45 R, = CH,CH; o CH,CH = CH,
Z = ceto o CH,
X=X’ =enlace; X =enlace y X’ = CH,, S, O 0 X = CH,, S, O, unidad ciclopropil fusionada y X’ = enlace

50
En una realizacién preferida,

S NS |
< T
Ry= Rg Ry or Re

-
]

60 donde Ry = OH y Ry = H, OH, halo, alquilo o tiol.

En una realizacién ain mas preferida
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Ry,
“‘Q
donde Ry = OH y Ry = halo.

Ry

FK520 = : % donde Ry = 4-trans-OH, Ry = 3-cis-OCH;, y R, =R; =R, = H, X = CH,, X’ = enlace, Z =
ceto, Rs = Ry = OCH; y R; = CH,CH;

Ry

FKS06 “RQ_O\
- donde Ry = 4-trans-OH, Ry = 3-cis-OCH;, y R, =R; =R, = H, X = CH,, X’ = enlace, Z =

ceto, Rs =Ry = OCH; y R; = CH,CH = CH,

Asi, por ejemplo, la cepa recombinante S. hygroscopicus MG2-10 puede cultivarse en presencia de dcido ciclohe-
xano carboxilico para producir 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina (Ejemplo 12). Puede
observarse por los expertos en la técnica que los homélogos de rapK en otros grupos de biosintesis que codifican para
ligandos FKBP, que incluyen, pero no se limitan a, FK506, FK520, FK523, FK525, meridamicina, tsukubamicina, an-
tascomicina y “hyg” pueden eliminarse o inactivados para permitir un suministro eficiente de los acidos carboxilicos
que constituyen la unidad de partida, que conduce a la produccién de andlogos novedosos.

En otro aspecto, las cepas de S. hygroscopicus de la invencién (incluyendo rapL o los homdélogos de rapL o
sin incluir rapL o los homélogos de rapL y/o incluyendo rapK o los homélogos de rapK o sin incluir rapK o los
homélogos de rapK) pueden alimentarse con andlogos del dcido L-pipecdlico, como se describe anteriormente, en
combinacién con andlogos de la unidad de partida natural, dcido 4,5-dihidroxiciclohex-1-enecarboxilico, como se
describe anteriormente, para producir andlogos de la rapamicina en los que ambos, la unidad de partida y el residuo
pipecolil han sido remplazados. Esta estrategia se ejemplifica en los Ejemplos 10, 11y 12.

La presente invencidn proporciona un proceso para la produccién de andlogos de ligandos de FKBP con variacién
en el grado de modificacién post-PKS y/o en el que el residuo de dcido pipecdlico ha sido reemplazado, y opcio-
nalmente el residuo de dcido 4,5-dihidroxiciclohex-1-eno carboxilico ha sido reemplazado. Este proceso comprendel
paso de eliminar o inactivar uno o mas genes en la célula hospedera del microorganismo involucrada en la produccién
del compuesto precursor, dcido L-pipecélico y/o dcido 4,5-dihidroxicylohex-1-eno carboxilico, requeridos en la bio-
sintesis del molde rapamicina poliquétido/NRPS y/o en su subsiguiente modificacién post-PKS, de modo de suprimir
la produccién del producto natural. El proceso comprende ademds la transformacion de las células hospederas del
microorganismo con acidos nucleicos que codifican para los genes modificadores del poliquétido para restablecer la
produccion de poliquétido, cultivar las células hospederas transformadas bajo condiciones adecuadas para la produc-
cién de poliquétido y opcionalmente el aislamiento de los andlogos de rapamicina de los poliquétidos producidos.

La presente invencién proporciona un proceso para la produccién de andlogos de ligandos de FKBP que inclu-
yen, pero no se limitan a, FK506, FK520, FK523, FK525, tsukubamicina, antascomicina, meridamicina e “hyg”, con
variacién en el grado de modificacién post-PKS y/o en el que el residuo de aminoécido se ha reemplazado, y opcio-
nalmente la unidad de partida se ha reemplazado. Este proceso comprendel paso de eliminar o inactivar uno o mas
genes en las células hospederas del microorganismo involucradas en la produccién del residuo de aminoécido y/o los
precursores de la unidad de partida, requeridos en la biosintesis del molde poliquétido/NRPS y/o en su modificacién
post-PKS subsiguiente, de modo de suprimir la produccién del producto natural. El proceso comprende ademads la
transformacion de las células hospederas del microorganismo con los 4cidos nucleicos que codifican para los genes
modificadores del poliquétido para restablecer la produccién de poliquétido, cultivar las células hospederas transfor-
madas bajo condiciones adecuadas para la produccién de poliquétido y opcionalmente el aislamiento de los andlogos
de poliquétido producidos.

También proporcionamos andlogos novedosos de los ligandos de FKBP: 31-desmetoxi-FK520, 31-desmetoxi-
31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK520, 31-desmetoxi-31-trans-
hidroxi-32-trans-hidroxi-FK52D, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-FK520, 31-O-desmetil-FK520, 31-desmetoxi-31-me-
til-FK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-FK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-FK520, 31-desme-
toxi-31-fluoro-FK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-FK520, 31-desmetoxi-31-cloro-FK520, 31-O-desme-
til-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 29-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-FK520, 9-deoxo-31-desme-
toxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK520, 9-deoxo-
31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-FK520, 9-deoxo-31-
O-desmetil-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-FK520,
9-deoxo0-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-FK520, 9-deoxo-31-O-
desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cloro-FK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehi-
droxi-32-terc-butil-FK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 9-deoxo-
29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK520, 30-desmetoxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-
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cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmeto-
xi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-pro-
lil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-prolil-FK520, 30-O-desme-
til-31-dehidroxi-31-fluoro-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-clo-
ro-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-prolil-FK520, 30-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK520, 28-
de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-
norbornil)-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-
hidroxi-prolil-FK520,-8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-
30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-0O-desmetil-31-dehidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-
O-desmetil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-
metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluo-
roprolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-pro-
lil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxici-
clohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbor-
nil)-prolil-FK520, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-
prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-
31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-3-hi-
droxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidro-
xi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidro-
xi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-
prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohe-
xil-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-
hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hi-
droxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-pro-
lil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desme-
til-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-0O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-
30-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-31-hidroxi-prolil-FK520, 8-deo-
x0-30-O-desmetil-31-dehidroxi-3 1-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-
hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deo-
x0-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-deE(3-metoxi-
4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-des-
metoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidro-
xi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520,
30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-pro-
1i1-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-
FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-
FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hi-
droxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidro-
xi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-4-hidroxi-
prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-me-
til-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-des-
metoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-bu-
til-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 31-desmeto-
xi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxitrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-des-
metoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-trans-3-bici-
clo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi 31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520, 31-desmetoxi-31-fluo-
ro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-
31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ci-
clohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520,
9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-
hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-
32-dehidroxi-32-metiltrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo
[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-
32-cloro-trans-3-bicylo[3.1.0.]JFK520. 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.JFK520, 9-deoxo-31-O-
desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-
(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-nor-
bornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.] FK520.
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También proporcionamos los siguientes andlogos de FK520: 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-
PK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK520, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK520,
31-desmetoxi-31-metil-FK520, 31-desmetoxi-31-fluoro-FK520, 31-desmetoxi-31-cloro-FK520, 31-O-desmetil-
32-dehidroxi-32-terc-butil-FK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 29-de(3-
metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-
FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-
trans-hidroxi-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-FK520, 9-deoxo-
31-desmetoxi-31-cloro-FK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK520, 9-deoxo-29-de(3-meto-
xi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-29-(hidroxi-
norbornil)-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-
hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-profil-
FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cloroprolil-FK520, 30-desmetil-31-dehidroxi-31-
terc-butil-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hi-
droxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-des-
metoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-
O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-prolil-FK520, 8-deo-
x0-30-desmetoxi-30-cloro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK520, 8-deo-
x0-28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-
ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-prolil-FK520, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidro-
xi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-
desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-
FK520, 30-O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-
dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-des-
metoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-des-
metoxi-30-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK520, 28-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohe-
xil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidro-
xi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-pro-
lil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-0O-desmetil-3-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-
hidroxi-prolil-FK520,8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desme-
toxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-bu-
til-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmeto-
xi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-pro-
lil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desme-
toxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desme-
til-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-
31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-profyl-FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-
dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hi-
droxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-
30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-
prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmeto-
xi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluo-
ro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-de-
hidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deo-
x0-30-O-desmetil-31-dehidroxi-3 1-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-
28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbor-
nil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hi-
droxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-
desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-bici-
clo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-3 1-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520,
31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluorotrans-3-
biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-clo-
ro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidro-
xi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-
biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-
deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-
biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-
31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidro-

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 296 063 T3

xi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-0O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-
metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metiltrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-
deoxo-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520, 9-deoxo-31-
desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetilo 32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-biciclo
[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxicicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.JFK520,
9-deox0-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520.

También proporcionamos los siguientes andlogos novedosos de FK520: 31-desmetoxi-31-metil-FK520, 31-des-
metoxi-31-fluoro-FK520, 31-desmetoxi-31-cloro-FK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK520, 29-de(3-
metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-nor-
bornil)-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-FK520, 9-deoxo-31-des-
metoxi-31-cloro-FK520, 9-deoxo-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hi-
droxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbor-
nil)-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-pro-
lil-FK520, 30-desmetil-31-dehidroxi-31-ter-butil-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-ci-
cloheptil)-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-
hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-
30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK520,
8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-
30-metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-de-
hidroxi-31-fluoro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoroprolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-31-cloro-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-prolil-FK520, B-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-
terc-butil-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK520, 8-deo-
x0-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil) prolil-FK520, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-FK520,
30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-
3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-
dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-
FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hi-
droxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidro-
xi-prolyhFK520, 30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-prolil-FK520 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidro-
xi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-me-
toxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-3-hidro-
xi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desme-
toxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidro-
xi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-3-
hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deo-
x0-30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-
FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-
terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-
prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK520, 30-des-
metoxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmeto-
xi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-
prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-des-
metoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-des-
metil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desme-
til-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-desmetoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 30-O-desmetil-
31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil )-4-
hidroxi-prolil-FK520, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-
30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-
prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmeto-
xi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-propyl-
FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-
deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluo-
ro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-de-
hidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deo-
x0-30-0O-desmetil-31-dehidroxi-3 1-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-
28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbor-
nil)-4-hidroxi-prolil-FK520, 31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hi-
droxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-
desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-bici-
clo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0,]JFK520, 31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520,
31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-
biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-clo-
ro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 31-O-desmetil-32-dehidro-
xi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520,
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9-deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520, 9-deo-
x0-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehi-
droxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0]FK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-
31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK520,9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-2-metiltrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-
deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-
desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo
[3.1.0.]JFK520, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520,
9-deox0-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-cydohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK520.

También proporcionamos los siguientes andlogos de FK506: 31-desmetoxi-FK506, 31-desmetoxi-31-cis-hi-
droxi-32-trans-hidroxi-FK506, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK506, 31-desmetoxi-31-trans-hidro-
xi-32-trans-hidroxi-FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-FK506, 31-O-desmetil-FK506, 31-desmetoxi-31-metil-
FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-FK506, 31-desmeto-
xi-31-fluoro-FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-FK506, 31-desmetoxi-31-cloro-FK506, 31-O-desme-
til-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 29-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-FK506, 9-deoxo-31-desme-
toxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK506, 9-deoxo-
31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-FK506, 9-deoxo-31-
O-desmetil-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-FK506,
9-deoxo0-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-FK506, 9-deoxo-31-O-
desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cloro-FK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehi-
droxi-32-terc-butil-FK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 9-deoxo-
29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 30-desmetoxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmeto-
xi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-pro-
lil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-prolil-FK506, 30-O-desme-
til-31-dehidroxi-31-fluoro-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-clo-
ro-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK506, 28-
de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)28-(hidroxi-
norbornil)-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-
hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-
30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-
O-desmetil-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-
metil-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluo-
roprolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-pro-
lil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxici-
clohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbor-
nil)-prolil-FK506, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-
prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-
31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-3-hi-
droxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidro-
xi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-
prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3 hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-prolil-
FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-
(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-
prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-
trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506,
8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-3-hi-
droxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desme-
til-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, §-deo-
x0-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-3-hidro-
xi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-meto-
xi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohe-
xil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hi-
droxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506,
30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-pro-
lil-FK506, 30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-
31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-
desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-des-
metoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK506, 28-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cyc)oheptil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohe-
xil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolyhFK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidro-
xi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-pro-
lil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-0O-desmetil-4-hidroxi-prolil-
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FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-
hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desme-
toxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-bu-
til-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-
FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 31-desmeto-
xi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxitrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-des-
metoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-trans-3-bici-
clo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-
3-biciclo[3.1.0.]FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506.31-desmetoxi-31-fluo-
ro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-
31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 29-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ci-
clohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506,
9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-
hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-
32-dehidroxi-32-metiltrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo
[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-3 1-fluoro-trans-3-bicydo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-
32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cloro-trans-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-
desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-
(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-nor-
bornil)-trans-3-biciclo[3.9.0.]FK506.

También proporcionamos los siguientes andlogos de FK506: 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-
FK506, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK506, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK506,
31-desmetoxi-31-metil-FK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohe-
xil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 9-deoxo-
31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-FK506,
9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK506, 9-deo-
x0-31-0-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-ci-
cloheptil)-FK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmeto-
xi-30-trans-hidroxi-3 1-trans-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-31-terc-butil-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 28-de(3-meto-
xi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-pro-
1il-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidro-
xi-31-trans-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidro-
xi-31-terc-butil-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK506,
8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-prolil-FK506, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-
FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-
hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-des-
metil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidro-
xi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluo-
ro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-
3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-
3-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 28-
de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidro-
xi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deo-
x0-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-
trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-0O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-
O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-des-
metil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-pro-
lil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-clo-
ro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-des-
metil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-
cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-
prolil-FK506, 30-desmetoxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-pro-
lil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-
trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxiprolil-FK506, 30-O-desmetil-4-hidro-
xi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-
prolil-FK506, 30-O-desmetit-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-pro-
lil-FK506, 3DO-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-
FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-
(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-
prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-
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trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506,
8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehi-
droxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-
hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-des-
metil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-
deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-4-
hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidro-
xi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.JFK506, 31-des-
metoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-
desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-
metiltrans-3-bicylo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desme-
til-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-
Odesmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506,
31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506. 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-
(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-cydohexil)-29-(hidroxinorbornil)-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidro-
xi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-bi-
ciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deo-
x0-31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-bicydo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506,
9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-
desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-0O-desmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo
[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidro-
xi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506. 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo
[3.1.0.]JFK506.

También proporcionamos los siguientes andlogos de FK506: 31-desmetoxi-31-metil-FK506, 31-O-desmetil-
32-dehidroxi-32-terc-butil-FK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-FK506, 29-de(3-
metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-FK506, 9-deoxo-31-0O-
desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-FK506. 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-
FK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-pro-
lil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-
cicloheptil)-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-
metil-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-tert butil-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hi-
droxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-
norbornil)-prolil-FK506, 30-desmetoxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hi-
droxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxiprolil-FK506, 30-desmetoxi-30-trans-hi-
droxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desme-
til-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-
3-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-3-
hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-3-hi-
droxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ci-
clohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbor-
nil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-3-hidroxi-
prolil-FK506,8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-3 1 -trans-hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-des-
metil-31-dehidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmeto-
xi-30-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-metil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deo-
x0-30-0O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-fluoro-3-hidroxi-prolil-
FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-
hidroxi-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-0O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deo-
x0-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-
4-hidroxiciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-3-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-des-
metoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidro-
xi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehi-
droxi-4-hidroxiprolil-FK506, 30-O-desmetil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK506,
30-O-desmetil-31-dehidroxi-3 1-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-pro-
lil-FK506, 30-desmetoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-
FK506, 30-desmetoxi-30-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-terc-butil-4-hidroxi-prolil-
FK506, 28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 28-de(3-metoxi-4-hi-
droxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-31-hidroxi-4-hidroxi-prolil-
FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-cis-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-
cis-hidroxi-31-cis-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-trans-hidroxi-31-trans-hidroxi-4-hidro-
xi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-0-desmetil-31-dehidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-4-hidroxi-
prolil-FK506, 8-deoxo-30-desmetoxi-30-metil-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-me-
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til-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-des-
metoxi-30-fluoro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-cloro-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-
deoxo-30-desmetoxi-30-cloro-3-hidroxi-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-30-O-desmetil-31-dehidroxi-31-tert bu-
til-4-hidroxi-prolil-FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-cicloheptil)-4-hidroxi-prolil-
FK506, 8-deoxo-28-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-28-(hidroxi-norbornil)-4-hidroxi-prolil-FK506, 31-desmeto-
xi-trans-3-biciclo[3.1.0]JFK506, 31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.10]FK506, 31-des-
metoxi-31-cis-hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-
trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-trans-3-bici-
clo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-31-metiltrans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-metil-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK506, 31-desmetoxi-31-fluo-
ro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-Odesmetil-32-dehidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-desmetoxi-
31-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 29-de
(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ci-
clohexil)-29-(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506,
9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-cis-
hidroxi-32-cis-hidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JPK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-trans-hidroxi-32-trans-hidroxi-trans-
3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-
trans-3-biciclo[3.1.0.]FK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desme-
til-32-dehidroxi-32-metil-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-fluoro-trans-3-bi-
ciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-fluoro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-O-desmetil-32-de-
hidroxi-32-cloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-31-desmetoxi-31-chloro-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-
deoxo-31-O-desmetil-32-dehidroxi-32-terc-butyl-trans-3-biciclo[3.1.0.]JFK506, 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-
ciclohexil)-29-(hidroxi-cicloheptil)-trans-3-biciclo[3.1.0.JFK506. 9-deoxo-29-de(3-metoxi-4-hidroxi-ciclohexil)-29-
(hidroxi-norbornil)-trans-3-biciclo[3.1.0.]FK506.

También proporcionamos:

A: Compuestos de la férmula:

donde:
Res
x = enlace o CHR,;, 0 -CHR;-x-CHR;- es
Ry
Ry
RIS = Rip 7R /61313
17
A B ¢

O O Ce O

Ry
D

R1 = OH, OCH,
R2 = H, OH, OCH,

R3 =H, OH, CH;, F, Cl, OCH;
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R4 =H, OH, CH;, F, Cl

R5=H, OH
R6 =H, OH
R7=H
R8 = H, ceto
R9 =H, ceto
R10=H
R11=H
R13=H
R14=H

R16 = OH, OCH;
R17=H,0OH,CL Fy

y = enlace, CH,

con la salvedad de que los compuestos no incluyen lo siguiente:

i) donde R; = OCHj; en combinacion con R, = H, R;s = C, Ri¢ = cis-3-OH, R}; = trans-4-OH, Rs =H, R¢c = H, R,
=H,Ry=H,Ry =H,R;,=H, R;; =H, x=CHR;

ii) donde R; = OH en combinacién con R, = OCH;, R;s = C, R4 = cis-3-OH, R,; = trans-4-OH, Rs = H, R = H,
R7 = H, Rg, Rg = ceto, RIO = H, Rll = H, X = CHR”,

iii) donde R; = OH en combinacién con R, = OH, R,5 = C, R4 = cis-3-OCH;, R; = trans-4-OH, Rs = H, R = H,
R7 = H, Rg,Rg =ceto, RIO = H, Rll = H, X = CHR”;

iv) donde R; = OH en combinacién con R, = H, R;5 = C, R} = cis-3-OCHj, R; = trans-4-OH, Rs =H, Rs = H, R,
= H, Rg,R9 = ceto, RIO = H, R11 = H, X = CHR”,

v) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = H, R;5s = C, R = cis-3-OH, R; = trans-4-OH, Rs = H, R = H, R,
= H, Rg,Rg = CetO, R]O = H, Rl] = H, X = CHR”;

vi) donde R, = OCH; en combinacién con R, = H, R;5s = C, R;4 = cis-3-OCHj;, R|; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ = H,
R;=H,Rs=H,Ry=H, R, =H, R;; =H, x=CHRy;

vii) excepto donde R; = OCH; en combinacién con R, = OH, R5 = C, Rjs = cis-3-OCHj;, R;; = trans-4-OH, R;s =
H,Rs=H,R; =H,R; =H,Ry=H,R;y =H,R;; =H, x =CHR;;

viii) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = OCH;, R;5 = C, R = cis-3-OCH;, R; = trans-4-OH, Rs = H, R,
=H,R;=H,Ry=H,Ry=H,R;, =H, R;; =H, x=CHR;;

ix) donde R; = OH en combinacién con R, = OCH3;, R;5 = C, R = cis-3-OCH3;, R;; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ =
H, R7 = H, Rg, Rg = ceto, RlO = H, Rll = H, X = CHR“,

x) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = OH, R;5 = C; R = cis-3-OCH3;, R; = trans-4-OH, Rs = H, R; = H,
R7 = H, Rg, R9 b CetO, R]() . H, Rl] = H, X= CHR”;

xi) donde R, = OCH; en combinacién con R, = H, R;5s = C, R;4 = cis-3-OCHj;, R|; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ = H,
R7 = H, Rg, Rg = ceto, RIO = H, Rll = H, X = CHR”,

xii) donde R; = OCH; en combinacién con R, = OCH;, R;5 = C, Rj4 = cis-3-OH, R,; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ =
H, R7 H, Rg, Rg = ceto, Rl() = H, R“ = H, X = CHRH,

xiii) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = H, R;5 = C, Rj4 = cis-3-OCHj;, Ry; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ =
H,R,=H, Ry =H, Ry =H, R;; = H, x = enlace;
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xiv) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = OCHj;, Ri5 = C, Rj4 = cis-3-OCH3;, R 7 = trans-4-OH, R5; = H, R,
=H,R;,=H,Ry =H, Ry =H, R,y = H, x = enlace;

xv) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = OH, R;5s = C, Rj¢ = cis-3-OCH3;, R; = trans-4-OH, Rs = H, R =
H, R; = H, Rg, Ry = ceto, R,y = H, x = enlace;

xvi) donde R; = OCHj; en combinacién con R, = H, R;5 = C, R = cis-3-OCH;, R;; = trans-4-OH, Rs = H, R¢ =
H, R; = H, R, Ry = ceto, R,y = H, x = enlace;

xvii) donde R, = OCHj; en combinacién con R, =OCH;, R;s=C,R;s=H,R;;=0H,Rs =H, Ry, =H, R; =H, R;,
Rg = ceto, RlO = H, Rll = H, X= CHRll,

Ry

5‘#& ;Ru
xviii) donde -CHR;4-x-CHR5 es y Ry = H, Rj; = H, Ry, = H, en combinacién con R; = OCH;, R, =
OCH@, R15 = C, RI6 = CiS-3-OCH3, R]7 = tl‘ans-4-OH, R7 = H, R87 Rg = ceto, R]O = H,

xix) donde R;s = G, R = cis-3-OCHj;, R,; = trans-4-OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCH;, R, = H, R;
= H, R6 = OH, R7 = H, Rll = H, X= enlace, RS’ Rg = ceto, RlO = H;

xx) donde R;5 = G, R; = H, R, = trans-OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;, Rs = H, R4 =
H, R7 = H, Rll = H, X= CHR[], Rg, R9 = ceto, RIO =H

xxi) donde Ri5 = G, R; = H, R, = OH, y = CH, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;; Rs =H, Rg =H, R,
= H, R11 = H, X = CHR“, Rg, Rg = ceto, RIO =H

xxii) donde R;s = G, R; = cis-OH, R, = H, y = enlace, en combinacién con R, = OCH;, R, = OCH;, Rs = H, R¢ =
H, R7 = H, Rll = H, X = CHR]], Rg, Rg = ceto, RIO =H

xxiii) donde R;s = G, R; = CH;, R, = OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCHj;, R, = OCH;, Rs = H, R¢ =
H, R7 = H, R1| = H, X = CHR]], Rg, RL) = CetO, RIO = H

xxiv) donde R;5 = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; =OH, R, =OH, Rs =H,R¢ =H, R; = H,
Ry =H,x=CHR;;,Rg =Ry =H,R;y =H

xxv) donde R;s = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;, Rs =H, Rg =H, R,
=H,R;;=H,x=CHR,;,Rs =Ry =H,R;, =H

xxvi) donde R;5 = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OH, R, = OCH;, Rs =H,R¢ =H, R, =
H, Rll = H, X = CHR“, Rg = Rg =H, RIO = H

xxvii) donde R;5 = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R, = OH, R, =H,Rs =H, R¢ =H, R; = H,
Ry =H,x=CHR,;,Rg =Ry =H,R;; =H;

xxviii) donde R;s = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OH, R, = OCH;, Rs = H, Rg =H, R,
= H, Rll = H, X = CHR]], Rg, Rg = ceto, RIO =H

xxix) donde R;5 = G, R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R, = OCH;, R, =H, Rs =H, Rg =H, R; =
H, R“ = H, X = CHR“, Rg,Rg = ceto, RIO =H

B. Compuestos segiin la férmula siguiente

donde
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Rl = OH, OCH3
Rz = H, OH, OCH3

R3 = H, OH, CH3, OCH3

R, = H, OH

R,=H

R, = H, OH

R,=H

Rg =H, ceto

Ry = H, ceto

Ro=H

Ry

x = enlace, CH, 0-CHR¢-x-CHR;- es R%R“
R;;=H

R,=H

R,=H

y = enlace, CH,
con la salvedad de que los compuestos no incluyan lo siguiente:

i) donde R; = H, R, = trans-OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;, Rs =H, R¢ =H, R; =H,
X = CHz, Rg,Rg = ceto, RIO =H

ii) donde R; = H, R, = OH, y = CH, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;, Rs =H,R¢=H,R; =H, x =
CHz, Rg,Rg = ceto, RIO =H

iii) donde R; = cis-OH, R, = H, y = enlace, en combinacién con R, = OCH;, R, = OCH;, Rs =H, Rg =H, R; = H,
X= CHz, Rg,Rg = ceto, RIO =H

iv) donde R; = CHj;, R, = OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCH;, R, = OCH;, Rs =H, Rg =H, R; =H, x
= CHz, Rg,Rg = ceto, RIO =H

v) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R, = OH, R, = OH, Rs; =H, R¢ =H, R, =H, x = CH,, Ry
= Rg = H, Rl() =H

vi) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OCH;, R, =OCH;, Rs =H,R¢ =H,R; =H, x =
CHz, Rg = Rg = H, RIO = H

vii) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OH, R, = OCH;, Rs =H,R¢ =H, R, =H, x =
CHz, Rg = R9 = H, R]() = H

viii) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OH, R, =H, Rs =H, R =H, R; = H, x = CH,,
Rg =Ry =H,Rjy =H;

ix) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OH, R, = OCH;, Rs = H, R¢ = H, R; = H, x = CH,,
Rg,Rg = ceto, R]() =H

x) donde R; = H, R, = OH, y = CH,, en combinacién con R; = OCH;, R, =H, Rs =H, R¢ =H, R; = H, x = CH,,
Rg,Rg = ceto, R]() =H

xi) donde R; = OCHj;, Ry = OH, y = enlace, en combinacién con R; = OCH;, R, =H, Rs =H, R¢ =OH, R; = H, x
=enlace, Rg,Rg =ceto, R, = H
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Ry

A
xii) donde -CHR¢-x-CHR;5- es y Ry = H, R;3 = H, Ry, = H, en combinacién con R; = OCH;, R, =
OCH3, R3 = OCH3, R4 = OH, R7 = H, Rg, R9 = CetO, RIO =H

xiii) donde R; = OCH; en combinacién con R, = H, R; = OCH;, R, =OH,R; =H,Rs =H,R;, =H,R; =H, Ry =
H, R,, = H, x = enlace, y = enlace

xiv) donde R; = OCH; en combinacién con R, = OCH;, R; = OCH;, R, = OH, Rs =H, Rg =H, R; =H, Ry = H,
Ry =H, R, = H, x = enlace, y = enlace

xv) donde R, = OCH; en combinacién con R, = OH, R; = OCH;, R, = OH, Rs = H, R, = H, R; = H, Rg,Ry = ceto,
Ry = H, x = enlace, y = enlace

XVi) donde Rl = OCH3 en combinacion con R2 = H, R3 = OCH3, R4 = OH, R5 = H, R6 = H, R7 = H, Rg,Rg = ceto,
R,y = H, x = enlace, y = enlace

xvii) donde R, =OCH;,R, =H,R; =OH, R, =0OH, Ry =H, Ry =H
xviii) donde R; = OCH;, R, =H, R; =OCH;, R, =0OH,Rs=H, Ry =H
xix) donde R, = OCH;, R, = H, R; = OH, R, = OH, Rg4,R¢ = ceto

xx) donde R, = OH, R, = OH, R; = OCH;, R, = OH, Rg,R, = ceto

xxi) donde R, = OCH;, R, = OCH;, R; = OH, R, = OH, Rg,Ry = ceto
xxii) donde R; = OCH;, R, = OH, R; = OCH;, R, = OH, Rg,Ry = ceto

XXlll) donde Rl = OCH3, R2 = OCHg, R3 = OCH3, R4 = OH, Rg = H, Rg =H

C. Un compuesto seleccionado entre el grupo que consta de: 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-des-
metilo rapamicina (prerapamicina), 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina, 16-O-des-
metil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-27-O-des-
metil-39-O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetilo rapamicina, 27-O-desmetil-39-O-des-
metilo rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetilo rapamicina 9-deoxo-39-O-desmetilo rapamicina, 8-deoxo-15-O-des-
metil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina (preprolilrapamicina), 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-
38-0O-desmetil-prolilrapamicina, 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-26-desmeto-
xi-38-0-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-0-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-15-O-desme-
til-26-desmetoxi-prolil rapamicina, 15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina, 8-deoxo-26-O-
desmetil-38-O-desmetil-prolil rapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolil rapamicina, 15-O-desme-
til-38-O-desmetil-prolil rapamicina, 15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolil rapamicina, 15-O-desmetil-26-desmeto-
xi-prolil rapamicina, 26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolil rapamicina, 26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolil rapami-
cina, 8-deoxo-15-O-desmetil-prolil rapamicina, 8-deoxo-26-O-desmetil-prolil rapamicina, 8-deoxo-38-O-desme-
til-prolil rapamicina, 15-Odesmetil-prolil rapamicina, 38-O-desmetil-prolil rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-
desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desme-
til-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-16-O-desme-
til-39-desmetoxi-rapamicina, 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-27-O-desmetil-39-
desmetoxi-rapamicina, 16-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina, 27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina, 27-O-des-
metil-39-desmetoxi-rapamicina, 9-deoxo-39-desmetoxi-rapamicina, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-des-
metoxi-prolil rapamicina, §-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 15-O-desmetil-
26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 8-deoxo-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolil rapamicina8-deoxo-15-
O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina,15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 8-deoxo-
26-0O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 15-O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 26-desmetoxi-38-
desmetoxi-prolil rapamicina, 26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolil rapamicina, 8-deoxo-38-desmetoxi-prolil rapami-
cina, 38-desmetoxi-prolil rapamicina, 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxici-
clohexil)-36-(hidroxiciclohexenil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hi-
droxiciclohexil)-36-(dihidroxi ciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-
trans-hidroxiciclohexil)-36-(hidroxinorbornil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-meto-
xi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-metil-4-hidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-
de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(4-metilo hidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-
desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-fluoro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-hidroxi-4-fluorociclohexil) rapamici-
na, 9-deoxo-16-0-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-Metoxi-4-transhidroxiciclohexil)-36-(3-chloro-4-hidroxiciclo-
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hexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-hidro-
xi-4-chlorociclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclo-
hexil)-36-(3-cis-4-cis-dihidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-
trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-trans-9-trans-dihidroxiciclohexil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-
39-0O-desmetilo rapamicina, 9-deoxo-16-0O-desmetil-270-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-
(hidroxiciclohexenil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohe-
xil)-36-(hidroxinorbornil) rapamicina, 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxici-
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clohexil)-36-(4-metil hidroxiciclohexil) rapamicina.

En una realizacién especifica, la presente invencion describe métodos para producir y, de manera opcional, aislar

los siguientes compuestos (Figura 10, Figura 11, Figura 12, Figura 13, y Figuras 14, 15, 16 y Figura 17):

TABLA II

Compuesto no: | Nombre:

1. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina)
2. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

3. 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina

4. 9-deoxo-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina

5. 9-deoxo-16-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

6. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina

7. 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

8. 9-deoxo-27-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

9. 9-deoxo-16-0-desmetil-27-0O-desmetilo rapamicina

10. 16-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

11. 16-O-desmetil-27-O-desmetilo rapamicina

12, 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina

13. 27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina

14. 27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

15. 9-deoxo-16-O-desmetilo rapamicina

16. 9-deoxo-27-desmetoxi-rapamicina

17. 9-deoxo-27-0O-desmetilo rapamicina

18. 9-deox0-39-O-desmetilo rapamicina

19. 9-deoxo rapamicina
20. 16-O-desmetilo rapamicina

21. 27-O-desmetilo rapamicina
22. 27-desmetoxi-rapamicina

23. 39-O-desmetilo rapamicina

24, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolifrapamicina (preprolilrapamicina)
25. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-0-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina
26. 15-0O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina
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27. 8-deoxo-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolifrapamicina

28. 8-deoxo-15-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

29. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-prolilrapamicina

30. 15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

31. 8-deoxo-26-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

32. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolilrapamicina

33. 15-O-desmetil-38-O-desmetil-prolifrapamicina

34. 15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolilrapamicina

35. 15-O-desmetil-26-desmetoxi-prolilrapamicina

36. 26-desmetoxi-38-O-desmethyt-prolilrapamicina

37. 26-0-desmetil-38-O-desmetil-prolifrapamicina

38. 8-deoxo-15-O-desmetil-prolilrapamicina

39. 8-deoxo-26-desmetoxi-prolilrapamicina

40. 8-deoxo-26-O-desmetil-prolilrapamicina

41. 8-deoxo-38-O-desmetil-prolilrapamicina

42, 8-deoxo-prolilrapamicina

43. 15-O-desmetil-prolilrapamicina

44, 26-0O-desmetil-prolilrapamicina

45. 26-desmetoxi-prolilrapamicina

46. 38-O-desmetil-prolilrapamicina

47. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina

48. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

49. 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina

50. 9-deoxo-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina

51. 9-deoxo-16-0O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

52. 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

53. 9-deoxo-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

54, 16-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

55. 27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina

56. 27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina

57. 9-deoxo-39-desmetoxi-rapamicina

58. 39-O-desmetoxi-rapamicina

59. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina

60. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina

61. 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina

62. 8-deoxo-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina

63. 8-deoxo-15-O-desmetil-38-desmetoxi-proliirapamicina

64. 15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina

65. 8-deoxo-26-0O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina

66. 15-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina

67. 26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina

68. 26-0-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina

69. 8-deoxo-38-desmetoxi-prolilrapamicina

70. 38-desmetoxi-prolilrapamicina

71. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil - 36-
(hidroxiciclohexenil) rapamicina

72. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil }- 36-
(dihidroxi ciclohexil) rapamicina

73. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(hidroxinorbomil) rapamicina

74. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-metil-
4-hidroxiciclohexil) rapamicina

75. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(4-
metilo hidroxiciclohexil) rapamicina

76. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
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fluoro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina

77. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxicydohexil)- 36+(3-
hidroxi-4-fluorociclohexil) rapamicina

78. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
chloro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina

79. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
hidroxi-4-chlorociclohexil) rapamicina

80. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil}- 36-(3-cis-4-
cis-dihidroxiciclohexil) rapamicina

81. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
trans-4-trans-dihidroxiciclohexil) rapamicina

82. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

83. 9-deoxo-16-O-desmetil-270-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(hidroxiciclohexenil) rapamicina

84. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(hidroxinorbomyl) rapamicina

85. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(4~
metilo hidroxiciclohexil) rapamicina

86. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil }- 36-
(hidroxicicloheptil) rapamicina

87. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis--metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-

(hidroxicloheptil) rapamicina

También proporcionamos los siguientes andlogos novedosos de la rapamicina:

TABLA III

Compuesto no:

Nombre:

1. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxil-27-desmetoxil rapamicina (prerapamicina)
2. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetit-39-0O-desmetil-rapamicina

3. 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina

5. 9-deoxo-16-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

6. 9-deoxo-16-0-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina

7. 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

8. 9-deoxo-27-0-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

9. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetilo rapamicina

14, 27-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina

15. g-deoxo-16-0O-desmetilo rapamicina

18. 9-deoxo-39-O-desmetil-rapamyan

24, 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina (preprolilrapamicina)
25 8-deoxo-15-0-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desmetil-profilrapamicina
26. 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina

27. 8-deoxo-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina

28. 8-deoxo-15-0O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

29. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-desmetoxi-prolilrapamicina

30. 15-O-desmetil-26-O-desmetil-38-O-desmetif-prolifrapamicina

31. 8-deoxo-26-0O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamiciha

32. 8-deoxo-15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolilrapamicina

33. 15-O-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

34. 15-O-desmetil-26-O-desmetil-prolilrapamicina

385. 15-O-desmetil-26-desmetoxi-prolilrapamicina

36. 26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina

37. 26-0-desmetil-38-O-desmetil-prolilrapamicina

38. 8-deoxo-15-O-desmetil-proliirapamicina

40. 8-deoxo-26-0O-desmetil-prolilrapamicina

41. 8-deoxo-38-O-desmetil-prolilrapamicina

43, 45-O-desmetil-prolilrapamicina
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46. 38-0O-desmetil-prolilrapamicina
47. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina
48. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
49, 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina
50. 9-deoxo-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina
51. 9-deoxo-16-0-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
52. 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
53. 9-deoxo-27-0-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
54. 16-0O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
55. 27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina
56. 27-0O-desmetil-39-desmetoxi-rapamicina
57. 9-deoxo-39-desmetoxi-rapamicina
59. 8-deoxo-15-0O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina
60. 8-deoxo-15-0O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
61. 15-O-desmetil-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina
62. 8-deoxo-26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina
63. 8-deoxo-15-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
64. 15-0O-desmetil-26-O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
65. 8-deoxo-26-0O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
66. 15-0-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
67. 26-desmetoxi-38-desmetoxi-prolilrapamicina
68. 26-0O-desmetil-38-desmetoxi-prolilrapamicina
69. 8-deoxo-38-desmetoxi-prolilrapamicina
‘1 70. 38-desmetoxi-prolilrapamicina
71. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil}- 36-
(hidroxiciclohexenil) rapamicina
72. 9-deoxo-16-0-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(dihidroxi ciclohexil) rapamicina
73. 9-deoxo-16-0-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(hidroxinorbomil) rapamicina .
74. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexii}-36-(3-
' metil-4-hidroxiciclohexil) rapamicina
75. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(4-
metilo hidroxiciclohexil) rapamicina
76. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil}- 36-(3-
fluoro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina
77. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil )-36-(3-
hidroxi-4-fluorociclohexil) rapamicina
78. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)-36-(3-
chloro-4-hidroxiciclohexil) rapamicina
79. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
hidroxi-4-chlorociclohexil) rapamicina
80. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil}- 36-(3-
cis-4-cis-dihidroxiciclohexil) rapamicina
81. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(3-
trans-4-trans-dihidroxiciclohexil) rapamicina
82. 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina
83. 9-deoxo0-16-O-desmetil-27 O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-
(hidroxiciclohexenil) rapamicina
84. 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil - 36--
(hidroxinorbornil) rapamicina _
85. 9-deoxo-16-0-desmetil-27-O-desmetil-36-de(3-cis-metoxi-4-trans-hidroxiciclohexil)- 36-(4-

metilo hidroxiciclohexil) rapamicina
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También proporcionamos andlogos novedosos de la rapamicina de

Férmula II:

CHR,,
donde x = enlace o CHR;, 0 -CHR;4-x-CHR5- es R’-"\c/ 5' /Rl4

y =enlace o CHR,
Rl = OH, OCH3

R, =H, OH, OCH;,

/

R; = H, residuo OH, OCHj, alquil-, halo-, amino-, tiol-

R, = H, residuo OH, OCHj, alquil-, halo-, amino-, tiol-

R5 = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
Ry = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R; = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
RsRy==0O0H,H

R, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R;; = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R,; = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-

R, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-

39
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También proporcionamos andlogos novedosos de la rapamicina de

Foérmula III:

donde:

CHR"

x = enlace o CHR;;, o -CHR4-x-CHR;- es RB\ / \ /R14

R, = OH, OCH;

R, =H, OH, OCH;,

Rs = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R4 = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R, = H, residuo alquil-, halo-; hidroxi-
Rs,Ry==0O0H,H

R,y = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
R, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
Ry; = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-

Ry, = H, residuo alquil-, halo-, hidroxi-
Rz Rq7
o /@R /(\/'/lR |V Ris /)Rw \$R1G l /R-?s
‘ hd & 16, Riz , Rez Riz , =Rz

Riz
R16 = OH
R,; = H, OH, halo-, tiol-, alquil-

Los andlogos novedosos de la rapamicina resultan eficaces de manera directa, y como moldes para la semisintesis

o bioconversién posterior para producir compuestos ttiles, como inmunosupresores, agentes antiflingicos, agentes
anticancerigenos, agentes neurodegenerativos o agentes para el tratamiento de la soriasis, la artritis reumatoide, la
fibrosis y otras enfermedades neuroproliferativas.
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Por lo tanto, también revelamos el uso de los andlogos de ligandos de FKBP en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento del cdncer, el tratamiento de infecciones fingicas, el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
inflamatorias, proliferativas e hiperproliferativas, o el mantenimiento de la inmunosupresion.

Un experto en la técnica serd capaz, mediante experimentacion rutinaria, de determinar la capacidad de estos
compuestos de inhibir el crecimiento de los hongos (e.g. Baker, H., et al., 1978; NCCLS Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing for yeasts: Approved standard M27-A, 17(9). 1997), y, por ejemplo, pero
sin limitacién, de emplear los métodos descritos en el Ejemplo 19. Ademads, un experto en la técnica seria capaz de
determinar, mediante experimentacion rutinaria, la capacidad de estos compuestos de inhibir el crecimiento de células
tumorales, por ejemplo, pero sin limitacién, mediante el empleo de los métodos descritos en el Ejemplo 19 (ver también
Dudkin, L, et al., 2001; Yu et al. 2001). Los compuestos revelados anteriormente resultan ttiles para la induccién de
inmunosupresioén y, por tanto, se relacionan con métodos de induccién profilactica o terapéutica de induccién de
supresion del sistema inmune de un humano o animal para el tratamiento o prevencion del rechazo de 6rganos o
tejidos trasplantados, el tratamiento de enfermedades autoinmunes, inflamatorias, proliferativas e hiperproliferativas
(los ejemplos incluyen, pero no se limitan de manera inclusiva a las enfermedades autoinmunes, la diabetes tipo I, el
rechazo agudo o crénico de un trasplante de érgano o tejido, el asma, los tumores, o los desérdenes hiperprolificos, la
soriasis, el eczema, la artritis reumatoide, la fibrosis, las alergias, y las alergias relacionadas con los alimentos). Dichos
ensayos son bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, pero sin limitacién: Actividad inmunosupresora
- Warner, LM., et al., 1992, Kahan et al. (1991) & Kahan & Camardo, 2001); Alotrasplantes - Fishbein, T.M., et al.,
2002, Kirchner et al. 2000; Auntoinmune/Inflamatoria/Asma - Carlson, R.P. et al., 1993, Powell, N. et al., 2001;
Diabetes I - Rabinovitch, A. et al., 2002; Soriasis - Reitamo, S. et al., 2001; Artritis reumatoide - Foey, A., et al.,
2002; Fibrosis - Zhu, J. et al., 1999, Jain, S., et al., 2001, Gregory et al. 1993.

La capacidad de los compuestos revelados anteriormente de inducir inmunosupresion puede demostrarse en prue-
bas estandar empleadas con este propdsito, por ejemplo, pero sin limitacién, empleando los métodos descritos en el
ejemplo 19. Los compuestos resultan utiles en relacion con los mecanismos antifibréticos, neurorregenerativos y anti-
angiogénicos, un experto en la técnica seria capaz, mediante experimentacion rutinaria, de determinar la capacidad de
estos compuestos de prevenir la angiogénesis (p. e. Guba, M., et al., 2002,). Un experto en la técnica podria, mediante
experimentacidn rutinaria, determinar la utilidad de estos compuestos (p. e. Morice, M.C., et al., 2002). Ademads, un
experto en la técnica podria, mediante experimentacion rutinaria, determinar la capacidad neurorregenerativa de estos
compuestos (e.g. Myckatyn, T.M., et al., 2002, Steiner et al. 1997).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Estructura de la rapamicina, las secciones a la izquierda de la linea representan el dominio de unién y las
de la derecha indican el dominio efector.

Figura 2 Estructura de la rapamicina (A), FK-520 (C) y meridamicina (D).

Figura 3 Mapa plasmidico de pMGS55, un vector de doble recombinacion con seleccién positiva para RpsL y en T
para conjugacion.

Figura 4 Un diagrama de flujo mostrando la estrategia de clonaje para el aislamiento de pMAG144-16 para crear
MG2-10.

Figura 5 Revisién de los casetes génicos

Figura 6 Estructura de 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-0-desmetilo rapamicina
Figura 7 Estructura de 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetil prolilrapamicina
Figura 8 Estructura de 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi rapamicina
Figura 9 Estructura de 16-O-desmetil-27-desmetoxi rapamicina

Figura 10 Estructuras de compuestos 1, 2,4, 5,6, 8,9, 15,16, 17, 18 y 19

Figura 11. Estructuras de compuestos 3, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 20, 21, 22 y 23

Figura 12 Estructuras de compuestos 24, 25, 27, 28, 29, 31, 32, 38, 39,40, 41 y 42
Figura 13 Estructuras de compuestos 26, 30, 33, 34, 35, 36, 37, 43, 44,45,y 46

Figura 14 Estructuras de compuestos 47, 48, 50, 51, 53 y 57

Figura 15 Estructuras de compuestos 49, 52, 54, 55, 56, y 58

Figura 16 Estructura de compuestos 61, 64, 66, 67, 68,y 70
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Figura 17 Estructura de compuestos 59, 60, 62, 63, 65,y 69
Figura 18 Coherencia HMBC de enlaces multiple heteronuclear de la prerapamicina
Figura 19 Coherencia HMQC cudntica multiple heteronuclear de la prerapamicina

Figura 20 Espectroscopia de correlaciéon (COSY) de la prerapamicina indicada por medio de las flechas continuas,
espectroscopia de correlacion total (TOCSY) de la prerapamicina indicada por medio de las flechas de puntos.

Figura 21 Correcciones en la secuencia de ADN de rapN, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
1) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 91764-92978) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 2).

Figura 22 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RapN, la secuencia corregida se muestra encima (SEC.
ID. NO: 3) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 4).

Figura 23 Correcciones en la secuencia de ADN de rapM, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
5) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 92992-93945 complemento) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 6).

Figura 24 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RapM, la secuencia corregida se muestra encima (SEC.
ID. NO: 7) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 8).

Figura 25 Correcciones en la secuencia de ADN de rapL, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
9) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 94047-95078 complemento) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 10).

Figura 26 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RapL, la secuencia corregida se muestra encima (SEC.
ID. NO: 11) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 12).

Figura 27 Correcciones en la secuencia de ADN de rapK, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
13) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 95430-96434) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 14).

Figura 28 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RapK, la secuencia corregida se muestra encima (SEC.
ID. NO: 15) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 16).

Figura 29 Correcciones en la secuencia de ADN de rapJ, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
17) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 96465-97625) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 18).

Figura 30 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RaplJ, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID.
NO: 19) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 20).

Figura 31 Correcciones en la secuencia de ADN de rapl, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
21) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 97622-98404) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 22).

Figura 32 Correcciones en la secuencia aminoacidica de Rapl, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID.
NO: 23) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 24).

Figura 33 Correcciones en la secuencia de ADN de rapQ, la secuencia corregida se muestra encima (SEC. ID. NO:
25) y la secuencia publicada (acc no: X86780, nt 90798-91433) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 26).

Figura 34 Correcciones en la secuencia aminoacidica de RapQ, la secuencia corregida se muestra encima (SEC.
ID. NO: 27) y la secuencia publicada (acc no: X86780) se muestra debajo (SEC. ID. NO: 28).

Figura 35 Un diagrama de flujo que muestra la estrategia de clonaje para el aislamiento de pMG278-1, para crear
MG3.

Figura 36 Un diagrama de flujo que muestra la estrategia de clonaje para el aislamiento de pMG267-1, para crear
MG4.
Materiales y métodos
Materiales

Todas las enzimas y reactivos de biologia molecular se obtuvieron a partir de fuentes comerciales. El 4cido pipe-
c6lico D/L se obtuvo a partir de Sigma.
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Materiales de partida

La tabla IV resume las fuentes de los dcidos empleados para los experimentos de alimentacidn descritos en la
seccion de Ejemplos. Para los compuestos que fueron adquiridos se proporcionan los detalles de la fuente. Un método
de sintesis breve se proporciona para los 4cidos de partida que se sintetizaron en nuestro laboratorio. Un experto en la
técnica comprenderd que las variaciones a los métodos descritos son de rutina y se encuentran dentro del alcance de

la presente invencion.

ES 229

6 063 T3

TABLA IV
Acido Compaiiia Numero de | Sintesis
lote
Acido ciclohexano carboxilico Aldrich 10, 183-4
Acido 3-cis, 4-trans-dihidrociclohexano En nuestro laboratorio por el
carboxilico método de la tesis de PhD de
Lowden

cido 1-ciclohexano carboxilico Aldrich 32, 836-7

cido 3-ciclohexano carboxilico Aldrich 45, 357-7
Acido cicloheptano carboxilico Aldrich C9, 850-0
Metil-2-norbornano carboxilato Aldrich $40, 932-4

cido 2-(cis/trans)-hidroxiciclohexano U. Nottingham Sin. por Dr. R. Goss
carboxilico

cido 3-(cis/trans)-hidroxiciclohexano U. Nottingham Sin. por Dr. R. Goss
carboxilico

cido 4-(cis/trans)-hidroxiciclohexano U. Nottingham Sin. por Dr. R. Goss
carboxilico
Acido 2-(cis/trans)-metilciclohexano Aldrich 33,060-4
carboxilico

cido 3-(cis/trans)-metilciclohexanc Aldrich 33,061-2
carboxilico
Acido 4-(cis/trans)-metilciclohexano Aldrich 33,062-0
carboxilico

cido 3-(cis/trans)-metoxiciclohexano Aldrich 33,283-6
carbaoxilico
Acido 4-(cis/trans)-metoxiciclohexano Aldrich 33,284-4
carboxilico
Etilo 4-ciclohexano carboxilato Aldrich 32,062-5
Etilo 2-ciclohexano carboxilato Aldrich 16,699-5
Acido 4-trans-n-pentilciclohexano Aldrich 26,160-2
carboxilico
Acido 2-trans-aminociclohexano Aldrich A7331
carboxilico
Acido 4-cis-aminociclohexano carboxilico | Aldrich 40,485-3

cido 4-(cisftrans)-(aminometil)- Aldrich $42,955-4
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ciclohexano carboxilico

cido ciclopentano carboxilico Aldrich C11,200-3
cido ciclobutano carboxilico Aldrich C9,560-9
Acido 1-metilciclohexano carboxilico Aldrich 14,282-4
Mezcla de acido 3-trans-hidroxi-4-cis- En nuestro laboratorio, Método B

fluorociclohexano carboxilico y acido 4-
trans-hidroxi-3-cis-fluorociclohexano
carboxilico 0 mezcla de acido 3-cis-
hidroxi-4-trans-fluorociclohexano
carboxilico y acido 4-cis-hidroxi-3-trans-
fluorociclohexano carboxilico

Mezcla de 4cido 3-cis-hidroxi-4-trans- En nuestro laboratorio, Método C
clorociclohexano carboxflico y acido 4-
cis-hidroxi-3-trans-clorociclohexano
carboxilico

Mezcla de 3-trans-hidroxi-4-cis- En nuestro laboratorio, Método C
clorociclohexano carboxilico y 4-trans-
hidroxi-3-cis-clorociclohexano carboxilico

cido 3-trans-ciclohexeno 6xido En nuestro laboratorio, Método A
carboxilico

cido 3-cis-ciclohexeno 6xido carboxilico En nuestro laboratorio, Método A
Mezcla de acido 3,4-cis- En nuestro laboratorio, Método D

dihidroxiciclohexano carboxilico y &cido
3,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico

cido ciclohexano acético Aldrich C10,450-7

cido ciclohexanopropi6nico Aldrich 16,147
Acido 4-cis/trans-terc-butilciclohexano Aldrich 37,493-8
carboxilico

Sintesis del dcido 3-cis,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico

o] o 0 o]
KOH
mCPBA _KOH  Ho oH
O/‘LQH EtsN THF/MH,0 \O)\
HO™ Ho"

El 4cido 3-cis,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico racémico fue facilmente obtenido a partir del acido 3-
ciclohexano carboxilico racémico, disponible comercialmente. El 4cido se epoxidiz6 por medio del tratamiento con
acido meta-clorobenzoico y se convirtié a lactona in situ, por medio de la adicion de base (trietilamina), configurando
de ese modo las estereoquimicas relativas. Esta lactona se hidroliz6 a continuacién por medio de la accién de hidréxido
de potasio acuoso, y el producto final se purificé por medio de resinas de intercambio i6nico (ver PAS Lowden Thesis
1997, Corey, E. J. and Huang, H., 1989).

Método A

A O

i &z ©
OH  EtgN, IBCF O/u\ 0N mopea o
HOCHCH;SMes

B -
.EJ)LO/\’S'\
o)

Los epdxidos A y B se sintetizaron por medio de etapas estdndar. Se protegi6 el 4cido ciclohex-3-eno carboxilico
con 2-trimetilsililetanol, siguiendo la activacién con isoutilcloroformato y trietilamina. El éster resultante se trat con
dcido metacloroperbenzoico y la mezcla racémica resultante de diastereoisomeros se separd sobre una fase normal de
silica. Los epdxidos se hicieron reaccionar sobre (ver mds adelante) o se desprotegieron directamente por medio del
tratamiento de 4cido trifluoroacético, para liberar los dcidos respectivos.

1.
o 0/\,81\
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Método B
Q |/
0 ‘/ ZD)LO/\/SI\
Si .
oY O e oA

L
HOD)LO/\/SI\
F

Un epdxido protegido se traté con HF-piridina ahidro para efectuar la apertura del anillo para producir un par de
regidmeros racémico, que contenfan F y OH en un arreglo trans (como se describi6é con anterioridad para el 6xido
de ciclohexeno). Los ésteres se desprotegieron a continuacién con 4cido trifluoroacético para liberar los acidos, (ver
Welch, J. T. y Seper, K., W., 1988).

Método C

v
9 [ C‘D)Lo’\/s‘\
Si
OO/“\O/\’ S il o

Un epdxido protegido se trat6 con solvente organico suspendido en 4cido clorhidrico concentrado para efectuar la
apertura del anillo para producir un par de regiémeros racémicos, que contenian Cl y OH en una configuracién trans
(como se demostré previamente para el 6xido de ciclohexeno). Los ésteres se desprotegieron a continuacién con acido
trifluoroacético para liberar los 4dcido, (ver Chini, M., Crotti, P, et al., 1992).

Método D

Q |

9 |
- o~
G)LO/\’S'\ 0s0, HOD)kO/'\,Sn\
o —————————————
HO

Se generaron los 4cidos cis-dihidroxiciclocarboxilicos mediante el tratamiento de époxidos protegidos con una
cantidad catalitica de tetr6xido de osmio junto con un cooxidante. Los ésteres se desprotegieron a continuacién con
acido trifluoroacético para liberar los 4cidos.

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

La Escherichia coli DH10B (GibcoBRL) se cultivé en medio 2xTY como describen Sambrook ef al. (1989) y la
E. coli ET12567 (pUB307) como describen MacNeil et al. (1992) y la E. coli ET12567 (pUZ8002) como se describe
en Pager et al. (1999), en medio 2xTY con kanamicina (25 ug/ml). Los vectores pUC18 y Litmus28 se obtuvieron
de New England Biolabs. El vector pSET152 se describe en Bierman et al., (1992a). Los transformantes de E. coli se
seleccionaron positivamente con ampicillina 100 pug/ml o apramcina, 50 pg/ml.

El productor de rapamicina S. hygroscopicus ATCC29252 y sus derivados se mantuvieron en placas con medio 1
agar (ver mds adelante) a 26°C, y se cultivaron en TSBGM (sobrenadante triptico de soya con 1,0% de glucosa'y 100
mM MES, pH 6,0), como se describe en (Khaw et al., 1998), suplementado con apramicina, 100 ug/ml cuando se
requirio.

Los cultivos liquidos se mantuvieron a 25°C en frascos Erlenmeyer horizontales con agitacién a 300 rpm.

El mutante de S. hygroscopicus MGI1C, resistente a estreptomicina se seleccioné empleando procedimientos es-
tdndar y se mantuvo en medio 1 con estreptomicina (50 ug/ml).
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Métodos de alimentacion

Se prepararon conjuntos de esporas de todas las cepas después de cultivadas en medio 1, se conservaron en glicerol
al 20% w/v: lactosa en agua destilada al 10% w/v y se almacenaron a -80°C. Se prepararon cultivos vegetativos por
medio de la inoculacién de 100 ul del conjunto congelado en 50 ml de medio 6 en un frasco de 250 ml. El cultivo se
incubd durante 36 a 48 horas a 28°C, 250 rpm.

Procedimiento de alimentacién: Los cultivos vegetativos se inocularon a 0,5 ml en 7 ml de medio 7 en tubos de
50 ml. El cultivo se llevé a cabo durante 7 dias, a 26°C, 250 rpm. La alimentacién/adicién de los acidos carboxilicos
seleccionados (“iniciadores no naturales” o “iniciadores naturales”) se llevo a cabo entre 24 y 48 horas después de la
inoculacién y se alimentaron a 1 mM 6 3 mM.

Medio 1: Medio A Modificado

componente Fuente Catalogo # gll
Polvo de maiz procesado Sigma C-8160 25¢9
Extracto de levadura Difoc 0127-17 3g
Carbonato de calcio Sigma C5929 3g
Sulfato de hierro Sigma F8633 03¢
Agar BACTO 20g
Almidén de trigo Sigma 52760 10g
Agua hasta 1L

El medio se esteriliz6 a continuacién mediante autoclave a 121°C, durante 15 min.

Medio 2 (Box et al.,1995)

componente g/l
Peptona-SL de soya (Marcor) 10
Glucosa (Sigma G-7021) 20
Levadura panadera 5
NaCl (Sigma) 2
Elementos en trazas
ZnS04.7H0 0,05
MgS04.7H20 0,125
- MnSQ4.4H20 0,01
FeS04.7H.0 0,02
AjustarpHa 7,0

Medio 3 (Wilkinson et al., 2000)

componente g/L
Dextrosa (Sigma) 15
Glicerol (BDH-Merck) 15
Peptona de Soya (Marcor-SL) 15
NaCl (Fisher)

CaCOj; (Sigma) 1
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Componente g/L
Harina de soya (Arkasoy 50) 30
Glucosa (Sigma G-7021) 20
Sulfato de amonio 15
KHzPO4 (Sigma) 5
Elementos en trazas
ZnS04.7H0 0,05
MgS04.7H.0 0,125
MnS0,4.4H0 0,01
FeS04.7H20 0,02
Ajustar pH a 6,0

Medio 5 (Box et al., 1995)
Componente g/l
Harina de soya (Arkasoy 50) 30
Glucosa (Sigma G-7021) 20
Levadura panadera 6
KoHPQ4 (Sigma) 25
KH2PO4 (Sigma) 25
NaCl (Sigma) 5
Glicerol (BDH) 30
Aceite de soya 10
Elementos en trazas
ZnS04.7H.0 0,05
MgS04.7H20 0,125
MnS0,4.4H.0 0,01
FeS04.7H20 0,02
Ajustar pH a 6,4

Medio 6: Medio de siembra RapV7
Componente PorL
Harina de soya (Nutrisoy) 5g
Dextrin (White, Prolab) 35g¢g
S¢lidos de maiz procesados (Sigma) 49
Glucosa 10g
(NH4)%80, 29
Acido Lactico (80%) 1,6ml
CaCOjy (Sigma) 79

Ajustar pH a 7,5 con NaCH 1M
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Medio 7: medio MD6 (medio de fermentacion)

Componente PorL
Harina de soya (Nutrisoy) 30g
Almidén de maiz (Sigma) 30¢
Dextrina (White, Prolab) 19¢g
Fructosa 20g
Levadura (Allinson) 3g
Sélidos de maiz procesados (Sigma) 1g
L-isina 25¢g
KHAPO, 259
KHoPO4 25¢g
{NH)2804 10g
NaC1 59
CaCQ0; (Caltec) 10¢g
MnClz4H0 10 mg
MgS0,.7H,0 25mg
FeS0¢.7H,0 120 mg
ZnS04.7TH0 50 mg
MES {monohidrato de acido sulftrico 2- 212¢g
moifolinoetano)

El pH se corrige a 6,0 con NaOH 1M

antes de la esterilizacion se afaden 0,4 ml de @-amilasa Sigma (BAN 250) a 1 L de medio. El medio se esteriliza
durante 20 min a 121°C.

Medio 8: medio MD3 (medio de fermentacién)

Componente Por L
Harina de soya (Nutrisoy) 31,25¢g
Dexdtrina blanca (Prolab) 18,75¢g
KH2PO4 59
(NH4)2804 5g
MnCl2.4H,0 10mg
MgS04.7H0 2,5 mg
FeS04.7H:0 120 mg
ZnS04.7H0 50 mg
SAG 417 1,2mL
Se ajusta el pH a 6,4 con NaOH

L-lisina 0,625¢g
Glucosa (40% wiv) 50 mL

Descripcion de las cepas

Todas las cepas compartian la morfologia del tipo salvaje, con micelas vegetativas, hifas aéreas blancas, y desarro-
llaban esporas grises que se tornaban negras, y se mostraban higroscépicas de modo caracteristico.

Las esporas empleadas de preferencia para la generacion de las cepas recombinantes como se describe en el pre-
sente documento, eran de color gris oscuro, como se define en Fan 4, 202 C a B, con mayor preferencia, son como se
define en Fan 4, 202 B (Royal Horticultural Society Colour Chart 2001, disponible en The Royal Horticultural Society,
80 Vincent Square, London, SW1P 2PE).
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Manipulacion y secuenciacion de ADN

Las manipulaciones de ADN y los procedimientos de electroporacién se llevaron a cabo como se describe en
Sambrook et al. (1989). Las hibridizaciones de Southern se llevaron a cabo con sondas marcadas con digoxigenina,
empleando el paquete de marcaje de ADN DIG, como describe el fabricante (Boehringer Mannheim). La secuencia-
cién de ADN se llevé a cabo como se describié con anterioridad (Gaisser et al., 2000).

Fermentacion de cepas de Streptomyces higroscopicus

Las cepas de Streptomyces higroscopicus se cultivaron a partir de un conjunto de esporas congeladas en criopreser-
vacidn (glicerol al 20%; lactosa al 10% w/v en agua destilada) en medio 1 (ver Materiales y Métodos) y las esporas se
cultivaron después de un crecimiento de 10-20 dias a 29°C. De modo alternativo, las esporas de conjuntos de trabajo
se inocularon directamente en el medio precultivado. Un precultivo primario se inocul6 con las esporas colectadas y se
cultivé en frascos Erlenmeyer de 250 ml, que contenian 50 ml de Medio 6 (ver Materiales y Métodos), agitados a 250
rpm llenos con dos pulgadas de contenido, a 30°C, durante dos dias. El precultivo primario se emple6 para inocular
precultivos secundarios de Medio 6 (ver Materiales y Métodos), a 10% v/v, que se agité a 300 rpm, con una pulgada
de contenido, a 28°C, durante 24 h. Los precultivos secundarios se emplearon para inocular, a 10% v/v, Medio 8 de
produccion (ver Materiales y Métodos), que contenia 0,01% v/v de SAG 417, antiespumante y se dejé fermentar en un
biorreactor con agitacién, durante cinco a siete dias a 26°C. Se ajust6 un flujo de aire de 0,75 vvm, bajo presion de 0,5
bar y la velocidad de la punta del impelente se controld entre 0,98 ms™' y 2,67 ms™'. Se afadié SAG 417 adicional a
demanda. Se control6 el pH entre 6 y 7, con amonio (10% v/v) o acido sulfirico (1 M) y se goted solucién de glucosa
(40% w/v) al comenzar la demanda de amonio.

Extraccion y método de andlisis (A) mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Se llev6 a cabo la centrifugacion en un sobrenadante de fermentacién de 50 ml y se extrajeron separadamente el
sobrenadante y el mycelium, como sigue. Las células se lavaron con agua y se extrajeron con 50 ml de metanol durante
16 horas a 4°C. Los restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion, se evapord el metanol hasta sequedad y
luego se disolvié en 200 ul de metanol. El sobrenadante del sobrenadante de fermentacion se extrajo dos veces con un
volumen igual de acetato de etilo. La capa orgénica se secé sobre Na,SO,, se evapord a sequedad y luego se disolvid
en 200 ul de metanol. El andlisis de HPLC se llevé a cabo en un cromatégrafo liquido Hewlett Packard HP1100, con
detector de longitud de onda variable, o un instrumento Finnigan MAT LCQ (Finnigan, CA). Los espectros de alta
resolucién se obtuvieron en un espectréometro de masas Bruker BioApex II 4.7 T Fourier Transform-Ion Ciclotron
Resonance (FT-ICR) (Bruker, Bremen, FRG).

Para el andlisis de RMN, se centrifugé el sobrenadante de bacterias, se extrajo el sobrenadante con tres volimenes
iguales de acetato de etilo y se extrajeron las células con metanol como se describié con anterioridad. Los extractos se
combinaron, se secaron (Na,SO,) y se evaporaron bajo presion reducida, para rendir un sélido blanco.

Los espectros de RMN de protones detectados ('H, DQF-COSY, TOCSY, HMQC, HMBC, NOESY) se grabaron
en un espectrémetro Bruker Advance DRX500, que operaba a 500 MHz a 27°C, con la excepcién del ejemplo 6, en
que el espectrémetro Bruker Advance DRX500 se oper6 a 500 MHz a 10°C. Los cambios quimicos se describen en
partes por millén (ppm) en la escala & y se refieren a 6y 7,26 (‘H) y CHCl; a 6¢ 77,0 (**C). Los valores J se dan en
Hertz (Hz).

Protocolos de extraccion, aislamiento y andlisis (B)
Protocolo de extraccion y purificacion

El sobrenadante de fermentacidn se clarificé por medio de centrifugacién para dar lugar al sobrenadante y las
células. El sobrenadante se aplicé a una columna (16 x 15 cm) de resina Diaion HP20 (Supelco), se lavé con agua,
seguida por MeOH/H,0 al 75%, y luego se eluyé con MeOH. Las células se mezclaron hasta homogeneidad con un
volumen igual de acetona. Luego de al menos 30 minutos, la fase de acetona se clarificé por medio de centrifugacion,
y se decantd el sobrenadante. Las células sedimentadas se extrajeron dos veces mds de forma similar con acetona.
El extracto de acetona se combiné con el MeOH de la columna HP20 y se eliminé elsolvente al vacio para dar un
concentrado acuoso. El acuoso (por lo regular 1-2 L) se extrajo con EtOAc en un volumen minimo de EtOAc y se secé
sobre silica. La silica cubierta se aplicé a una columna de silica (400 g, 36 x 6 cm), que se eluy6 de manera secuencial
con mezclas de acetona/hexano, en un intervalo desde 25% de acetona hasta 100% de acetona. Las fracciones que
contenian los andlogos de rapamicina se identificaron mediante HPLC (280 nm), empleando las condiciones que aqui
se describen.

Las fracciones que contenian los andlogos de rapamicina se combinaron y el solvente se eliminé al vacio. El
residuo se cromatografié luego sobre Sephadex LH20, se eluy6 con cloroformo/heptano/etanol 10:10:1. Los andlogos
semipurificados de rapamicina se purificaron por medio de cromatografia liquida de alta resolucién de fase reversa (C
18), empleando un HPLC Wilson, eluyendo una columna de Phenomenex 21,2 x 250 mm Luna de 5ym C18 BDS a
21 ml/min, con una elusién isocratica con mezclas de CH;CN/H,0 de 50% a 70%, en dependencia de la polaridad del
andlogo de rapamicina.
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Andlisis de los sobrenadantes de cultivo

Se agit6 una alicuota de sobrenadante entero (1 ml) con CH;CN durante 30 min. La mezcla se clarificé6 mediante
centrifugacion, y el sobrenadante se analiz6 por HPLC con deteccién de arreglo de diodo. El sistema de HPLC consistia
en un HP1100 Agilent, equipado con una columna BDS HYPERSIL C18 de 3 ym 4,6 x 150 mm (ThermoHypersil-
Keystone), calentada a 40°C. El gradiente de elusién fue de 55% de la fase movil B a 95% de la fase mévil B durante
10 minutos, seguido por una fijacién isocratica a 95% de la fase mévil B durante 2 minutos, con una velocidad de
flujo de 1 mU/min. La fase mévil A era 10% de acetonitrilo: 90% agua, conteniendo 10 mM de acetato de amonio y
0,1% de acido trifluoroacético, la fase moévil B era 90% de acetonitrilo: 10% de agua, conteniendo 10 mM de acetato
de amonio y 0,1% de acido trifluoroacético. Los andlogos de rapamicina se identificaron por la presencia del trieno
caracteristico de la rapamicina, centrado en 278 nm. Los andlogos FK506 y FK520 se identificaron mediante andlisis
LC-MS.

Andlisis por LCMS

El sistema de HPLC descrito con anterioridad se acopld a un espectrometro de masas de electrospray Bruker
Daltonics Esquire3000. La misma columna y el mismo esquema de elusién por gradiente descritos con anterioridad
se emplearon aqui. La fase mdvil A era agua, la fase mévil B era acetonitrilo. Se empleo un cambio de positivo a
negativo en el intervalo de escaneo de 500 a 1000 Dalton.

Ejemplo 1

Conjugacion de S. hygroscopicus

El plasmido a conjugarse en S. hygroscopicus se transformé mediante electroporacién en una cepa de E. coli
ET12567 dam™ decm™, que contenia ya fuese pUB307, como se describe en MacNeil et al. (1992) o pUZ8002, como
se describe en Pager et al (1999). Se emple6 un precultivo (cultivo durante toda la noche, 30°C) para inocular 2xTY
(con apramicina a 50 pug/ml y kanamicina a 25 pg/ml) a una dilucién de 1/25 y se crecié con agitaciéon a 37°C hasta
una densidad 6ptica a 595 nm de 0,25-0,6. Las células de este sobrenadante se lavaron dos veces con 2xTY, luego se
resuspendieron en 0,5 ml de 2xTY por 25 ml del cultivo original. La calidad del lote de esporas empleado es critica
para el éxito de este método. En este contexto, la edad de las esporas cuando se cultivan, y el empleo de medio 1
son cruciales para el aislamiento de una suspension de esporas de alta calidad. Para aislar suspensiones de esporas de
alta calidad de S. hygroscopicus, se rociaron placas presecadas de medio 1 agar (ver seccién Materiales y Métodos)
con esporas o micelas de S. hygroscopicus empleando técnicas microbioldgicas estdndar, seguidas por incubacién a
26°-28°C durante 14-21 dias. Las esporas se cultivaron mediante adiciéon de 1-2 ml de 20% w/v de glicerol o agua
mediante técnicas estdndar. Una alicuota de 200 ul de la suspension de esporas de S. hygroscopicus se lavé en 500 ul
de 2xTY, se resuspendié en 500 ul de 2xTY, se sometio a choque térmico a S0°C durante 10 minutos y luego se enfrié
en hielo. Una alicuota de 0,5 ml de la suspensién de E. coli se mezclé con las esporas expuestas a choque térmico y
esta mezcla se depositd en placas con medio 1 agar. Estas placas se incubaron a 26-28°C durante 16 horas antes de
recubrirlas con 1 mg de 4cido nalidixico y 1 mg de apramicina por placa. Las colonias exconjugantes aparecieron,
usualmente, después de 3-7 dias.

Uso en S. hygroscopicus MG2-10 de un vector de integracion alternativo, pRT801

La conjugacién también se llevé a cabo empleando el vector de integracién pRT801 basado en ¢BT1 en S. hygros-
copicus MG2-10, como se describe con anterioridad. Las colonias exconjugantes se plantaron en medio 1 que contenia
apramicina 50 ug/ml y 4cido nalidixico 50 ug/ml, y se demostré que eran resistentes a apramicina.

Ejemplo 2

Aislamiento del mutante MG2-10 de S. hygroscopicus que porta la delecion cromosomica de rapQONMLKJI (Figura
4)

Se construy6 un mutante de S. hygroscopicus (MG2-10) en el que los genes de modificacion de la rapamicina rap®,
rapO/N, rapM, rapL, rapK, rap]J y rapl se habian eliminado, como se describe a continuacién:

Aislamiento del mutante MGIC resistente a estreptomicina

Se esparcieron celilas de S. hygroscopicus NRRL5491 sobre placas de medio 1 que contenfa 50 mg/ml de estrep-
tomicina. Se aislaron tres colonias y se marcaron MG1A, MGI1B y MGIC. Estas se conjugaron como en el ejemplo
1 con el plasmido pMG49, un derivado de pSET152 que contenia el gen rpsL proveniente de S. lividans TK24. Los
exconjugantes de cada una de estas conjugaciones se colocaron sobre una placa de medio 1 que contenia 50 mg/ml
de apramicina y 50 mg/ml de 4cido nalidixico, para confirmar la presencia del pldsmido pMG49. Luego se colocaron,
junto con las cepas originales MG1A, MG1B y MGIC, tanto sobre una placa de medio 1 que no contenia ningtn
antibidtico, como sobre una placa de medio 1 que contenfa 50 mg/ml de estreptomicina. Se observé crecimiento en
todos los casos, excepto las franjas correspondientes a MG1A (pMG49), MG1B (pMG49) y MG1C (pMG49) sobre
estreptomicina, lo que indicaba que el tipo salvaje del gen rpsL de S. lividans TK24 conferia sensibilidad dominante
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a estreptomicina en estas cepas. Se midid la produccién de prerapamicina en MG1A,MG1B y MGIC y se tomé el
mejor productor, MG1C, para el trabajo posterior.

Conjugacion de S. hygroscopicus MGI1C

Las conjugaciones se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 1, empleando el S. hygroscopicus MG1C
resistente a estreptomicina y las construcciones derivadas del vector pMG55.

Construccion del vector conjugativo de doble recombinacion pMGS55 (Figura 3)

Los cebadores MAG47 5’-GCAAGCTTGGTACCGACACGCTCGCCGAACAGG-3’ (SECID NO: 29) y MAG48
5’-GCGCATGCCCTAGGGTGTACATTACTTCTCC-3’ (SEC ID NO: 30) se emplearon para amplificar el gen rpsL
de S. lividans empleando el pldsmido pRPSL21 (Shima et al., 1996) como molde. El fragmento de PCR se digirié
con Sphl y Hindi, se aislé y se ligd con el fragmento de 3,2kb de pSET152 (Bierman et al., 1992b), que habia sido
digerido con Sphl y Hindi. Luego de la transformacién en E. coli DH10B, se aisl6 el plasmido pMGS5S5. Este pldsmido
se confirmé mediante secuenciacion. El pldsmido pMGSS5 contiene al gen rpsL para permitir la seleccién de los dobles
recombinantes (Hosted and Baltz, 1997).

Aislamiento del mutante MG2-10 de S. hygroscopicus, que porta la delecion cromosomica de rapQONMLKJI
(Fig.4)

Los cebadores MAG23 5’-TATCTAGACTTCGCACGTGCCTGGGACA-3’ (SEC ID NO: 31) y MAG24 5’-
AGAAGCTTACCCAATTCCAACATCACCT-3’ (SEC ID NO: 32) se emplearon para amplificar la regién izquier-
da de homologia (desde nt 89298 hasta nt90798) en el cluster de rapamicina, como se describe en Schwecke et
al.(Schwecke et al., 1995) empleando ADN genémico preparado a partir de S. hygroscopicus NRRL5491 como mol-
de. El producto de PCR de 1,5 kb se digiri6 con Xbal y Hindi y se ligd en pUC18 cortado con Xbal y HindIII. Luego
de la transformacién en E. coli DH10B, se aislé el plasmido pMAG127-8. Los cebadores MAG25 5’-GGAAGCTTT
GACCACACGCCGCCCGTTC-3’ (SEQ ID NO: 33) y MAG26 5’-ATGCATGCCCGCCGCAACCCGCTGGCCT-3’
(SEQ ID NO: 34) se emplearon para amplificar la regién derecha de homologia (desde nt 98404 hasta nt 99904) en
el cluster de rapamicina, como se describe en Schwecke et al.(Schwecke et al., 1995) empleando ADN genémico
preparado a partir de S. hygroscopicus NRRL5491 como molde. El producto de PCR de 1,5 kb se digiri6é con Hin-
dIIl y Sphl y se ligé en pUC18 cortado con HindIII y Sphl. Luego de la transformacién en E. coli DH10B, se aislé
el plasmido pMAG128-2 (Figura 4). Ambos plasmidos se comprobaron mediante andlisis de secuencia. El pldsmido
pPMAG127-8 se digiri6 con Sphl y HindIIl, el pldsmido pMAG128-2 se digirié con Xbal y HindIII y se aislaron los
fragmentos de 1,5 kb de ambos plasmidos. Dichos fragmentos se ligaron en pUC18 cortado con Sphl y Xbal y se
emplearon para transformar E. coli DH10B. Se aisl6 el plasmido pMAG131-1. Este plasmido se digirié con Sphl y
Xbal, el fragmento de 3 kb se aislo y se ligd en pMGS55 cortado con Sphl 'y Avrll y el ADN se emple6 para transformar
E. coli DH10B. El pldsmido pMAG144-16 se aisl6 y se empled para conjugar S. hygroscopicus MG1C. Se aislé una
colonia de S. hygroscopicus resistente a apramicina, cultivada durante 24 horas en TSBGM con agitacién a 26°C, y se
colocé sobre placas de agar con medio 1 que contenian 50 ug/1 de estreptomicina. Las colonias resistentes a estrepto-
micina se aislaron y se demostré que eran sensibles a apramicina. La delecién cromosémica de 7606 nt de la regién
rapQONMLKII, correspondiente al cluster de rapamicina se verific en el mutante MG2-10 mediante el empleo del
producto de PCR de 1,5 kb de MAG23 y MAG24 usado como sonda para elADN cromosémico digerido con EcoRI y
BamHI. El analisis del ADN cromosémico de MG2-10 se traté de manera similar, se detectaron bandas de 9,6 kb con
EcoRIy 7,6 kb con BamH]I, lo que indicaba que rapQONMLKIJI habia sido eliminado.

Ejemplo 3

Expresion de rapK en el mutante MG2-10 de S. hygroscopicus que portaba la delecion cromosomica de rapQONMLK-
JI (Figura 4)

Construccion del vector de expresion pSGsetl

El vector pCJR336 (gentilmente proporcionado por Christine Martin y Corinne Squire), derivado de pSET152
(Bierman et al., 1992a) se creépor medio del clonaje del dimero cebador de CR347 5’-TAAACTAGTC
CATCTGAGAGTTTCATATGGCCCTATTCTGCCCAGCCGCTCTAGAAAT-3" (SEC ID NO: 35) y CR348 5’-
ATTTCTAGAGCGGCTGGGCAGAATAGGGCCATATGAAACTCTCAGATGGACTAGTTTA-3’ (SEC ID NO: 36)
en pSET152 digerido con Pvull empleando técnicas estandar de biologia molecular, de manera que se introdujesen
sitios para las enzimas de restriccion Spel, Ndel y Xbal en pSET152. La orientacién del inserto se confirmé me-
diante secuenciacion. El plasmido pCJR336 se digirié empleando las enzimas de restricciéon Ndel/Spel y el vector
pSG142 (Gaisser et al., 2000) se digiri6é de forma idéntica. Las bandas de ADN resultantes, de alrededor de 5,4 kb
para pCJR336 y 1,2 kb para pSG142 se aislaron luego de la ligacién que se usé para transformar a E. coli DH10B.
La construccidn del vector que contenia a regidon reguladora actII-ORF4 se aisl6 y se digirié empleando la enzima de
restriccion Xbal, seguido por un tratamiento con fosfatasa alcalina, de acuerdo con protocolos estindar. E1 ADN aisla-
do se ligé con un fragmento de alrededor de 200 pb del pldsmido pEXoleG2cas (derivado de pSG142 que contenia el
fragmento ca. de 1,2 kb Ndel/BgIII) de pSGcasOleG2 (WO01/79520), digerido con las enzimas de restricciéon Xbal y
Nhel. El vector pSGsetl se aislé y se verificé la orientacidn correcta del inserto empleando digestiones de restriccién
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y andlisis de secuencia. El plasmido pSGsetl contiene el regulador actll-ORF4, el promotor P, y la secuencia codifi-
cadora de cola 6xHis, asf como la region terminadora de la transcripcién lambda t, (originaria del pldsmido pQE-16)
y puede integrarse de modo sitio especifico en el sitio de unién ¢C31.

Clonaje de rapK

El gen rapK se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG8 5°-GGGCATATGAGGCAATT-
GACTCCGCCGGTCACGGCACCGTACTGCC-3’ (SEC ID NO: 37) y BIOSGY 5’-GGGGTCTAGAGGTCACGC-
CACCACACCCTCGATCTCGACC-3’ (SEC ID NO: 38), que introducen un sitio de Ndel en el extremo 5’ y un sitio
de Xbal en el extremo 3’ de rapK. Se empleé el plasmido pR19 (Schwecke et al., 1995) como molde. Luego del
tratamiento con T4 polinucledtido quinasa empleando técnicas estdndar, el producto del PCR se ligé con pUC18 cor-
tado con Smal, para transformar a E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapK en el plasmido aislado pUCrapK
se verificé mediante andlisis de secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN, en comparacién con la secuencia
publicada (acc. No. X86780) se muestran en la Figura 27. Los cambios resultantes en RapK se muestran en la Figura
28.

Aislamiento de pSGsetrapK

El pldsmido pUCrapK se digiri6 con Ndel y Xbal y los fragmentos de inserto se aislaron y se ligaron en un
pSGsetl digerido de forma idéntica. La ligacion se empled para transformar E. coli DH10B empleando procedimientos
estandar y se analizaron los transformantes. El plasmido pSGsetrapK se aisl6 y se verificé la construccién empleando
digestiones de restriccion y andlisis de secuencia.

Ejemplo 4
Identificacion de 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina, Figura 6)

Se obtuvo la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina) mediante la con-
jugacidn de la cepa MG2-10 de S. hygroscopicus, como se describe en el Ejemplo 1, con pSGsetrapK y el aislamiento
de los productos generados en la fermentacioén. Esto demuestra que es posible complementar la delecién de rapK en
la cepa MG2-10 y que, si la cepa se alimenta con 4cido pipecélico, se produce prerapamicina, un andlogo que carece
de las modificaciones post-PKS.

El plasmido pSGsetrapK se conjugé en S. hygroscopicus MG2-10, y la cepa se cultivé en TSBGM suplementado
con 2 mg/l de acido pipecdlico a 25°C, con agitacién. Se extrajeron las celdlas con metanol y el sobrenadante de
cultivo se extrajo con acetato de etilo, como se describié con anterioridad.

El anélisis del sobrenadante de cultivo del mutante MG2-10 de S. hygroscopzcus (pSGsetrapK) alimentado con
acido pipecoélico mediante HPLC con detecciéon W a 280 nm revel6 la presencia de dos picos nuevos principales con
tiempos de retencion de 4,0 y 5,1 minutos. La espectroscopia de masas por electrospray de estos picos mostrd que
ambos contenian iones correspondientes a un compuesto con una masa molar de 841,5. Ninguno de estos picos se
observod en las extracciones del cultivo de S. hygroscopicus, cepa NRRL 5491, o de la cepa MG2-10 mutante sin el
plasmido pSGsetrapK de expresién de rapK. El andlisis MSIMS del ion con m/z de 846 (correspondiente al aducto
de sodio de la prerapamicina) mostré que se fragmentaba en un ion con m/z de 735, correspondiente a la pérdida
de m/z 129 (4cido pipecdlico), o un ion con m/z de 556, correspondiente a la pérdida de m/z 308 (C28-C42 de la
prerapamicina). Este ion, a su vez, se fragmentaba mds aun a un ion con m/z 306, correspondiente a la pérdida de m/z
250 (C14-C27 de la prerapamicina). Este patrén de fragmentacion era idéntico al patrén observado para la rapamicina,
pero con la segunda pérdida de m/z (-308) reducida en 14, correspondiente a la ausencia del grupo O-metilo C39,
la tercera pérdida de m/z (-250) reducida en 44, correspondiente a la ausencia de los grupos metoxi C27 y O-metilo
C16, y con un ion final (306) con m/z reducida en 14, en correspondencia con la ausencia del grupo cetona C9. Esto
era evidencia de que el compuesto con masa molar 841,5 representa a la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-
desmetilo rapamicina (prerapamicina).

Ejemplo 5

Preparacion de los casetes génicos para la expresion en S. hygroscopicus MG2-10

Los casetes génicos capaces de dirigir la expresion de una variedad de genes modificadores de rapamicina y com-
binaciones de genes modificadores se construyeron como se describe a continuacion.

Clonaje de rapN/O

Los genes contiguos rapN y rapO, designados a partir de ahora como rapN/O se amplificaron mediante PCR,
empleando los cebadores BIOSG2 5’-GGGCATATGTCGACGACCGATCAGGGTGAGACCGGAAAGGCCTG-3’
(SEC ID NO: 39) y BIOSG3 5’-GGGGTCTAGAGGTCAGTCCTGGGGTTCGAGAAGCTCGCCGGTCTCCTT-3’
(SEC ID NO: 40), que introducen un sitio de Ndel en el extremo 5’ y un sitio de Xbal en el extremo 3’ de rapN/O. Se
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empled el plasmido pR19 (Schwecke et al., 1995) como molde. Luego del tratamiento con la T4 polinucleétido quina-
sa empleando técnicas estdndar, se 1igd el producto del PCR en pUC18 cortado con Smal y se emple6 para transformar
E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapN/O en el plamido pUCrapN/O aislado se verificé mediante andlisis de
secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en comparacién con la secuencia publicada (acc. no. X86780) se
muestran en la Fig 21. Los cambios resultantes en RapN se muestran en la Fig 22.

Clonaje de rapM

El gen rapM se amplificé mediante PCR empleando los cebadores BIOSG4 5’-GGGCATATGATCCAACCCGA
CGTCGTGACCGCCTTCACAGCGG-3’ (SEC ID NO: 41) y BIOSG5 5°’-GGGGTCTAGAGGTCACACGCGGAC
GGCGATCTGGTGCCGATAGG-3’ (SEC ID NO: 42), que introducen un sitio para Ndel en el extremo 5’ y un sitio
para Xbal en el extremo 3’ de rapM. El plasmido pR19 (Schwecke et al., 1995) se empleé como molde. Luego
del tratamiento con la T4 polinucleétido quinasa empleando técnicas estandar, se 1ligé el producto del PCR en pUC18
cortado con Smal y se empleé para transformar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapM en el plamido pUCrapM
aislado se verific6 mediante andlisis de secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en comparacién con la
secuencia publicada (acc. no. X86780) se muestran en la Fig 23. Los cambios resultantes en RapM se muestran en la
Fig 24.

Clonaje de rapL

El gen rapL se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG6 5’-GGGCATATGCAGACCA
AGGTTCTGTGCCAGCGTGACATCAAG-3’ (SEC ID NO: 43) y BIOSG7 5’-GGGGTCTAGAGGTCACTACAG
CGAGTACGGATCGAGGACGTCCTCGGGCG-3’ (SEC ID NO: 44), que introducen un sitio para Ndel en el extre-
mo 5’ y un sitio para Xbal en el extremo 3’ de rapL. El plasmido pR19 (Schwecke et al., 1995) se empleé como molde.
Luego del tratamiento con la T4 polinucleétido quinasa empleando técnicas estandar, se ligé el producto del PCR en
pUCI18 cortado con Smal y se empled para transformar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapL en el plamido
pUCrapL aislado se verificé mediante andlisis de secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en comparacién
con la secuencia publicada (acc. no. X86780) se muestran en la Fig 25. Los cambios resultantes en RapL se muestran
en la Fig 26.

Clonaje de rapLy;,

El gen rapL se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG6 5’-GGGCATATGCAGACCA
AGGTTCTGTGCCAGCGTGACATCAAG-3’ (SEC ID NO: 43) y BIOSG45 5’-GGAGATCTCAGCGAGTACGGAT
CGAGGACGTCCTCGGGCG-3’ (SECID NO: 45), que introducen un sitio para Ndel en el extremo 5’ y un sitio BglII
en el extremo 3’ de rapL. El pldsmido pR19 (Schwecke et al., 1995) se empleé como molde. Luego del tratamiento
con la T4 polinucleétido quinasa empleando técnicas estandar, se ligd el producto del PCR en pUCI18 cortado con
Smal y se empled para transformar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapL en el plamido pUCrapL,; aislado
se verificé mediante andlisis de secuencia.

Clonaje de rapK

El gen rapK se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG85’-GGGCATATGAGGCAATTGA
CTCCGCCGGTCACGGCACCGTACTGCC-3’ (SEC ID NO: 37) y BIOSG9 5’ -GGGGTCTAGAGGTCACGCCAC
CACACCCTCGATCTCGACC-3’ (SEQ ID NO: 38), que introducen un sitio para Ndel en el extremo 5’ y un sitio
para Xbal en el extremo 3’ de rapK. El pldsmido pR19 (Schwecke et al., 1995) se empleé como molde. Luego del
tratamiento con la T4 polinucleétido quinasa empleando técnicas estdndar, se ligd el producto del PCR en pUC18 cor-
tado con Smal y se empled para transformar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapK en el plamido pUCrapK
aislado se verific6 mediante anélisis de secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en comparacién con la
secuencia publicada (acc. no. X86780) se muestran en la Fig 27. Los cambios resultantes en RapK se muestran en la
Fig 28.

Aislamiento de pSGsetrapN/O, pSGsetrapM, pSGsetrapQ, pSGsetrapl, pSGsetrapK, y pSGsetrapL

Los plasmidos pUCrapN/O, pUCrapJ, pUCrapM, pUCrapl, pUCrapL, pUCrapK y pAHL42 se digirieron con Ndel
y Xbal y los fragmentos insertados, con intervalos de tamafio desde aproximadamente 1,3 kb hasta 0,7 kb, se ampli-
ficaron y ligaron en pSGsetl cortados de forma idéntica. Se emplearon los ligados para transformar E. coli DH10B
empleando procedimientos estdndar y se analizaron los transformantes. Los pldsmidos pSGsetrapN/O, pSGsetrapM,
pSGsetrapQ, pSGsetrapl, pSGsetrapK, y pSGsetrapL se aislaron y se verificaron las construcciones empleando diges-
tiones de restriccidn y andlisis de secuencia.

Clonaje de rapJ

El gen rap] se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG10 5’-GGGCATATGAGCACCGA
AGCTCAGCAAGAGAGCACGCCCACCGCACGCT 3’ (SEC ID NO: 46) y BIOSG11 5’-GGGGTCTAGAGGT
CACTCCGCTCCCCAGGTGACCCGGAGCTCGGC-3’ (SEC ID NO: 47), que introducen un sitio para Ndel en el
extremo 5’ y un sitio para Xbal en el extremo 3’ de rapJ. El plasmido pR19 (Schwecke et al., 1995) se emple6 como
molde. Luego del tratamiento con la T4 polinucleétido quinasa empleando técnicas estandar, se 1ig6 el producto del
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PCR en pUCI18 cortado con Smal y se empleé para transformar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapJ en
el plamido pUCrap] aislado se verificé mediante andlisis de secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en
comparacion con la secuencia publicada (acc. no. X86780) se muestran en la Fig 29. Los cambios resultantes en RapJ
se muestran en la Fig 30.

Clonaje de rapl

El gen rapl se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores BIOSG12 5°-GGGCATATGAGCGCG
TCCGTGCAGACCATCAAGCTGCC-3’ (SEC ID NO: 48) y BIOSG13 5’-GGGGTCTAGAGGTCAGGCGTC
CCCGCGGCGGGCGACGACCT-3’ (SEC ID NO: 49), que introducen un sitio para Ndel en el extremo 5’ y un
sitio para Xbal en el extremo 3’ de rapl. El plasmido pAHL?2 (gentilmente proporcionado por Huai-Lo-Lee) se obtiene
a partir de pUC18, conteniendo el gen rapl y se empleé como molde. Luego del tratamiento con la T4 polinucleétido
quinasa empleando técnicas estdndar, se lig el producto del PCR en pUC18 cortado con Smal y se emple6 para trans-
formar E. coli DH10B. La secuencia de ADN de rapl en el plamido pUCrapl aislado se verific6 mediante andlisis de
secuencia. Las diferencias en la secuencia de ADN en comparacién con la secuencia publicada (acc. no. X86780) se
muestran en la Fig 31. Los cambios resultantes en Rapl se muestran en la Fig 32.

Clonaje de rapQ

El gen rapQ se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores AHL21 5’-CATATGTTGGAATTGGGTA
CCCGCCTG-3’ (SEC ID NO: 50) y AHL22 5’-TCTAGACGCTCACGCCTCCAGGGTG-3’ (SEC ID NO: 51), que
introducen un sitio para Ndel en el extremo 5 y un sitio para Xbal en el extremo 3’ de rapQ. El plasmido pR19
(Schwecke et al., 1995) se emple6 como molde. Luego del tratamiento con la T4 polinucleétido quinasa emplean-
do técnicas estandar, se ligé el producto del PCR en pUC18 cortado con Smal y se empled para transformar E. coli
DHI10B. La secuencia de ADN de rapQ en el plamido pAHL4?2 aislado se verificé mediante andlisis de secuencia. Las
diferencias en la secuencia de ADN en comparacién con la secuencia publicada (acc. no. X86780) se muestran en la
Fig 33. Los cambios resultantes en RapQ se muestran en la Fig 34.

Aislamiento de pUC18eryBVcas

El gen rapQ se amplific6 mediante PCR empleando los cebadores casOleG21 (WO01/79520) y 7966 5’-GGGG
AATTCAGATCTGGTCTAGAGGTCAGCCGGCGTGGCGGCGCGTGAGTTCCTCCAGTCGCGGGACGATCT-3’
(SEC ID NO: 52) y pSG142 (Gaisser et al., 2000) como molde. El fragmento de PCR se clon6 empleando técni-
cas estdndar, y el plasmido pUC18eryBVcas se aislé con un sitio para Ndel sobrelapado con el codon de inicio de
eryBV y sendos sitios para Xbal y BgllI luego del codon de parada. La construccién se verificé mediante andlisis de
secuencia.

Aislamiento del vector pSGLitl

El gen eryBV se amplificé mediante PCR empleando los cebadores BIOSG1 5’-GGGTCTAGATCCGGACGA
ACGCATCGATTAATTAAGGAGGACACATA-3’ (SEC ID NO: 53) y 7966 5’-GGGGAATTCAGATCTGGTCTA-
GAGGTCAGCCGGCGTGGCGGCGCGTGAGTTCCTCCAGTCGCGGGACGATCT-3’ (SEC ID NO: 52), que in-
troducen un sitio para Xbal sensible a la mutilacién Dam en el extremo 5° y sendos sitios para Xbal y BglII en el
extremo 3’ de eryBV. El plasmido pUC18eryBVcas se empled como molde. Luego del tratamiento con la T4 polinu-
cledtido quinasa empleando técnicas estdndar, se ligd el producto del PCR en pUC18 cortado con Smal y se empled
para transformar E. coli DH10B. La construccién se digirié luego con BamHI/BglIl y se aislé una banda de ADN de
aproximadamente 1,3 kb a partir de un gel de azarosa seguido por la ligacién con el ADN del vector Litmus28 digerido
con BamHI/BglII empleando procedimientos estdndar. Se aisl6 el vector pSGLitl y la secuencia de ADN del inserto
se verific6 mediante andlisis de secuencia.

Aislamiento de pSGsetrapN/O, pSGsetrapM, pSGsetrapQ, pSGsetrapl, pSGsetrapK, y pSGsetrapL

Los plasmidos pUCrapN/O, pUCrapJ, pUCrapM, pUCrapl, pUCrapL, pUCrapK y pAHL42 se digirieron con Ndel
y Xbal y los fragmentos insertados, con intervalos de tamafio desde aproximadamente 1,3 kb hasta 0,7 kb, se ampli-
ficaron y ligaron en pSGsetl cortados de forma idéntica. Se emplearon los ligados para transformar E. coli DH10B
empeando procedimientos estdndar y se analizaron los transformantes. Los pldsmidos pSGsetrapN/O, pSGsetrapM,
pSGsetrapQ, pSGsetrapl, pSGsetrapK, y pSGsetrapL se aislaron y se verificaron las construcciones empleando diges-
tiones de restriccidn y andlisis de secuencia.

Aislamiento de pSGLitrapN/O, pSGLitrapM, pSGLitrapQ, pSGLitrapl, pSGLitrapK, pSGLitrapL y pSGUtrapLi;

Los plasmidos pSGLitrapN/O, pSGLitrapM, pSGLitrapQ, pSGLitrapl, pSGLitrapK, pSGLitrapL y pSGUtrapLy
se digirieron empleando las enzimas de restriccion Ndel/BglII y las bandas en el intervalo desde aproximadamente 0,7
a 1,3 kb se aislaron luego de la ligacién con pSGLit] digerido con Ndel/BglII. Las ligaciones se emplearon para trans-
formar E. coli ET12567 y se analizaron los transformantes. Se aislaron los plasmidos pSGLitrapN/O, pSGLitrapM,
pSGLitrapQ, pSGLitrapl, pSGLitrapK, pSGLitrapL y pSGUtrapLy;.
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Aislamiento de pSGsetrapKI, pSGsetrapKM, pSGsetrapKN/O, pSGsetrapKL, pSGsetrapKQ, y pSGsetrapKJ

Los plasmidos pSGLitrapN/O, pSGLitrapJ, pSGLitrapM, pSGUtrapQ, pSGLitrapl, pSGLitrapL se digirieron con
Xbal y los fragmentos, en el intervalo entre aproximadamente 0,8 y 1,3 kb se aislaron y luego se ligaron con pSGse-
trapK digerido con Xbal y tratado con fosfatasa alcalina empleando técnicas estandar de biologia molecular. Las liga-
ciones se emplearon para transformar E. coli DH10B y se analizaron los transformantes. Los plasmidos pSGsetrapKI,
pSGsetrapKM, pSGsetrapKN/O, pSGsetrapKL, pSGsetrapKQ, y pSGrapKI se aislaron y se verificé la orientacién del
inserto mediante el andlisis de digestion de restriccion. Para la adicién de rapLy;, estas construcciones fueron digeridas
con BglIl/Xbal seguido por digestién parcial con BglII segiin fuese apropiado y los fragmentos del vector aislados se
ligaron con el fragmento de ~1 kb de Xbal/BglII de pSGLitrapL;.

Aislamiento de los pldsmidos pSGsetrapKl1J, pSGsetrapKIM y pSGsetrapKIQ

Los plasmidos pSGLitrapJ, pSGLitrapM, and pSGLitrapQ se digirieron empleando Xbal y los fragmentos, en el
intervalo entre aproximadamente 0,8 y 1,3 kb se aislaron seguido de ligaciones con pSGsetrapKI digerido con Xbal y
tratado con fosfatasa alcalina usando técnicas estandar de biologia molecular. Las ligaciones se emplearon para trans-
formar E. coli DH10B y se analizaron los transformantes. Se aislaron los plasmidos pSGsetrapKIJ, pSGsetrapKIM, y
pSGrapKIQ y se verifico la orientacion del inserto por medio de andlisis de digestion de restriccion. Para la adicién
de rapLy; estas construcciones fueron digeridas con BglIl/Xbal seguido por digestién parcial con BglII cuando fuese
apropiado, y los fragmentos del vector aislados se ligaron con los fragmentos de ~1 kb de Xbal/BgIII de pSGLitrapLy.

Aislamiento de los pldsmidos pSGsetrapKN/OI, pSGsetrapKN/OQ, pSGsetrapKN/OM and pSGsetrapKN/OJ

Los plasmidos pSGLitrapl, pSGLitrapM, pSGLitrapJ, and pSGLitrapQ se digirieron empleando Xbal y los frag-
mentos, en el intervalo entre aproximadamente 0,8 y 1,3 kb se aislaron seguido de ligaciones con pSGsetrapKIN/O
digerido con Xbal y tratado con fosfatasa alcalina usando técnicas estdndar de biologia molecular. Las ligaciones
se emplearon para transformar E. coli DH10B y se analizaron los transformantes. Se aislaron los plasmidos pSGse-
trapKN/OI, pSGsetrapKN/OQ, pSGsetrapKIN/OM y pSGrapKN/OJ y se verificé la orientacion del inserto por medio
de andlisis de digestion de restriccidn. Para la adicién de rapLy; estas construcciones fueron digeridas con BglIl/Xbal
seguido por digestién parcial con BgIII cuando fuese apropiado, y los fragmentos del vector aislados se ligaron con
los fragmentos de ~1 kb de Xbal/BglII de pSGLitrapLy.

Aislamiento de los pldsmidos pSGsetrapKIM and pSGsetrapKJQ

Los plasmidos pSGLitrapM and pSGLitrapQ se digirieron empleando Xbal y los fragmentos, en el intervalo entre
aproximadamente 0,8 y 1,1 kb se aislaron seguido de ligacion con pSGsetrapKJ digerido con Xbal y tratado con
fosfatasa alcalina usando técnicas estandar de biologia molecular. Las ligaciones se emplearon para transformar E. coli
DHI1O0B vy se analizaron los transformantes. Se aislaron los plasmidos pSGsetrapKIM y pSGrapKJQ y se verifico la
orientacion del inserto por medio de andlisis de digestion de restriccion. Para la adicion de rapLy,; estas construcciones
fueron digeridas con Bglll/Xbal seguido por digestioén parcial con BglII cuando fuese apropiado, y los fragmentos del
vector aislados se ligaron con los fragmentos de ~1 kb de Xbal/BglII de pSGLitrapLy;.

Empleando la misma estrategia delineada con anterioridad, se aislaron los siguientes casetes génicos:

pSGsetrapKIJM pSGsetrapKN/OJI pSGsetrapKIQN/OM
pSGsetrapKIJQ pSGsetrapKIMN/O pSGsetrapKIMN/OQ
pSGsetrapKIIN/O pSGsetrapKJQN/O pSGsetrapKIIN/OMQ
pSGsetrapKIMN/O pSGsetrapKIJN/OM pSGsetrapN/OQ
pSGsetrapKIQN/O pSGsetrapKIIN/OQ pSGsetrapKIIMN/OQ
pSGsetrapKN/OMQ pSGsetrapKIMN/OQ

Se presenta un resumen en la Figura 5.

Para la adicién de rapLy;, estas construcciones de casetes fueron digeridas bien con Bglll/Xbal, o bien con Xbal,
seguido de digestion parcial con BglII segiin fuese apropiado y los fragmentos aislados del vector se ligaron con el
fragmento de aproximadamente 1 kb de Xbal/BglII de pSGLitrapLy;.

Ejemplo 6
Aislamiento de 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina, Figura 6)

La 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina) se obtuvo por medio de la

conjugacion de la cepa MG2-10 de S. hygroscopicus con pSGsetrapKL y el aislamiento de los productos generados

como se describe mds adelante. Esto demuestra que es posible complementar la delecién de rapK y rapL en la cepa
MG2-10 y que se produce prerapamicina, un andlogo que carece de la modificacién post-PKS. La adicién de 4cido
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pipecdlico no se requiere cuando se complementa con rapL, lo que confirma que rapL desempefia un papel en la
proporcién del dcido pipecdlico en la produccion de la rapamicina.

S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapKL) se cultivé a partir de una masa de esporas de trabajo congelada en
criopreservacion (20% glicerol, 10% lactosa w/v en agua destilada) en medio 1 (ver Materiales y Métodos), agitada a
250 rpm con un agitador de dos pulgadas a 30°C, durante dos dias. El precultivo primario se empled para inocular dos
precultivos secundarios de medio 2 (ver materiales y Métodos) y el medio 3, a 10% v/v, que se agité a 300 rpm con un
agitador de una pulgada, a 25°C, durante otras 24 horas. Cuatro litros de medio 4 (ver Materiales y Métodos) y medio 5
(ver Materiales y Métodos) se prepararon, conteniendo 0,01% v/v de antiespumante Pluronic L101 (BASF). El medio
4 de produccioén se inocul6 con el precultivo secundario en el medio 2 y se inocul6 el medio 5 de produccion con el
precultivo secundario en medio 3 a 10% v/v y se permitié fermentar en un biorreactor de 7L con agitaciéon durante
cinco a siete dias a 25°C. Se ajust6 el flujo de aire a 0,75 vvm y la velocidad de la punta del impelente se controld
entre 0,98 ms™' y 2,67 ms~!. Se afiadié mds Pluronic L101 a demanda.

Para confirmar la estructura de la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetil-rapamicin (prerapamicin),
se extrajeron sobrenadantes del medio 4 y el medio 5 con acetato de etilo y se redujo a un extracto crudo mediante
evaporacion. Los extractos se desgrasaron en una particién de hexano:metanol:agua y se aplicaron a un cartucho de 70
g de silica, comenzando con hexano y terminando con acetona. Las fracciones de prerapamicina de cada fermentacién
se recogieron y se aplicaron a un cartucho de C18 comenzando con agua y terminando con metanol. Se aislé la
prerapamicina (8,5 mg) luego de cromatografia en Sephadex LH,, empleando heptano:cloroformo:etanol como fase
movil. Este compuesto se analizé y la estructura fue totalmente confirmada por medio de RMN (Figuras 18-20). Los
datos de RMN 'H y '*C se presentan en la Tabla V a continuacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA V

Datos de RMN 'H y B C para la prerapamicina

Posicion Bu multiplicidad acoplamiento 8¢

1 171.,8
2 5,49 52,7
3a 1,76 259
48 2,21

4b 1,21 20,9
52 1,75

5b 1,47 25,0
6° 3,27 45,1
6b 3,87 br.d 12,8

8 171,86
%a 2,46 d 12,8 41,4
Sh 3,23 d 12,8

10 98,9
11 1,60 38,1
12a 1,52 27,6
12b 1,65

13a 1,38 31,6
13b 1,563

14 4,00 71,5
1ba 1,48 40,6
15b 1,70

16 3,95 br.d 8,1 75,5
17 139,2
18 6,39 122,86
19 8,33 128,1
20 6,17 dd 14,3; 10,7 131,4
21 6,04 130,98
22 5,26 138,1
23 2,21 37,2
24a 1,26 39,8
24b 1,64

25 2,30 45,8
26 215,3
27a 242 dd 15.1; 4,7 448
27b 2,89 dd 15,1; 5,8

28 432 dd 55; 4,9 71,4
29 138,6
30 5,26 123,7
31 3,20 45,5
32 208,2
33a 2,58 dd 18,1, 9,6

34 5,18 76,0
35 1,72 318
36a 1,00 37,3
36b 1,07

37 1,30 331
382 Ax. 0,62 ddd 11,9; 11,9; 11,9 38,2
38b Eq. 1,83

39 3.2 748
40 3,25 75,9
41a 1,28 315
41b 1,94

42a 0,98 32,2
42b 1,61
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43 0,98 d 6,6 16,5
44 1,61 s 14,1
45 1,04 d 6,8 21,3
46 0,95 d 6,8 213
47 1,66 d 0,9 14,1
48 0,99 d 6,8 17,4
49 0,89 d 6,6 17,4

T Asignacién tentativa

Ejemplo 7

Aislamiento de la 8-deoxo-15-0-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina (preprolilrapamicina, Figura

7)

El suministro de 4cido de prolina a S. hygroscopicus MG2-10 (pSEGrapK) dio como resultado la produccién de
preprolilrapamicina, como se describe mds adelante. Esto demostré que, en ausencia de rapL, se incorporan anilogos
alternativos del 4cido pipecolico.

S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapK) se cultivé en TSBGM suplementado con prolina a 1 mg/l a 25°C con
agitacion. Se extrajeron las celdlas con metanol, y el sobrenadante del cultivo se extrajo con acetato de etilo, como se
describi6 con anterioridad.

El andlisis del sobrenadante del cultivo del mutante MG2-10 (pSGsetrapK) de S. hygroscopicus suplementado con
prolina, mediante HPLC con deteccién UV a 280 nm mostro la presencia de dos nuevos picos importantes con tiempos
de retencion de 4,5 y 4,6 minutos. La espectroscopia de masas mediante electrospray de estospicos revelé que ambos
contenian iones correspondientes a un compuesto con masa molar de 827,5. Ninguno de estos picos se aprecio en
el cultivo de S. hygoscopicus NRRL 5491, S. hygroscopicus MGI1C o S. hygroscopicus MG2-10 sin el pldsmido de
expresion de rapK pSGsetrapK. El andlisis MS/MS del ion com m/z de 850 (correspondiente al aducto de sodio de
la preprolilrapamicina) mostré que se fragmentaba en un ion con m/z de 735, correspondiente a la pérdida de m/z
115 (prolina), o un ion con m/z de 542, correspondiente a la pérdida de m/z 308 (C27-C41 de la preprolilrapamicina).
Este ion, a su vez, se fragmenté mds aun para dar origen a un ion con m/z 292, correspondiente a la pérdida de
m/z 250 (C13-C26 de la preprolilrapamicina). Este patron de fragmentacion era idéntico al patron observado para la
rapamicina, pero con la primera pérdida de m/z (-115) reducida en 14, correspondiente a la ausencia del grupo O-
metilo C38, la tercera pérdida de m/z (-250) reducida en 44, en correspondencia con la ausencia de los grupos metoxi
C26 y O-metilo C15 y el ion final (306) con la masa reducida en 14, en correspondencia con la ausencia del grupo
cetona C8, y el cambio del dcido pipecdlico por prolina. Esto indicaba que el compuesto con masa molar de 827,5
representa a la 8-deoxo-15-Odesmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil-prolilrapamicina (preprolilrapamicina).

Ejemplo 8

Aislamiento de la 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina (39-dehidroxi prerapamicina, Fi-
gura 8)

La suplementacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapK) con 4cido pipecdlico y acido ciclohexano car-
boxilico dio como resultado la produccién de dos compuestos principales, la prerapamicina, que corresponde a la
incorporacion de la unidad de partida natural y la 39-dehidroxi prerapamicina, que corresponde a la incorporacion de
la unidad de partida suplementada.

S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapK) se cultivdo en TSBGM, suplementado con dcido pipecdlico a 2 mg/l y 1
mM de 4cido ciclohexano carboxilico a 25°C con agitacion. El sobrenadante de cultivo se extrajo con acetato de etilo
como se decribid con anterioridad.

El anilisis del sobrenadante de cultivo del mutante MG2-10 (pSGsetrapK) de S. hygroscopicus suplementado con
dcido ciclohexano carboxilico, mediante HPLC con deteccién UV a 280 nm mostré la presencia de un nuevo pico
principal, con un tiempo de retencién de 5,8 minutos. La espectroscopia de masas de electrospray de este pico mostré
que contenia iones correspondientes a un compuesto con una masa molar de 825,5. Este pico no se observé en los
cultivos de S. hygoscopicus NRRL 5491, S. hygroscopicus MGI1C o S. hygroscopicus MG2-10 sin el plasmido de
expresion de rapK pSGsetrapK. El andlisis MS/MS del ion con m/z de 848 (correspondiente al aducto de sodio de la
39-dehidroxi prerapamicina) demostré que se fragmentaba en un ion con m/z de 719, correspondiente a la pérdida de
m/z 129 (4cido pipecdlico), o un ion con m/z de 556, correspondiente a la pérdida de m/z 292 (C28-C42 de la 39-
dehidroxi prerapamicina). Este ion, a su vez, se fragmentaba en un ion con m/z 306, correspondiente a la pérdida de
m/z 250 (C14 a C27 de la 39-deshidroxi prerapamicina). Este patrén de fragmentacién era idéntico al patrén observado
para la prerapamicina, pero con la segunda pérdida de m/z (-292) reducida en 16, en correspondencia con la ausencia
del grupo hidroxilo C39. Esto era evidencia de que el compuesto con masa molar 825,5 representa a la 9-deoxo-16-O-
desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina (39-dehidroxi-prerapamicina).
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Ejemplo 9
Aislamiento de la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina (Figura 9)

La cepa MG2-10 (pSGsetrapK) de S. hygroscopicus se conjugd con pSGsetrapKI1J, como se describi6 en el Ejem-
plo 1. La suplementancién de esta cepa con 4dcido pipecélico y el aislamiento de los productos generados por la
fermentacién dieron como resultado la produccién de 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina.

El plasmido pSGsetrapKI1J (Figura 5) se conjugd en S. hygroscopicus MG2-10 y la cepa se cultivé en TSB GM
suplementado con 2 mg/l de 4cido pipecdlico a 25°C con agitacién. Se extrajeron las celilas con metanol y se extrajo
el sobrenadante del cultivo con acetato de etilo, como se describid con anterioridad.

El anélisis del extracto del mutante MG2-10 (pSGsetrapK) de S. hygroscopicus mediante espectroscopia de masas
de electrospray mostré un pico prinicipal que contenia iones correspondientes a un compuesto con un compuesto de
una masa molar de 869. Este pico no se observé en los cultivos de S. hygoscopicus NRRL 5491, S. hygroscopicus
MGIC o S. hygroscopicus MG2-10 sin el plasmido de expresién de rapK pSGsetrapK. El andlisis MS/MS del ion
con m/z de 892 (correspondiente al aducto de sodio de la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina) demostré que se
fragmentaba en un ion con m/z de 763, correspondiente a la pérdida de m/z 129 (4cido pipecélico), o un ion con m/z
de 332, (C28-C42 de la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina). Este ion, a su vez, se fragmentaba en un ion con
m/z 320, correspondiente a la pérdida de m/z 250 (C14 a C27 de la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina). Este
patrén de fragmentacion era idéntico al patrén observado para la prerapamicina, pero con la tercera pérdida de m/z
(-250) reducida en 44, en correspondencia con la ausencia de los grupos metilo C16 y metoxi C27. Esto era evidencia
de que el compuesto con masa molar 869 era la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina.

Ejemplo 10
Suplementacion de una bateria de compuestos

S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetrapK) se emple6 para la suplementacién de una bateria de compuestos. Los
cultivos vegetativos primarios se prepararon mediante la inoculacién de medio con el surtido de esporas, como se
describe en los Materiales y Métodos. El medio TSB GM se inocul6 al 10% v/v empleando los métodos que se
describen en la seccidén de materiales y métodos. Se afiadieron los compuestos siguientes como se indica en la Tabla
VI, a continuacién:

TABLA VI
Acido ciclohexano | Acido ciclohex-1-eno | Acido cicloheptano
carboxilico (1 mM) carboxilico (1 nM) carboxiflico (1 mM)
L-lisina (25,3 mM) X X X
L-prolina (44,7 mM) X X X
Acido DL-pipecolinico (39,8 mM) | X X X
Trans-4-hidroxi prolina (13 mM) X X X
Cis-4-hidroxi prolina (0,2 mM) X X X

Los cultivos se incubaron, se extrajeron y se midieron empleando técnicas descritas en la seccion de Materiales y
Meétodos. La Tabla VII muestra los resultados del andlisis que muestra el ion (m/z) observado para cada combinacién
de 4cido carboxilico y aminodcido de partida.

TABLA VII

Acido ciclohexano Acido ciclohex-1-eno Acido cicloheptano

carboxilico carboxilico carboxilico
L-lisina 848,5 848,5 862,4
L.-prolina 834,5 834,5 848,5
Acido DL-pipecolinico 848,5 848,5 862,4
Trans-4-hidroxi prolina 850,5 850,5 864,5
Cis-4-hidroxi profina 850,5 n.a. 864,5

Estos datos demuestran la incorporacion de los compuestos suplementados.
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Ejemplo 11
Complementacion de S. hygroscopicus MG2-10 con fkbO

Para evaluar si los genes homdlogos a rapK, tales como fkbO en S. hygroscopicus var. ascomyceticus 'y S. tsu-
kubaensis, y la orf5 del cluster “hyg” parcialmente secuenciado (Ruan et al., 1997) cumplen funciones similares, se
llevaron a cabo ensayos de complementacién empleando fkbO como se describe a continuacion.

Aislamiento de pMG169-1

El gen fkbO de Strepomyces hygroscopicus var. ascomyceticus (ATCC 14891), productora de FK520,se amplificé
mediante PCR empleando los cebadores fkbof 5’-GGGCATATGACCGATGCCGGACGCCA 3’ (SECID NO: 54) y
fkbor 5> GGGGTCTAGATCACGCCACCATGCCTTCGA 3’ (SEC ID NO: 55), que introducen un sitio para Ndel
en el extremo 5’ y un sitio para Xbal en el extremo 3° de fkbO. E1 ADN gendmico aislado a partir de Strepomyces
hygroscopicus var. ascomyceticus (ATCC 14891) se emple6 como molde. El producto de PCR amplificado se someti6 a
digestion con Ndel y Xbal y se ligd con pSGsetl cortado con Ndel-Xbal. Se empleé el producto ligado para transformar
E. coli DH10B y los transformantes se analizaron empleando métodos descritos en la seccién de Materiales y Métodos.
Se aislé el plasmido pMG169-1 y se verifico la digestion de restriccidn y se transformé S. hygroscopicus MG2-10
empleando los métodos descritos en la seccién de Materiales y Métodos.

Complementacion heteréloga de rapK mediante fkbO

Se cultivé S. hygroscopicus MG2-10 (pMG169-1) en TSBGM suplementado con 2 mg/1 de dcido pipecdlico a 25°C
con agitacion. Se extrajeron el sobrenadante del cultivo y las celidlas, empleando los métodos descritos en la seccién
de Materiales y Métodos (Método A). El andlisis del extracto con deteccién UV a 280 nm mostré la presencia de dos
nuevos picos principales con tiempos de retencion de 4,5 y 4,6 minutos. La espectroscopia de masas de electrospray
de estos picos mostré que ambos contenian iones con una masa molar de 827,5, correspondiente a los dos isémeros de
la prerapamicina (Ejemplo 7).

Ejemplo 12

Produccion eficiente de 9-deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina (39-dehidroxi prerapamici-
na, Figure 8) en ausencia de competencia por la unidad de partida endogena, por medio de la suplementacion a un
mutante knockout de rapK

La capacidad de S. hygroscopicus, cepas MG2-10 y MG2-10 (pSGsetrapK) de incorporar una unidad de partida
diferente, el acido ciclohexano carboxilico se comparé como se describe mas adelante. Cuando se le proporcionaba
acido ciclohexano carboxilico y 4cido pipecdlico, la MG2-10 producia solo un compuesto (39-dehidroxi prerapami-
cina), correspondiente a la incorporacién de la unidad de partida suministrada, Unicamente, mientras que MG2-10
(pSGsetrapK) producia dos compuestos en una proporcién 1:1, la 39-dehidroxi prerapamicina y la prerapamicina.
Esto demostré que se necesita rapK para la incorporacion de la unidad de partida natural endégena, y que una cepa
knockout para rapK no tenia competencia de la unidad de partida endégena con la unidad de partida natural.

S. hygroscopicus MG2-10 se cultivd en TSBGM suplementado con 2 mg/L de 4cido pipecdlico y 1 mM de acido
ciclohexano carboxilico a 25°C con agitacién. El sobrenadante del cultivo se extrajo con acetato de etilo como se des-
cribi6 con anterioridad. El andlisis de los extractos mediante HPLC con detecciéon UV a 280 nm mostré la presencia
de un nuevo pico importante con un tiempo de retencién de 5,8 min. Sin embargo, S. hygroscopicus MG2-10 (pSG-
setrapK) (Ejemplo 4), produjo prerapamicina (Figura 6) ademds de 39-dehidroxi prerapamicina, en una proporcién
aproximada de 1:1,cuando se le suministr dcido ciclohexano carboxilico (Ejemplo 8, Figura 8). Resulta sorprendente
que la suplementacién de S. hygroscopicus MG2-10 con 4cido ciclohexano carboxilico dio como resultado un so-
lo producto, la 39-dehidroxi prerapamicina. El iniciador endégeno, el 4cido 4,5-dihidroxiciclohex-1-eno carboxilico
no se incorporé en ausencia de rapK. Por tanto, no hubo competencia entre la incorporacién del dcido carboxilico
suministrado y el iniciador end6geno.

Ejemplo 13
Elucidacion de la funcion de RapM

Se mantuvieron cultivos de Streptomyces lividans TK24, S. lividans TK24 (pSGsetrapM) y S. lividans TK24 (pSG-
setrapQ) en TSBGM con agitacion a 30°C y se suplementaron con 20 pg/ml de prerapamicina. Los controles no fueron
suplementados. Luego de otros 5 dias de incubacidn, se extrajeron los cultivos con acetato de etilo y se llevaron hasta
sequedad. La reconstitucion y el andlisis mediante LC-MS identificaron que no habfa produccién de andlogos de rapa-
micina en los controles no suplementados. Se identificaron dos nuevos picos importantes en el extracto de S. lividans
TK?24 (pSGsetrapM) suplementado con prerapamicina, uno a 2,5 min y otro a 7,9min.La espectroscopia de masas de
electrospray de estos picos mostré que ambos contenian iones correspondientes a un compuesto con una masa molar
de 855,6, consistente con la 9-deoxo-16-O-metil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (16-O-metil-prerapamici-
na). Por lo regular se observaron dos isémeros cuando se analizaron los extractos por LC-MS en ausencia de TFA. No
se identificaron picos nuevos en los extractos de S. lividans TK24 o S. lividans TK24 (pSGsetrapQ). Fue evidente la
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presencia de prerapamicina no modificada. RapM fue el responsable claro de la mutilacién en el hidroxilo C16, RapQ
no era especifico para este sitio.

Ejemplo 14
Elucidacion de la funcion de RapJ

Se mantuvieron cultivos de Streptomyces lividans TK24, S. lividans TK24 (pSGsetrapK), S. lividans TK24 (pSG-
setrapl) y S. lividans TK24 (pSGsetrapKJ) en TSBGM con agitacién a 30°C y se suplementaron con 40 ug/ml de
prerapamicina. Los controles no fueron suplementados. Luego de otros 5 dias de incubacion, se extrajeron los cultivos
con acetato de etilo y se llevaron hasta sequedad. La reconstitucion y el andlisis mediante LC-MS identificaron que no
habia produccién de andlogos de rapamicina en los controles no suplementados. Se identificaron un nuevo pico impor-
tantes en el extracto de S. lividans TK24 (pSGsetrapM) suplementado con prerapamicina, a 4,9 min. La espectroscopia
de masas de electrospray de este pico mostr6 que contenia iones correspondientes a un compuesto con una masa molar
de 855,5, consistente con la 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (C9 oxoprerapamicina). No se
identificaron picos nuevos en los extractos de S. lividans TK24 y S. lividans TK24 (pSGsetrapK) suplementados con
prerapamicina. Fue evidente la presencia de prerapamicina no modificada.

Debido a la homologia de RapJ con FkbD del cluster FK506 y el cluster FK520, se ha postulado que RapJ oxida a
la prerapamicina en C9 a 9-hidroxi-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (C9 OH-prerapamicina).
Se ha postulado que RapK es responsable de la conversion posterior a cetona. Resulta sorprendente que, en presencia
de RaplJ, pero ausencia de RapK, se forme 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (C9 ceto-prera-
pamicina). RapJ posee una clara funcién oxidativa en C9, observandose una conversion completa de la cetona. RapK
no posee una funcién oxidativa en C9.

Ejemplo 15

Se construyeron pldsmidos que contenian las siguientes combinaciones de genes modificadores de la rapamicina,
como se describe a continuacién: pMG260 (rapl, rapJ, rapN, rapO, y rapL), pMG261 (rapl, rapJ, rapN, rapO, rapM y
rapL), pMG262 (rapl, rapl, rapN, rapO, rapM, rapQ y rapL) pMG236 (rapN, rapO, rapQ and rapL) y pMG238 (rapJ
y rapL).

Aislamiento de los pldsmidos pMG236 y pMG238

Se digirieron los plasmidos pSGsetrapNOQ y pSGsetrap] empleando Bglll/Xbal y se ligaron los fragmentos de
vectores aislados con el fragmento Xbal/BglIl de 1 kb de pDGLitrapLy;. Se aislaron los plasmidos pMG236 (que
expreasaba rapN, rapO, rapQ y rapL) y pMG238 (que expresaba rapJ y rapL), respectivamente.

Aislamiento de los pldasmidos pM G260, pMG261 y pMG262

Los plasmidos pSGSetrapKIJNOL, pSGSetrapKIJIMNOL, y pSGSetrapKIIMNOQL se digirieron empleando
Bglll y los fragmentos de insercion aislados (que contienen el cluster de genes de la rapamicina desde el sitio BglII
en rapl hasta el sitio BglII después de rapL) se ligaron con el fragmento del vector pSGSetrapl digerido con BglII. Se
aislaron los plasmidos pMG260 (que expresaba rapl, rapJ, rapN, rapO, y rapL), pMG261 (que expresaba rapl, rapJ,
rapN, rapO, rapM y rapL), y pMG262 (que expresaba rapl, rapJ, rapN, rapO, rapM, rapQ y rapL).

Ejemplo 16

Se construyé un mutante de S. hygroscopicus (MG3) que portaba la delecién cromosémica de rapK, como se
describe mas adelante. La complementacién heterdloga de rapK con fkbO puede entonces llevarse a cabo como se
describe y dard como resultado la restauracion de la produccién de rapamicina, lo que demuestra que fkbO es capaz
de complementar la funcién de rapK en S. hygroscopicus.

Aislamiento del mutante MG3 de S. hygroscopicus que porta la delecion cromosomica de rapK

Se emplearon los cebadores RAPKF1 5’-CAAAGCTTCCTGGCGCGGTTCGGCCGGCA-3’ (SEC ID NO: 56)
y RAPKF2 5’-TGGCATGCCCTTCCCCGCCGTTCCCTGGC-3’ (SEC ID NO: 57) para amplificar la regién de ho-
mologia fuera del gen rapK (desdel nt94403 hasta el nt95429 en el cluster de rapamicina descrito en Schwencke et
al., 1995) empleando ADN gendmico preparado a partir de S. hygroscopicus NRRL5491 como molde. El producto
de PCR de 1 kb se fosforilé empleando la T4 polinucleétido quinasa, y se ligé en pUC18 cortado con Smal desfos-
forilado. Luego de la transformacioén en E. coli DH10B, se aisl6 elpldsmido pMG233-7. Se emplearon los cebadores
RAPKR1 5’-TGGCATGCCCCCGCCGAGCTGACCTGGAA-3’ (SEC ID NO: 58) y RAPKR2 5’-GTTCTAGAGCT
TACGCGTGATGTCGAACG-3’ (SEC ID NO: 59) para amplificar la regién derecha de homologia fuera del gen rapK
(desdel nt96435 hasta el nt97428 en el cluster de rapamicina como esta descrito por Schwencke et al., 1995) emplean-
do ADN gendémico preparado a partir de S. hygroscopicus NRRL5491 como molde. El producto de PCR de 1 kb se
fosforil6 empleando T4 polinucledtido quinasa y se ligé en pUC18 cortado con Smal y desfosforilado. Luego de la
transformacion en E. coli DH10B, se aisl6 el plasmido pMG257-7. Se verificaron ambos pldsmidos en busca de la
secuencia de andlisis. El plasmido pMG233-7 se digirié con Sphl/Xbal y se aislé el fragmento de 3,7 kb, el pMG257-
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7 se digiri6 con Sphi/Xbal y se aislo el fragmento de 1 kb. Estos fragmentos se ligaron y se emplearon para transformar
E. coli DH10B. Se aisl6 el pldsmido pMG268-12. Este pldsmido se digirié6 con HindIII/Xbal y se aisl6 el fragmento
de 2 kb y se ligé en pMG55 cortado con HindIII/Xbal y se emple6 elADN para transformar E. coli DH10B. Se aislé
el plasmido pMG278-1 y se emple6 para conjugar S. hygroscopicus MG1C.

Se aislé una colonia resistente a apramicina, y se cultivd durante 24 horas en TSBGM con agitacién a 30°C y se
dispers6 en placas con agar y medio 1 que contenfan 50 ug/l de estreptomicina. Se aislaron las colonias resistentes
a estreptomicina y se mostré que eran sensibles a apramicina. Se pudo corroborar la mutacién cromosémica en el
nt1004 de rapK en el mutante MG3 mediante Southern blotting. Se presenta un resumen en la Figura 35.

Se cultivé S. hygroscopicus MG3 en TSBGM a 26°C con agitacion. Se extrajeron tanto el sobrenadante del cultivo
como las células empleando los métodos que se describen en la seccién de Materiales y Métodos. El andlisis del
extracto con detecciéon UV demostré que no se encontraba presente ningtin pico con las caracteristicas del trieno de
rapamicina.

Expresion de fkbO en el mutante MG3 de S. hygroscopicus que porta la delecion cromosomica de rapK

El plasmido pMG169-1 (descrito en el ejemplo 11) se transformé en el mutante MG3 de S. hygroscopicus em-
pleando los métodos que se describen en la seccién de Materiales y Métodos.

Complementacion heteréloga de rapK por fkbO

S. hygroscopicus MG3pMG169-1 se cultivé en TSBGM a 26°C con agitacion. Se extrajeron tanto el sobrenadan-
te del cultivo como las células, empleando los métodos que se describen en la seccién de Materiales y Métodos. El
analisis del extracto con deteccion UV a 280 nm mostré la presencia de dos nuevos picos principales. La espectrosco-
pia de masas de electrospray de estos picos demostré que los mismos contenian iones con una masa molar de 913,
correspondiente a la rapamicina.

Ejemplo 17

Aislamiento y complementacion heterdloga del mutante MG4 de S. hygroscopicus var ascomyceticus que porta la
delecion cromosomica de fkbO

Se emplearon los cebadores FKOF1 5°-GCTCTAGAGCCCGCGGCTCGCCGGACACG-3’ (SEC ID NO: 60) y
FKOF2 5’-CCCCTGCAGGCGTCCGGCATCGGTCATCAG-3’ (SEC ID NO: 61) para amplificar la regién izquierda
de homologia (desde el nt45750 hasta el nt46751 en el cluster de ascomicina, como se describe en Wu et al., 2000)
empleando el ADN gendmico preparado a partir de S. hygroscopicus var ascomyceticus ATCC14891 como molde.
El producto de PCR de 1 kb se fosforilé empleando la T4 polinucleétido quinasa y se ligé en pUC18 cortado con
Smal y desfosforilado. Luego de la transformacién en E. coli DH10B, se aisl6 el plasmido pMG258-4. Se emplea-
ron los cebadores FKOR1 5’-CGCCTGCAGGGATACGGTCCGCCGGGTCTGC-3’ (SEC ID NO: 62) y FKOR2 5’-
CCAAGCTTGTACGGTTCGCCACGGGCGTGC-3’ (SEC ID NO: 63) para amplificar la region derecha de homolo-
gia (desde el nt47785 hasta el nt48781 en el cluster de rapamicina, como se describe en Wu et al., 2000) empleando
el ADN gendmico preparado a partir de S. hygroscopicus var ascomyceticus ATCC14891 como molde. Se fosforil6 el
producto de PCR de 1 kb empleando la T4 polinucleétido quinasa y se ligé en pUC18 cortado con Smal y desfosforila-
do. Luego de la transformacién en E. coli DH10B, el pldsmido pMG259-9 se aisl6. Se verificé en ambos plasmidos la
presencia de la secuencia de andlisis. El plasmido pMG258-4 se digirié con Sbfl/HindIIl y se aislé el fragmento de 3,7
kb, pMG259-5 se digiri6é con SbfI/HindIII y se aisl6 el fragmento de 1 kb. Estos fragmentos se ligaron y se emplearon
para transformar E. coli DH10B. Se aisl6 el plasmido pMG265-1. El plasmido se digirié con HindIII/EcoRI y se aislé
el fragmento de 2 kb y se ligé en pMGS55 cortado con HindIII/EcoRI y el ADN se empled para transformar E. coli
DH10B. El plasmido pMG267-1 se aisld y se empled para conjugar S. hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC14891.

Se aisl6 una colonia resistente a apramicina y se cultivé durante 24 horas en TSBGM con agitacién a 30°C y se
dispers6 en placas con agar y medio 1 que contenian 50 ug/l de estreptomicina. Se aislaron las colonias resistentes
a estreptomicina y se mostré que eran sensibles a apramicina. Se pudo corroborar la mutacién cromosémica en el
nt1034 de tkbO en el mutante MG4 mediante Southern blotting. Se presenta un resumen en la Figura 35.

Expresion de RapK en el mutante MG4 de S. hygroscopicus var. ascomyceticus que porta la delecion cromosomica
de fkbO

El pldsmido pSGsetRapK se transformé en el mutante MG4 de S. hygroscopicus como se describe en la seccién
de Materiales y Métodos.

Complementacion heterologa de fkbO por rapK

Se cultivé S. hygroscopicus var. ascomyceticus MG4pSGSetRapK en TSBGM a 26°C con agitacion. Se extrajeron
tanto el sobrenadante del cultivo como las células, empleando los métodos descritos en la seccion de Materiales y
Meétodos. Se analiz6 el extracto por medio de LC-MS para detectar la presencia de un nuevo pico importante para
mostrar que el mismo contenia iones correspondientes a FK520 (ascomicina).
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Ejemplo 18

Resulta obvio para los expertos en la técnica que otros clusters biosintéticos, que codifican para ligandos FKBP,
por ejemplo, FK506 pueden modificarse de manera que el homdlogo de rapK sea eliminado o inactivado empleando
los métodos que se describen en el presente documento. En FK506, por ejemplo, esto podria hacerse mediante la
amplificacion de los productos de PCR contra las regiones a cada lado del gen fkbO (niimero de acceso a la secuencia
AF082099, AF082100), ligando los mismos en un vector como pMGS55, transformando la cepa productora de FK506,
seleccionando para el doble entrecruzamiento y confirmando la remocién del gen fkbO por medio de Southern blotting.

Ejemplo 19

Incorporacion de unidades de partida no naturales por la cepa de delecion de rapK, S. hygroscopicus MG2-10, a
andlogos de rapamicina en ausencia de competencia por unidades de partida naturales endogenas

Como se demostré en los Ejemplos 10 y 12, la rapamicina PKS posee un elevado grado de flexibilidad para las
unidades de partida no naturales y, en ausencia de rapK, el sistema estd libre de competencia del iniciador natural. En
este Ejemplo, se demuestra mas aun el grado de flexibilidad.

Se cultivé S. hygroscopicus MG2-10, se suplementd y se extrajo de acuerdo a los métodos de suplementacion, ex-
traccion y andlisis que se describen en Materiales y Métodos (Método B). La gama de 4cidos carboxilicos suplemen-
tados, junto a los compuestos generados, se lista mas adelante. Resulta sorprendente que todos los dcidos carboxilicos
listados se incorporaron, tal como se determiné por medio de la observacién del croméforo UV caracteristico a 278
nm y la espectrometria de masas de electrospray, lo que dio como resultado la produccién de andlogos de rapamicina.

Los andlogos de rapamicina generados correspondian a la férmula siguiente, como se describe en la Tabla VIII:

Rig=OH
Ry7 = H, OH, halo, thiol, alkyl
y = bond, CH,

Rz
A B (o]
D E F
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TABLA VIII
Unidad de partida de acido M-H (M+K) Compuesto generado
carboxilico suplementada
Acido ciclohexano carboxilico 824,7 864,6 R1s = E, Ris = 4-OH, y = enlace, en combinacion
conR1=0OH,R2=H,Rs=H,Rs=H,Ry=H,Rg =
H, Rg = H, Ryo= H, x = CH,
cido 3-cis, 4-trans- 840,5 880,4 Ris = C, Rig = 3-Cis-OH, Ry7 = 4-trans-OH, en
dihidrociclohexano carboxilico combinacién con Ry = OH, Rz = H, Rs = H, Rg =
H R7=H,Rs=H,Rg = H, Ryg= H, x=CHj,
Acido 1-ciclohexeno carboxilico 824,4 864,3 Ris = E, Rig = 3-OH, y = bond, en combinacién
conR1=0OH,R2=H,Rs=H,Rg=H,Ry=H, Rg =
H, Rg = H, Rig = H, x = CH,
Acido 3-ciclohexeno carboxilico 840,5 880,4 R1s = C, Rig = OH, Ry7 = OH, en combinacién con
Ri=0OH,R2=H,Rs=H,Rg=H,Rry=H,Rg=H,
Rg=H, Ryg=H, x=CHa
8224 862,3 Ris=A, Rig = OH, Ry7 = H, en combinacién con Ry
=0H,R2=H,Rs=H,Rs =H,R;=H, Rg =H, Rg
= H, R1o= H,X= CH2
Acido cicicheptano carboxilico 838,4 878,3 Ris=E, Rig = OH, y = CH,, en combinacién con
R1=0H,R2=H,Rs=H,Rs=H,Rr=H, Re = H,
Rg = H, Ry =H, x=CH;
Carboxilato de Metilo 2-norbomano 836,2 876,2 Ris=E, Rig = OH, y = CH>, en combinacién con
R1=0OH,Rz=H,Rs=H, Rg=H, Ry =H, Rg=H,
R9=H, R1o=H,X=CHz
Acido 3-hidroxiciclohexano 8247 864,6 Ris = E, Ris = 3-OH, y = enlace, en combinacion
carboxilico conRi1=0H,R2=H, Rs = H,Rgs = H, Ry = H, Ra =
H, Rg=H, Rig=H, x=CH.
Acido 4-hidroxiciclohexano 8246 864,6 Ris = E, Ris = 4+-OH, y = enlace, en combinacién
carboxilico conR1=0H,R;=H,Rs=H,Rg=H,R;=H, Rg =
H, Rg=H, Rig=H, x=CHa
cido 3-metilciclohexano carboxilico | 838,4 878,3 Ris=F, R4z = OH, en combinacién con R4 = OH,
Rz2=H,Rs=H,R¢=H,Ry=H,Rg=H, Rg = H,
R1ip = H, x = CH2
Acido 4-metilciclohexano carboxilico | 838,4 878,3 Ris = D, Ry7 = OH, en combinacion con Ry = OH,
R2=H,Rs=H,Rg=H,Ry=H, Rg=H, Rg = H,
Rig = H, x=CH2
cido 3-(cis/trans) 824,3 864,2 Ris = E, Ris = 3-OH, y = enlace, en combinacioén
metoxiciclohexano carboxilico conR1=0H,R2=H,Rs=H,Rg=H,R;=H, Rg =
H,R9=H, Rig = H, x=CH,
Carboxilato de Etil14-ciclohexano 824,3 864,2 R1s = E, Ris = 4-OH, y = enlace, en combinacién
conR1=0H,R2=H,Rs=H,Rg=H, Ry =H, Rg =
H, Rg = H, Rip = H, x = CH,
Acido 3-fluoro-4-hidroxi ciclohexano | 843,0 882,0 R15s=C, Rig = OH, Rz = F, en combinacion con R4
carboxilico y acido 4-fluoro-3-hidroxi =0OH,R2=H,Rs=H,Rs=H, Ry =H, Rs =H, Rg
ciclohexano carboxilico =H,Ryo=H, x=CH>
Acido 3-ciclohexano éxido 841,0 880.,8 Ris = C, Rig = 3-€is-OH, Ri7 = 4~trans-OH, en
carboxilico combinacién con R1=OH, R2=H,Rs = H, Rg =
H.R7=H,Re=H, Ry = H, Rig= H, x = CH>
~ Acido 3,4-cis-dihidroxi ciclohexano 841,2 881,1 R1s = C, Ris = 3-€is-OH, Ry7 = 4-cis-OH, en
carboxilico combinacién con Ry = OH, R2=H, Rs = H, Rg =
H,R7=H,Rs=H,Rg=H, Rip=H, x=CH;
841,2 881,1 Ris = C, Rig = 3-trans-OH, Rz = 4-trans-OH, en
combinacién con Ry = OH, Rz = H, Rs = H, Re=H,
R7=H, Rg=H, Rg=H, Rio=H, x = CH,
Acido 3-cloro-4-hidroxi ciclohexano 858,8 898,8 R4s=C, R1s = OH,R47 = Cl, en combinacion con R,

carboxilico y acido 4-cloro-3-hidroxi

=0H,R2=H,Rs=H,Rg=H,R/=H,Rg =H,Rg =
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ciclohexano carboxilico (y el par de H, Rio = H, x=CH;
diasteroisémeros opuestos)
Acido ciclohexilpropi6nico 825,0 864,9 Ris = C, Rig = 3-¢is-OH, Ry7 = 4-trans-OH, en

combinacibn con Ry =0OH, Rz=H,Rs=H, Rg =
H, R7 =H, Rs =H, Rg =H, Ryo=H, x = CH, TBC

Ejemplo 20

Incorporacion de unidades de partida no naturales por la cepa S. hygroscopicus MG2-10[pSGsetrapN/OQLhis] con
la delecion rapK a andlogos de rapamicina en ausencia de competencia por la unidad de partida natural endogena

Como se demostré en los Ejemplos 10, 12 y 19, la rapamicina PKS posee un alto grado de flexibilidad para las
unidades no naturales de partida en ausencia de rapK, el sistema se encuentra libre de competencia por el iniciador
natural. En este ejemplo, se demuestra mas aun el grado de flexibilidad.

Se cultivé S. hygroscopicus MG2-10[pSGsetrapN/OQLhis], se suplementd y se extrajo de acuerdo con los métodos
de suplementacion, extraccion y andlisis que se describen en Materiales y Métodos (Método B). La gama de 4cidos
carboxilicos suplementados junto con los compuestos generados se lista a continuacién. Resulta sorprendente que
todos los 4dcidos carboxilicos listados se incorporaron como se determiné por medio de la observacion del croméforo
UV caracteristico a 278 nm y la espectrometria de masas de electrospray y dieron como resultado la produccion de
analogos de rapamicina.

Los andlogos de rapamicina generados corresponden a la férmula siguiente, como se describe en la Tabla IX:

Rig=OH
Ry7 = H, OH, halo, thiol, alkyl
y = bond, CH,

Ryz
A B c
D E F
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TABLA IX
Unidad de partida de acido M-H (M+K) Compuesto generado
carboxilico suplementada
cido ciclohexano carboxilico 840,4 880,4 Ris = E, Ry = 4-OH, y = enlace, en
combinacién con Ry = OH, R; = H, Rs = H,
Re=H,R7=H,Rs=H, Rg=H, Ryg=H, x=
CH;
Acido 3-cis, 4-trans- 840,4 880,4 R4s = C, Ris = 3-Cis-OH, Ry7 = 4-trans-OH, en
dihidrociclohexano carboxilico combinacion con Ry =0OH, Rz = H, Rs = H,
Re=H,R7=H,Rg=H,Rg=H,Ryg=H, x=
CH;
856,4 896,4 Ris = C, Ris = 3-¢is-OH, Ry7 = 4-trans-OH, en
combinacién con Ry = OH, Rz = OH, Rs=H,
Re=H,R7=H,Rs=H,Rg=H,Rig=H, x=
CH2
Acido 1-ciclohexeno carboxilico 824.4 864.4 Ris = E, Rig =3-OH, y = bond, en
combinacién con Ry = OH, Rz=H, Rs = H,
Rs=H,R;=H,Rg=H,Rg=H,Ryg=H, x=
CH;
840,4 880,4 Ris = E, Rig = 3-OH, y = bond, en
combinacién con R1=0OH, R2=H, Rs = H,
Re=H,Rr=H,Rs=H,Rg=H,Ryg=H, x=
CH;
cido 3-ciclohexeno carboxilico 840,4 8804 Ris=C, R =COH, R17 = 0OH, en
combinacién con Ry = OH, R,=H,Rs =H,
Re=H,Ry=H,Rg=H,Rg=H,Rip=H, x=
CH,
822,4 862,4 Ris=A, Rig = OH, Ry7 = H, en combinacion
conR1=0H,R2=H,Rs=H,Rg=H, Ry =H,
R3=H,R9=H, R10=H,X=CH2
840,4 880,4 Rys=A, Ri¢ = OH, Rz = H, en combinacién
conR1=0H, R;=0OH, Rs=H, Rg=H,Rr =
H,Rs=H, Rg=H, Rig=H, x=CH,
Acido cicloheptano carboxilico 854,4 894,4 Ris=E, R = OH, y = CHa, en combinacién
conR1=0H,R;=H,Rs=H,Rg=H, Ry =H,
R3=H, R9=H, R1o=H.X= CH2
cido metilo 2-norbormano 852,4 8924 R15=B, R1s = OH, R17 = H, en combinacién
carboxilico conR{=0H,R2=0H,Rs=H,Rg=H, Ry =
H,Rs=H,Rg=H, Rig=H, x=CHz
cido 3-hidroxiciclochexano 8244 864 4 Rys = E, Ry = 3-OH, y = enlace, en
carboxilico combinacién con R1=OH, Rz =H,Rs = H,
Re=H,R;=Rs=H,Rg=H,Ryo=H, x=
CH,
cido 4-hidroxiciclohexano 840,4 880,4 Ris = E, Rie = 4-OH, y = enlace, en
carboxilico combinacién con R1 = OH, Rz=H, Rs = H,
Re=H,Rr=H,Rs=H,Rg=H,Ryg=H, x =
CH;
8244 864,4 Ris = E, R1s = 4-OH, y = enlace, en
combinacién con R1=0OH, Rz = H, Rs = H,
Re=H,R;=H,Rs=H,Rg=H, Ryo=H, x=
CH;
cido 4-metilciclohexano carboxilico | 838,4 878,4 Rss = D, R17 = OH, en combinacién con Ry =
OH R:=H,Rs=H,Rs=H,Ry=H, Ra=H,
Re=H,Rip=H,x=CH,
854,4 894,4 Rys5 = D, Ry7 = OH, en combinacién con Ry =
OH,R2=0H,Rs=H,Rg=H,R7=H,Rg =
H, Re=H, Rio=H, x=CH;
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Ejemplo 20

Incorporacion de unidades de partida no naturales por la cepa MG3 de S. hygroscopicus con la delecion de rapK, a
andlogos de rapamicina en ausencia de competencia por la unidad de partida natural

Como se demostré en los Ejemplos 10, 12 y 19, la rapamicina PKS posee un alto grado de flexibilidad para las
unidades no naturales de partida en ausencia de rapK, el sistema se encuentra libre de competencia por el iniciador
natural. En este ejemplo, se demuestra mas aun el grado de flexibilidad.

Se cultivé S. hygroscopicus MG3, se suplementd y se extrajo de acuerdo con los métodos de suplementacion,
extraccion y andlisis que se describen en Materiales y Métodos (Método B). La gama de 4cidos carboxilicos suple-
mentados junto con los compuestos generados se lista a continuacién. La incorporacién de los acidos carboxilicos
listados y la produccién de andlogos de rapamicina se determiné por medio de la observacién del croméforo UV
caracteristico a 278 nm y la espectrometria de masas de electrospray.

Los acidos carboxilicos que pueden suplementarse como unidades de partida incluyen el 4cido ciclohexano car-
boxilico, acido 3-cis, 4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico, acido 1-ciclohexeno carboxilico, dcido 3-ciclohexeno
carboxilico, 4cido cicloheptano carboxilico, carboxilato de metilo 2-norbornano, dcido 3-hidroxiciclohexano carboxi-
lico, 4cido 4-hidroxiciclohexano carboxilico, 4cido 3-metilciclohexano carboxilico, 4cido 4-metilciclohexano carboxi-
lico, acido 3-(cis/trans) metoxiciclohexano carboxilico, acido 4-(cis/trans) metoxiciclohexano carboxilico, carboxilato
de etilo 4-ciclohexanona, dcido 3-fluoro-4-hidroxicarboxilico y 4cido 4-fluoro-3-hidroxicarboxilico, 4cido 3-ciclohe-
xano 6xido carboxilico, dcido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano carboxilico, dcido 3-cloro-4-hidroxicarboxilico y dcido 4-
cloro-3-hidroxicarboxilico (y el par de diasteroisémeros opuestos), acido ciclohexilpropidnico y dcido 4-terc-butilci-
clohexano carboxilico.

Ejemplo 21

Incorporacion de unidades de partida no naturales por la cepa S. hygroscopicus var. ascomyceticus MG4 con delecion
de fkbO a andlogos de FK520 en ausencia de competencia por unidades de partida naturales endogenas

Como se demostré en los Ejemplos 10, 12, 19 y 20, la rapamicina PKS posee un alto grado de flexibilidad para
las unidades no naturales de partida. En ausencia de fkbO, el sistema FK520 se encuentra libre de competencia por el
iniciador natural. En este ejemplo, se analiza el grado de flexibilidad de FK520 PKS, libre de competencia por parte
del iniciador natural.

Se cultivo S. hygroscopicus var. ascomyceticus MG4, se suplementd y se extrajo de acuerdo con los métodos
de suplementacién, extraccién y andlisis que se describen en Materiales y Métodos (Método B). La gama de acidos
carboxilicos suplementados junto con los compuestos generados se proporcionan en la Tabla I'V. La incorporacién de
los 4cidos carboxilicos listados y la produccion de andlogos de FK520 se determiné por medio de espectrometria de
masas de electrospray.

Ejemplo 22

Incorporacion de dcidos de partida no naturales a andlogos de FK506 por el mutante de S. tsukubaensis con delecion
de fkbO en ausencia de competencia por parte del iniciador natural

Se cultivé un mutante de S. tsukubaensis con delecién de fkbO y se suplement6 de acuerdo con loe métodos de
suplementacién descritos en Materiales y Métodos. Se suplementd un subconjunto de los dcidos carboxilicos listados
en la Tabla IV en Materiales y Métodos. Se llevé a cabo el andlisis como se describe en el Método (B) de los Materiales
y Métodos.

Ejemplo 23
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10[pSGsetrapKILh]

Se obtuvo 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina por medio de la conjugacién de la cepa MG2-10 de
S. hygroscopicus con pSGsetrapKIL,;, y el aislamiento de los productos de fermentacién generados como se describe
mas adelante. Esto demuestra que es posible complementar la delecién de rapK, rapl y rapL en la cepa MG2-10 y
que se produce 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina, un andlogo que carece de las modificaciones post-
PKS. La suplementacion de 4cido pipecdlico no se requiere cuando rapL es complementado, confirmando que rapL
desempeiia un papel en la provisidn de 4cido pipecdlico para la produccién de rapamicina.

Se fermento S. hygroscopicus MG2-10 [pSGsetKILy;] (ver Materiales y Métodos) y se extrajo y aislé empleando
el método (B) como se describe en Materiales y Métodos. El sistema de solvente isocrdtico empleado para la HPLC
preparativa fue 60% de CH;CN/H,O.
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La 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina (Compuesto 6) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 22 mg
Peso molecular: 856

Férmula molecular: C,0H;;NO,

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

ES 2 296 063 T3

MS electrospray: m/z para MNa+ = 878, m/z para M-H = 854

La Tabla X, a continuacién, resume los datos de RMN de 'H y *C para la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-

rapamicina en CDCI;

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA X
Protén Oy multiplicidad acoplamiento OS¢
1 169.0 171.5
2 4,37 5,40 55,6 52,5
3a 1,51 175" 26,5 26,3
3b 2.40 2.19
43 20,9
4b
5a 1,30 1,48 25,1
5b 1,68 1,72
6a 4,45 3,26 39,0 444
6b 2.16 3.83
8 171,7 1724
9a 241 2,54 38,7 40,2
9b 2,67 2,89
10 08,4 99,7
10-OH 6,62 5,34 br. S
11 1,37 1,51 38,7 387
12a 1,67 1,62 273 27,6
12b 1,48 1,48
13a 1,29 1,32
13b
14 421 3,87 71,3 69,6
15a 1,47 1,50
15b 1,66 165
16 421 4,06 dd 6,1; 6,1 76,0 75,6
17 1416 1384
18 6,08 6,22 d d 11,2 11,2 122,5 125,0
19 6,38 6,31 dd dd 14,0; 11,2 14,7; 1286 1277
11,2
20 6,01 6,17 dd 14,5: 10,5 1311 1322
21 6,04 6,04 130,3 130,3
22 518 530 dd dd 14,1;9,1 14,9; 1394 1391
9.3
23 2,11 2,15 39,5 37,3
24a 1,34 135 40,3 403
24b 1,68 1,67
25 2,43 244 45,5 46,3
26 2152 216,1
27a 2,53 2,60 46,7 479
27b 2,65 243
28 4,33 4,39 dd 7.9;3,2 71,7 71,8
29 139,6 139,6
30 536 545 d 9.9 1237 1254
31 3.24 3,37 46,4 456
32 209,0 209,1
33a 263 263 394 394
33b 295 205
34 513 538 76,0 74,2
35 1,93 1,98° 32,7 327
36a 1,04 1,03 37,8 39,8
36b 117 1,16
37 1,34 1,38 332 332
38a ax. 0,61 0,73 ddd ddd 11,9; 11,9, 11,9 339 345
11,9;11,9; 11,9
38b eq. 2,04 209
39 290 291 845 84,4
40 3,37 3,37 73,8 738
41a 1,31 1,31 31,2 312
41b 197 1.97
42a 0,97 0,97 31,7 3.7
42b
43 0,93 093 d d 6.5 6,5 16,8° 16,9°
44 1,78 1,63 s s 15,6 12,7
45 0,98 1,00 21,7 217
46 100 1,02 16,7 19,1
47 158 1,48 s s 13,17 11,7
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48 1,07 1,00 d 6,9 16,2 14,6
49 0,89 0,89 d d 6,8 6,8 14,6° 15,2¢
50 3,37 3,37 s s 56,5 56,5

a: se puede asignar en lugar de H4a
b: asignacién tentativa

¢: se puede intercambiar la asignacién
d: se puede intercambiar la asignacion

El compuesto 6 existe como una mezcla 1:1 de conférmeros en CDCl;. Los datos anteriores son para ambos con-
férmeros. En los casos en que se ha trazado una linea punteada a través de la tabla no fue posible determinar la conec-
tividad entre los sistemas de espin, por tanto, la asignacién de datos a un conférmero particular no resulta posible.
Ejemplo 24
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10[pSGsetrapKIMLh]

Se obtuvo 9-deoxo-27-desmetoxi-rapamicina por medio de la conjugacion de la cepa MG2-10 de S. hygroscopicus
con pSGsetrapKIML,,, como se describié en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos de fermentacioén. Esto
demuestra que es posible complementar la delecion de rapK, rapl, rapM y rapL en la cepa MG2-10 con la produccién
de un andlogo de la rapamicina que carece de algunas de las modificaciones post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 [pSGsetKIML,;] (ver Materiales y Métodos) y se extrajo y aislé empleando
el método (B) como se describe en Materiales y Métodos. El sistema de solvente isocrtico empleado para la HPLC
preparativa fue 75% de CH;CN/H,O.

La 9-deoxo-27-desmetoxi-rapamicina (Compuesto 16) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 24 mg

Peso molecular: 870

Férmula molecular: CsoH,4NO/,

UV (mediante deteccién de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 892, m/z para M-H = 868

La Tabla XI, a continuacién, resume los datos de RMN de 'H y "*C para la 9-deoxo-27-desmetoxi-rapamicina en
CDCl;.

TABLA XI
Protén Su multiplicidad acoplamiento 8¢
1 171,0
2 5,37 m 52,0
3a 1,73 m 26,8
3b 2,22 m
4a 1,39 m 20,5
4b 1,73 m
5a 1,56 m 251
5b 1,77 m
6a 3,34 m 435
6b 3,85 br.d 12,9
8 1734
9a 2,43 d 14,4 38,8
9b 2,74 d 14,4
10 98,0
10-OH 6,02 s
11 1,43 m 39,1
12a 1,44 m 27,5
12b 1,58 m
13a 1,28 m 32,2
13b 1,45 m
14 3,61 m 65,8
15a 1,55 m 38,6
15b 1,64 m
16 3,70 dd 10,8, 4,7 845
17 134,8
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18 5,98 d 9,2 130,8
19 6,34 m 126,9
20 6,32 m 133,1
21 6,11 dd 15,3; 9.0 130,6
22 5,46 dd 15,2, 8,6 139,3
23 2,22 m 35,7
24a 1,28 m 40,2
24b 1,49 m
25 2,58 m 448
26 215,0
27a 2,65 m 46,2
27b 2,65 m
28 4,37 m 73.1
29 139,8
30 5,32 d 9,9 124,5
31 3,38 m 46,3
32 208,9
33a 2,59 m 41,4
33b 2,59 m
34 5,04 ddd 5,2;5,2; 5,2 75,7
35 1,97 m 33,4
36a 1,11 m 38,6
36b 1,26 m
37 1,41 m 33,1
38a ax. 0,69 ddd 12,3; 12,3; 12,3 34,1
38b eq. 2,11 m
39 2,93 m 84,4
40 3,37 m 73,9
41a 1,32 m 31,2
41b 1,97 m
42a 1,00 m 31,6
42b 1,68 m
43 0,88 d 6,4 16,9
44 3,10 s 55,6
45 1,59 S 9,9
46 1,02 d 7.2 20,5
47 1,03 d 7.1 15,7
48 1,67 [ 12,2
49 1,12 d 6.8 16,3
50 0,92 d 6,8 15,8
51 3,39 s 56,5
Ejemplo 25

Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKIN/OLh)

Se obtuvo la 9-Deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacién de la cepa de S. hy-
groscopicus MG2-10 con pSGsetKIN/OLy;, como se describe en el Ejemplo 1 y se aislaron los productos generados
durante la fermentacién. Esto demostré que es posible complementar la delecién de rapK, rapl,rapN/O y rapL en la
cepa MG2-10 con la produccién de un andlogo de la rapamicina que carece de alguna de las modificaciones post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKIN/OLy;) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé em-
pleando el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos.

El sistema de solvente isocratico empleado para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20O. La 9-Deoxo-16-
O-desmetil-27-O-desmetilrapamicina (Compuesto 9) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 77 mg

Peso molecular: 872

Férmula molecular: C, H;;NO,,

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el anélisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 894, m/z para M-H = 870
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La Tabla XII a continuacién resume los datos de RMN de 'H y '*C para la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-
rapamicina en CDCl.
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TABLA XII
Protén Y multiplicidad acoplamiento &¢
1 1721
2 5,55 m 52,8
3a 1,74 m 26,0
3b 2,21 m
4a 1,18 m 21,1
4b 1,73 m
5a 1,44 m 25,2
6a 3,28 m 45,7
6b 3,87 br.d
8 171,6
9a 241 d 12,5 42,3
9b 3,34 d 12,5
10 99,2
10-OH 4,15 m
11 1,61 m 38,3
12a 1,36 m 31,5
12b 1,52 m
13a 3,99 m 72,5
13b 1,45 m 40,9
14 3,99 m 72,5
15a 1,45 m 40,9
15b 1,70 m
16 3,86 m 75,3
17 140,0
18 6,44 d 11,4 121,9
19 6,33 dd 14,4, 11,4 128,6
20 dd 14,8; 10,6 131,2
21 dd 14,9; 10,6 131,2
22 5,25 m 137,4
23 2,26 m 353
24a 1,21 m 41,1
24b 1,21 m
25 2,37 m 40,9
26 212,8
27 4,55 d 23 749
28 4,20 77,3
29 135,8
30 5,25 m 124,9
31 3,29 m 449
32 208,0
33a 2,53 dd 18,2; 4,0 42,2
33b 2,81 dd 18,2;10,6; 4,0; 4,0
34 5,28 ddd 75,8
35 1,71 m 31,2
36a 0,92 m 36,9
36b 1,04 m
37 1,23 m 32,6
38a ax. 0,28 ddd 11,9; 11,9; 11,9 34,2
38b eq. 1,88 m
39 2,85 84,8
40 3,29 m 74,1
413 1,26 m 313
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41b 1,92 m

42a 0,88 m 32,3
42b 1,57 m

43 0,98 d 6,2 16,6
44 1,59 s 14,6
45 1,01 d 6,4 214
46 0,89 d 6,4 12,0
47 1,90 s 18,7
48 0,92 d 6,4 15,6
49 0,84 d 6,8 17,6
50 3,37 s 57,5

Ejemplo 26
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKJLh)

Se obtuvo la 16-O-Desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacién de la cepa MG2-
10 de S. hygroscopicus con pSGsetKJI,;,, como se describi6 en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos gene-
rados en la fermentacion. Esto demostré que era posible la complementacién de la delecidn de rapK, rapJ y rapL en la
cepa MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKJLy;,) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé empleando
el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos. El sistema de solvente isocratico empleado para la HPLC
preparativa fue 55% de CH3CN/H20. La 16-O-Desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 3)
posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 176 mg (mezcla de los 2 isémeros interconvertibles)

Peso molecular: 856

Férmula molecular: C,sH7;NO),

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 894, m/z para M-H = 854

Fragmentacién MS: El aducto de sodio (m/z 878) se fragment6 para proporcionar tres fragmentos: C8-C24, m/z
MNa* 749; C1-C27, m/z MNa+ 570; C28-C42+C1-C14, m/z MNa+ 628. Los iones fragmentos 628 y 570 se frag-
mentaron nuevamente para producir el mismo fragmento: C1-C14 m/z MNa* 320. La masa de este fragmento C1-C14
es mayor en 14 unidades de masa que el fragmento equivalente resultado de la fragmentacién del aducto de sodio de
la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 1), consistente con la oxidacion en
Co.

Ejemplo 27
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKMNOLh)

Se obtuvo 9-Deoxo-27-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacién de la cepa MG2-10 de S.
hygroscopicus con pSGsetKMN/OL,;, como se describi6 en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos generados
en la fermentacién. Esto demostré que era posible la complementacién de la delecién de rapK, rapM, rapN/O y rapL
en la cepa MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones post-
PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKMN/OL,;,) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aisld
empleando el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos. El sistema de solvente isocratico empleado para
la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20. La 9-Deoxo-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto
8) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 6 mg

Peso molecular: 872

Férmula molecular: C, H;;NO,,
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UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el anélisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm
MS electrospray: m/z para MNa+ = 894, m/z para M-H = 870

Fragmentacion MS: El aducto de sodio (m/z 894) se fragment6 para proporcionar tres fragmentos: C8-C42, m/z
MNa* 765; C1-C27, m/z MNa+ 586; C28-C42+C1-C14, m/z MNa+ 614. Los iones fragmentos 614 y 586 se fragmen-
taron nuevamente para producir el mismo fragmento: C1-C14 m/z MNa* 306. La masa de este fragmento C1-C14 es
idéntica a la obtenida para el aducto de sodio de la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina.
El compuesto es 9-deoxo. El fragmento C1-C27 posee una masa mayor en 30 unidades que la del fragmento equi-
valente de la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina, consistente con una hidroxilacién y
una metilacién; RapM metila el grupo hidroxilo en C16 (ver Ejemplo 22 para pSGsetKILy;, junto al Ejemplo 23
pSGsetKIML,;) y RapN en combinacién con RapO hidroxila C27, de manera que los datos son consistentes con que
el compuesto sea la 9-deoxo-27-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 8).

Ejemplo 28
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKIJLh)

Se obtuvo 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina mediante la conjugacién de la cepa MG2-10 de S. hygros-
copicus con pSGsetKIJL,;, como se describid en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos generados en la
fermentacion. Esto demostré que era posible la complementacion de la delecién de rapK, rapl, rapJ y rapL en la cepa
MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKMN/OL,;,) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé
empleando el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos. El sistema de solvente isocratico empleado
para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20. La 16-O-desmetil-27-desmetoxi-rapamicina (Compuesto 12)
posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 11 mg

Peso molecular: 870

Férmula molecular: C,H;5NO,,

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 892, m/z para M-H = 868
Ejemplo 29
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKLy;s)

Se obtuvo 9-Deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacién de la cepa
MG2-10 de S. hygroscopicus con pSGsetKLy;,, como se describié en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos
generados en la fermentacién. Esto demostrd que era posible la complementacién de la delecién de rapK y rapL en la

cepa MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKLy;,) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé empleando
el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos.

El sistema de solvente isocratico empleado para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20. La 9-Deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 1) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 24 mg

Peso molecular: 842

Férmula molecular: C,gH;sNOy,

UV (mediante deteccién de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 864, m/z para M-H = 840

Fragmentacién MS: El aducto de sodio (m/z 864,5) se fragment6 para proporcionar tres fragmentos: C8-C42, m/z
MNa* 735; C1-C27, m/z MNa+ 556; C28-C42+C1-C14, m/z MNa+ 614, C1-C14, m/z MNa* 306. Se determiné la
m/z esperada para estos fragmentos mediante comparacién con la fragmentacion reportada para la rapamicina (J. A
Reather, Ph.D. Dissertation, University of Cambridge, 2000). Los fragmentos poseen la misma m/z predicha para la

fragmentacién de la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina.
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Ejemplo 30

Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 suplementado con dcido ciclohexano car-
boxilico

Se obtuvo 9-Deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina al suplementar 4cido ciclohexano car-
boxilico a S. hygroscopicus MG2-10 y aislar los productos generados en la fermentacién. La mutasintesis resultante
demostr6 que es posible complementar quimicamente mediante la conjugacion de la cepa MG2-10 en ausencia del ini-
ciador natural end6geno, con el resultado de la produccién de un andlogo de rapamicina que carece de modificaciones
post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKLy;,) (ver Materiales y Métodos), se suplement6 (ver Materiales
y Métodos) y se extrajo y aislé empleando el Método (B), como se describe en Materiales y Métodos.

El sistema de solvente isocritico empleado para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20. La 9-Deoxo-16-
O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina (Compuesto 47) posee las caracteristicas siguientes:

Rendimiento del aislamiento: 12 mg

Peso molecular: 826

Férmula molecular: C,sH;5NO,,

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MNa+ = 848,5, m/z para M-H = 825

Fragmentacién MS: El aducto de sodio (m/z 848,5) se fragmenté para proporcionar cuatro fragmentos: C8-C42,
m/z MNa* 735; C1-C27, m/z MNa+ 556; C28-C42+C1-C14, m/z MNa+ 598, C1-C14, m/z MNa* 306. Estos datos
ilustran que la diferencia entre el Compuesto 47 y la 9-Deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapami-
cina (Compuesto 1) se localiza en la regién de C28-C42. Este fragmento es menor en 16 unidades de masa para el
Compuesto 47 que lo que lo es para el Compuesto 1, 1o que es consistente con el hecho de que el Compuesto 47 sea la
9-Deoxo-16-0O-desmetil-27-desmetoxi-39-desmetoxi-rapamicina.

Ejemplo 31
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKNOLh)

Se obtuvo 9-Deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacion de la cepa
MG2-10 de S. hygroscopicus con pSGsetKIN/OLy;,, como se describi6 en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los produc-
tos generados en la fermentacidn. Esto demostrd que era posible la complementacion de la delecién de rapK, rapN/O
y rapL en la cepa MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones

post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKN/OL,;;) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé em-
pleando el Método (B), como se describié en Materiales y Métodos.

El sistema de solvente isocrético empleado para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20.

La 9-Deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 2) posee las caracteristicas
siguientes:

Peso molecular: 858

Férmula molecular: C,sH;5sNO,,

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MK+ = 896, m/z para M-H = 856.
Ejemplo 32
Identificacion del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKJNOLh)

Se obtuvo 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacién de la cepa MG2-10
de S. hygroscopicus con pSGsetKIN/OLy;, como se describi6 en el Ejemplo 1, y el analisis de los productos generados
en la fermentacion. Esto demostré que era posible la complementacion de la delecion de rapK, rapJ, rapN/O y rapL en

la cepa MG2-10 con la produccién de andlogos de rapamicina que carecen de alguna de las modificaciones post-PKS.

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 296 063 T3

Se trat6 el sobrenadante de la fermentacién (1 mL) como se describe en el Método (B) de extraccidn, aislamiento y
analisis, descrito en Materiales y Métodos. El cromatograma de HPLC (280 nm) contenia un pico que posefa el trieno
caracteristico de la rapamicina (268 nm, 278 nm, 288 nm). Este pico no se observé en el cromatograma de la muestra
de control extraida de S. hygroscopicus MG2-10 en ausencia del casete. La LC/MS (ver Materiales y Métodos, Método
B) del pico correspondiente al andlogo novedoso de la rapamicina produjo iones de m/z 895 (mNa*) y 871 (M-H).
Estos iones confirman que la masa molar del andlogo novedoso de la rapamicina es 872, superior en 30 unidades de
masa a la 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 1), lo que es consistente con
la oxidacién en C9 (rapl)) y la hidroxilacién en C27 (rapN/O). Estos datos son consistentes con el hecho de que el
compuesto sea la 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 7).

Ejemplo 33
Aislamiento del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKJNOLh)

Se obtuvo 16-O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugacion de la cepa MG2-
10 de S. hygroscopicus con pSGsetKIN/OLy;;;, como se describié en el Ejemplo 1, y el aislamiento de los productos
generados en la fermentacion. Esto demostré que era posible la complementacién de la delecion de rapK, rapJ, rapN/O
y rapL en la cepa MG2-10 con la produccion de un andlogo de rapamicina que carece de alguna de las modificaciones
post-PKS.

Se ferment6 S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKIN/OLy;) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se aislé em-
pleando el Método (B), como se describié en Materiales y Métodos.

El sistema de solvente isocratico empleado para la HPLC preparativa fue 60% de CH3CN/H20.

La 9-Deoxo-16-0O-desmetil-27-O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina (Compuesto 2) posee las caracteristicas
siguientes:

Peso molecular: 872

Férmula molecular: C,sH7;NO 5

UV (mediante deteccion de arreglo de diodos durante el andlisis de HPLC): 268 nm, 278 nm, 288 nm

MS electrospray: m/z para MK+ = 895, m/z para M-H = 871
Ejemplo 34
Identificacion del producto de la fermentacion de S. hygroscopicus MG2-10 (pSGsetKIJINOQLh)

Se obtuvo 16-O-desmetilo rapamicina mediante la conjugaciéon de la cepa MG2-10 de S. hygroscopicus con
pSGsetKIIN/OQL,;,, como se describié en el Ejemplo 1, y el andlisis de los productos generados en la fermenta-
cién. Esto demostré que era posible la complementacién de la delecién de rapK, rapl, rapJ, rapN/O, rapQ y rapL en
la cepa MG2-10 con la produccién de un andlogo de rapamicina que carece de la mutilacién en C16-OH. Ademais,
esto identific6 de manera clara a RapQ como la O-metiltransferasa dependiente de SAM, que es responsable de la

metilacién de C27-OH.

Se ferment6 S. hygroscopicus (pSGsetKIJIN/OQL;) (ver Materiales y Métodos), se extrajo y se analizé empleando
el Método (B) como se describié en Materiales y Métodos.

Se trat6 el sobrenadante de la fermentacién (1 mL) como se describe en el Método (B) de extraccidn, aislamiento y
andlisis, descrito en Materiales y Métodos. El cromatograma de HPLC (280 nm) contenia un pico que poseia el trieno
caracteristico de la rapamicina (268 nm, 278 nm, 288 nm). Este pico no se observé en el cromatograma de la muestra
de control extraida de S. hygroscopicus MG2-10 en ausencia del casete. La LC/MS (ver Materiales y Métodos, Método
B) del pico correspondiente al andlogo novedoso de la rapamicina produjo iones de m/z 923 (mNa*) y 8§99 (M-H).
Estos iones confirman que la masa molar del andlogo novedoso de la rapamicina es 900, inferior en 14 unidades de
masa a la rapamicina. Se ha establecido ya que el tnico gen post-PKS no incluido en el casete, rapM, actiia para
mutilar el C16-OH, por tanto, el andlogo novedoso de la rapamicina es la 16-O-desmetilo rapamicina (Compuesto
20), y se muestra que rapQ es funcional y que actda para O-metilar en C27.

Ejemplo 35
Bioensayo de los andlogos de rapamicina
(1) = 9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina (prerapamicina)

(6) = 9-deoxo-16-O-desmeti-27-desmetoxi-rapamicina
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(16) = 9-deoxo-27-desmetoxi-rapamicina,

(3) = 16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetilo rapamicina
(9) = 9-deoxo-16-O-desmetil-27-O-desmetilo rapamicina

(8) = 9-deoxo-27-0O-desmetil-39-O-desmetilo rapamicina
Lineas celulares cancerosas

La inhibicidn del crecimiento de lineas celulares tumorales humanas adherentes de tumores maligno s6lidos HT29
(colon) y MCF-7 (mama) se ensay6 in vitro empleando un ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio) empleando placas de microtitulo (Sieuwerts, A.M., et al., 1995). Todas las lineas celulares se
obtuvieron bien a partir de ATCC (American Type Culture Collection), o bien de ECACC (European Collection of
Cell Cultures).Todas las lineas celulares se cultivaron a partir de almacenamientos congelados y se les hizo un pase
al menos una vez antes de su empleo en RPMI 1640. Se colectaros las células a partir de los cultivos subconfluentes
empleando tripsinizacion minima. Se diluyeron las células hasta la densidad apropiada para cada linea celular (en
dependencia del tiempo de duplicacién del niimero celular) en RPMI 1640, y se plantaron en 60 pocillos de una placa
de 96 pocillos en un volumen de 100 ul por pocillo (o sea, no se emplearon los pocillos externos de la placa). Se
incubaron las placas durante toda la noche a 37°C. A continuacién de esta incubacién, se realizaron diluciones de
referencia en escala log y se afadieron las sustancias de ensayo en 900 ul por pocillo, se emplearon 6 réplicas para
ensayar todos los compuestos de prueba, los compuestos de referencia y los controles de medio. Se incubaron las
placas durante otro periodo de 72 horas antes del andlisis. Se afiadi6 MTT (5 mg/ml) a cada pocillo y se reincubaron
las placas durante 3-4 h. Se eliminé de las placas el MTT que no habia reaccionado y se disolvieron los cristales
de fromazan formados a partir del MTT en DMSO vy se ley6 la absorbancia caracteristica a 570 nm. Se calcul6 la
concentracion (nM) de cada compuesto de prueba y de cada compuesto de referencia, que dio como resultado un 50%
de inhibicién maxima (ICs) para cada linea celular y se report6 junto al porcentaje maximo de inhibicién observado
(I,), ver Tabla XIII. Para referencia, la rapamicina posee un ICsy de 200 nM y un I, de 40% en la linea celular HT29
y un ICsy de 0,03 nM y un I, de 56% en la linea celular MCF-7.

TABLA XIII

Ensayo 1 6 16 3 9 8
[1Cso | Im ICso | Im ICso | Im ICs0 | Im ICso | Im ICso | Im

HT29 501 |38 |25 |38 158 [25 [631 [37 [126 [35 |63 |30

riCso

MCF-7 32 |38 |126 |48 |2 32 120 |38 [178 |40 |20 (38

riCso

Reaccion mixta de linfocitos

Desarrollada originalmente para evaluar la compatibilidad de tejidos con anterioridad a los alotrasplantes, la MLR
ofrece un modelo establecido para la reacciéon inmune in Vitro (SOULILLOU, J.P,, ef al. (1975); T. Meo. “Immuno-
logical Methods”, L. Lefkovits and B. Pernis, Eds., Academic Press, N.Y. pp. 227-239 (1979)). La MLR se llev6 a
cabo mediante la mezcla de linfocitos esplénicos aislados a partir de ratones C57BU6 (5x10° células) con linfocitos
esplénicos inhibidos a partir de ratones CBA (2,5x10° células). Los linfocitos CBA inhibidos inducen una respuesta
proliferativa en linfocitos C57BU6 y esto se determiné mediante la incorporacion de timidita (*H) al ADN, como
medida de la proliferacion de linfocitos esplénicos aislados a partir de ratones C57BL/6. Se ensayé el efecto antipro-
liferativo para analizar la presencia de diluciones en escala log de compuestos de referencia, compuestos de prueba
y controles de medios durante un periodo de 72 h a 37°C. Se calcul6 la concentracién de cada compuesto de prueba
y de cada compuesto de referencia que inhibia la proliferacién de los linfocitos en 50% (ICs,), en comparacién con
la proliferacién del control, para cada linea celular, y se reporté como el cociente de la concentracién de rapamicina
requerida para inhibir la proliferacién de los linfocitos en 50% (rICs,), ver Tabla XIV.

TABLA XIV
Ensayo 1 6 16 3 9 8
MLR riCso 9,4 8,8 >14,7 79 6,5 4.1
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Ensayo antifiingico

Las actividades antiftingicas comparativas de los compuestos de prueba y de referencia se determinaron con los
hongos patogénicos Candida albicans DSM5816, Candida albicans DSM 1386 y Candida glabrata DSM 11226.
Esto se llevé a cabo empleando una adaptacion de las placas de microtitulacion del Método NCCLS de Referencia
para la prueba de susceptibilidad a la dilucién del caldo de cultivo antifiingico para levaduras: Estdndar aprobado
(M27-A, vol. 17 No. 9. (1997). Se inocularon las cepas de levadura (10* cfu/ml) a medio RPMI 1640 que contenia
0,165 mM de MOPS, pH 7. Se determind el crecimiento en presencia de diluciones de escala log de los compuestos
de referencia, los compuestos de prueba y los controles de los medios luego de la incubacién con agitacién a 37°C,
durante 24 h. Se determinaron la concentracién inhibitoria minima (MIC) y la actividad fungicida minima (MFC)
para los compuestos de prueba y se expresd como el cociente de la concentracion inhibitoria minima de la rapamicina
(rMIC respectivamente), ver Tabla XV.

TABLA XV
Ensayo 1 6 16 3 9 8
C. albicans DSM 5816 rMIC 1 1 1 1 1 1
C. albicans DSM 1386 rMIC 5 5 5 1 1 1
C. glabrata DSM 11226 rtMIC 5 5 5 1 1 1
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la generacién de andlogos de ligandos de FKBP que incorpora una unidad de partida no natural,
dicho método comprende:

(a) 1a generacién de una cepa recombinante en la que al menos el homélogo de rapK se ha suprimido o inactivado;
y

(b) 1a suplementacién de una unidad de partida no natural a dicha cepa.
2. El método de la reivindicacién 1, que incluye, de manera adicional, la supresion de uno o mds genes auxiliares.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que incluye, de manera adicional el restablecimiento,
mediante complementacion, de uno o mds de los genes suprimidos.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3, que incluye, de manera adicional, el paso de
aislamiento y purificacién de los andlogos de los ligandos de FKBP generados.

5. El método segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, donde dicha unidad de partida no natural
se selecciona del grupo que consta de: dcido 2-norbornano carboxilico; dcido 2-(cis/trans)-hidroxiciclohexano car-
boxilico; acido 3-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; dcido 4-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; dcido
2-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico; dcido 4-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico; 4cido 3-(cis/trans)-meto-
xiciclohexano carboxilico; acido 4-(cis/trans)-metoxiciclohexano carboxilico; acido 4-oxo ciclohexano carboxilico;
acido 2-oxo ciclohexano carboxilico; dcido 4-trans-n-pentilciclohexano carboxilico; dcido 2-trans-aminociclohexano
carboxilico; acido 4-cis-aminociclohexano carboxilico acido; 4-(cis/trans)-aminometilciclohexano carboxilico; acido
ciclopentano carboxilico; dcido ciclobutano carboxilico; dcido 1-metilciclohexano carboxilico; dcido 3-trans-hidroxi-
4-cis-fluorociclohexano carboxilico y dcido 4-trans-hidroxi-3-cis-fluorociclohexano carboxilico; dcido 3-cis-hidroxi-
4-trans-fluorociclohexano carboxilico y dcido 4-cis-hidroxi-3-trans-fluorociclohexano carboxilico; acido 3-cis-hidro-
xi-4-trans-clorociclohexano carboxilico y dcido 4-cis-hidroxi-3-trans-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-trans-hi-
droxi-4-cis-clorociclohexano carboxilico y dcido 4-trans-hidroxi-3-cis-clorociclohexano carboxilico; 4cido 3-trans-
ciclohexeno oxido carboxilico; dcido 3-cis-ciclohexeno oxido carboxilico; acido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano carbo-
xilico y 4cido 3,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico; dcido ciclohexanoacético; dcido ciclohexanopropiénico y
dcido 4-cis/trans-ter-butilciclohexano carboxilico o los ésteres simples o sales de los mismos.

6. El método segin la reivindicacién 5, donde dicha unidad de partida no natural se selecciona del grupo que cons-
ta de: 4cido 3-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido 4-(cis/trans)-hidroxiciclohexano carboxilico; acido
3-(cis/trans)-metoxiciclohexano carboxilico; dcido 4-(cis/trans)-metoxiciclohexano carboxilico; dcido 4-oxo ciclohe-
xano carboxilico; 4cido ciclobutano carboxilico; 4cido 3-trans-hidroxi-4-cis-fluorociclohexano carboxilico y 4cido 4-
trans-hidroxi-3-cis-fluorociclohexano carboxilico; acido 3-cis-hidroxi-4-trans-fluorociclohexano carboxilico y acido
4-cis-hidroxi-3-trans-fluorociclohexano carboxilico; dcido 3-cis-hidroxi-4-trans-clorociclohexano carboxilico y dcido
4-cis-hidroxi-3-trans-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-trans-hidroxi-4-cis-clorociclohexano carboxilico y 4cido
4-trans-hidroxi-3-cis-clorociclohexano carboxilico; dcido 3-trans-ciclohexeno oxido carboxilico; dcido 3-cis-ciclohe-
xeno oxido carboxilico; 4dcido 3,4-cis-dihidroxiciclohexano carboxilico y 4cido 3,4-trans-dihidroxiciclohexano carbo-
xilico; 4cido ciclohexanopropidnico; dcido 4-cis/trans-ter-butilciclohexano carboxilico, o ésteres simples o sales de
los mismos.

7. El método segtn la reivindicacién 5, siempre que el iniciador no natural con el que se suplementa dicha cepa
recombinante no sea: acido ciclohexano carboxilico, acido 3-cis,4-trans-dihidroxiciclohexano carboxilico, acido 1-
ciclohexeno carboxilico, 4cido 3-ciclohexeno carboxilico, dcido cicloheptano carboxilico, dcido 3-(cis/trans)-metilci-
clohexano carboxilico, dcido 4-(cis/trans)-metilciclohexano carboxilico, d4cido 1-ciclohepteno carboxilico o 4cido 5-
cis-hidroxil-3-ciclohexeno carboxilico.

8. El método segilin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 7, en el que la cepa recombinante del inciso (a) se
genera segin un método que comprenda:

(a) 1a construccién de un plasmidio de conjugacién de delecién en una cepa de E. coli que sea dam™, dcm™ o dam™
y dem™.

(b) 1a generacién de esporas a partir de dicha cepa hospedera, adecuadas para la conjugacion, en la que dicha cepa
se cultiva en una humedad entre 10% y 40% y las esporas se cosechan entre los dias 5 y 30;

(c) 1a conjugacioén de la cepa de E. coli del paso (a) con las esporas del paso (b) en un medio que incluye, por litro:
i) 0,5ga5 gde polvo de maiz pulido,

ii) 0,1 ga5 gde extracto de levadura,
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iii) 0,1 ga 10 g de carbonato de calcio; y
iv) 0,01 ga 0,5 g de sulfato de hierro;

dicho medio puede contener de modo adicional agar BACTO y almidén y puede secarse para producir una pérdida en
peso de 1-20%; y

(d) de manera opcional, el cultivo de la cepa recombinante bajo condiciones adecuadas para la produccién de
poliquétidos.

9. El método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicha cepa se selecciona entre el grupo que
consta de: Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491, Actinoplanes sp. N902-109 FERM BP-
3832, Streptomyces sp. AA6554, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6475 ATCC 14891, Streptomy-
ces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6678 ATCC 55087, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA
6674, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC 55276, Streptomyces hygroscopicus subsp. ascomyceti-
cus ATCC 14891, Streptomyces tsukubaensis N0.9993 FERM BP-927, Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushi-
maensis, Streptomyces sp. DSM 41377, Streptomyces sp. DSM 7348, Micromonospora n.sp. A92-306401 DSM 8429 y
Streptomyces sp. MA 6858 ATCC 55098.

10. El método de la reivindicacién 9, donde las cepas se seleccionan entre el grupo que consta de: S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus NRRL 5491 y S. hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC 14891.

11. El método de la reivindicacién 10, donde la cepa es S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491 pro-
ductora de rapamicina.

12. El método segtn la reivindicacidn 3, donde el proceso de restablecer los genes suprimidos incluye:
(a) la construccién de un casete génico que contenga uno o mds de los genes suprimidos y

(b) la transformacién de dicha cepa recombinante que contiene clusters de biosintesis que codifican para ligandos
de FKBP con dicho casete génico.

13. El método segtin la reivindicacién 12, donde dicho casete génico se ensambla directamente en un vector de
expresion.

14. El método segtn las reivindicaciones 12 6 13, donde la complementacién es homologa.
15. El método segtin las reivindicaciones 12 6 13, donde la complementacién es heteréloga.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 15, donde dicho gen o genes auxiliares suprimidos o
inactivados se seleccionan entre el grupo que consta de genes de suministro de la unidad de partida, genes de suminis-
tro del precursor aminodcido, monooxigenasas citocromo P-450, ferredoxinas y O-metiltransferasas dependientes de
SAM.

17. El método de la reivindicacién 16, donde los genes suprimidos o inactivados se seleccionan entre el grupo que
consta de rapL, rapN, rapO, rapM, rapQ, rapl y rapJ.

18. Una cepa recombinante que contiene clusters de biosintesis que codifican para ligandos de FKBP, donde al
menos el homdlogo de rapK se ha suprimido o inactivado.

19. La cepa recombinante, segtn la reivindicacién 18, donde al menos el homdlogo de rapK se ha suprimido o
inactivado en una cepa seleccionada entre el grupo que consta de Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopi-
cus NRRL 5491, Actinoplanes sp. N902-109 FERM BP-3832, Streptomyces sp. AA6554, Streptomyces hygrosco-
picus var. Ascomyceticus MA 6475 ATCC 14891, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6678 ATCC
55087, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus MA 6674, Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus
ATCC55276, Streptomyces hygroscopicus subsp. ascomyceticus ATCC 14891, Streptomyces tsukubaensis N0.9993
FERM BP-927, Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis, Streptomyces sp. DSM 4137, Streptomyces sp.
DSM 7348, Micromonospora n.sp. A92-306401 DSM 8429 y Streptomyces sp. MA 6858 ATCC 55098.

20. La cepa recombinante segun la reivindicacién 19, donde las cepas se seleccionan entre el grupo que consta de
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 5491 y S. hygroscopicus var. ascomyceticus ATCC 14891.

21. La cepa recombinante segun la reivindicacién 20, donde la cepa es el productor de rapamicina S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus NRRL 5491.

22. La cepa recombinante seglin una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, donde otros genes auxiliares
suprimidos o inactivados se seleccionan entre el grupo que consta de: rapL, rapN/O, rapQ, rapM, rapl y rapJ, donde
dicha delecion no sea rapQrapN/OrapMrapL.

94



ES 2 296 063 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6

9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-O-desmetil rapamicina

Figura 7

8-deoxo-15-0O-desmetil-26-desmetoxi-38-O-desmetil prolilrapamicina
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Figura 8

9-deoxo-16-O-desmetil-27-desmetoxi-39-0O-desmetoxi rapamicina

Figura 9

16-O-desmetil-27-desmetoxi rapamicina
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20

aCon'eIaciones prerapamicina COSY

’ﬁ N
rou Correlaciones seleccionadas prerapamicina TOCSY

108



ES 2 296 063 T3

Figura 21
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Figura 22
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Fiqura 23
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Figura 27
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Figura 28
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Figqura 29
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Figura 30
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1 VELVIHDPRPSEARPSGILGDRRPEHPSGMDS PEHNRYROXIARDPTLER 100
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VLRGN ANEGG TONES KL TDEFFGEVLALVRAKEEQAGDELLER 200
Il[ﬂHHHHHHIHHHHE FEELUH L Hee LY
150 BGPVLEGOMRAMBGCTDMES mmvmm

188

201 mwmmmmvmmmmmmmrmm 250
TR R i o iy
199 LAERSGEDEILLSDREATGVFATLLFAGHDSMOUMVGYSLYALLSEFEQORA 248

251, mmmnmpwmmwmmmmrmp 300
FELLH TR T H
9 ALRENPDL

mw&mmwmmmmsm 238

a1 mmnmmmmmmmmmm&mmmxm 350
R R e L R s e e
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351 MFEWMMWWMSPWWM * 388
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Figura 31

1 BIGARCGCCTCCRTGCAGACCATCAAGCIGCGARCGCARGRCERTC. G 49
IEIHNEHEHH!HIHHHHEEIH! PURRE THILREEY o
87622 GTGAGLGCETCCGTGCAGACCATCANGCTECCATACGEC - AGRCCGTICEE BT670

50 COCACEICAACOCNEACEASECCAGTICCTCTACCAGGAGATCTIHCECE 99
S IR AR R I A A R AR R R R A R R R A R s A AR AR Y
G767 SO AT B CALT IO ISP AC CAGRA A ECII OGO 87930

100 amwﬁamsmmmwwm@mmi 148
N R R AR R R AR R AR AR IR A RRRRR NI REENE
51121 GAGCGETECTACTIGCECOECEGCOTTGACCTGCGRGCOAETEACGTGAT 37716

150 CPTCGACGTCGOCGCRARCATCBCATGTICTCACICTICACCCACCTES 199
I R Y
97771 Cr LG eTCOaCGUGARCATCEECATETTCTCGC T TTRECCCACOTEE 371820

200 AGTGCOCCGATETCACGRTECACGCCTICEAGCCEECGI0EETGCCETAC 249
IR ER IR N IR R R RN RN 2R R RS ERAAN D!
97821 AGTGCCCUGATGTCACGETGCACRCCTICGRRCCAG0GCCRETCCCRTAC 87870

250 WWTCMECWWGM%WMGG@WWTTW 299

ili’HlHEll!lEHHiHIIIIHIH! PROLELEEEELIL
97871 GCCGOGCTLA GTACGCCATCEOGGEOCGETTCER 57520

300 GWW&%&C@G@WSAMTMT& 349
PO E R i e R b b4 g
57321 GCAGTGCGCGGTCTCEERLETGRCCEGUCOUGGEARGATGROGTICTACA 97870

50 MTMCMT&TMMGWCCG@TWM 3958

PG LR L P Rt
87971 CGGATACCACGRTEATGTCGEGCTICCACCCGGATCCEGCGRECICCENG H8020

400 G&GC?GC?@C@C&G@TCG&?C&TWGGC@SGT%CAGTGMGG&GC 449
Rarpr R r e e el
98021 GAGCTGCTGCOLAGECTCRCCATCAALGGCGECTRCAGTECCEAGECLGT 28070

450 CGACCGGATECTGRCOGAGCTGCCOGACACCAGCCAGGTGATCGAGACET 495
e
88071 CEACCRGATGCTGRCCGARCTOOCGEACACCAGCCAGGTGATCAAGRCAT 58120

500 CCQTCETACGCCTCTCOGACGTCATCRCGGAGCGGGECATCACCICRATC 549
R R A A N L RS AR R LR AR AR AN N
98121 COGTCETACGCCTCTCCRACGTCATORCHEAGCSGGGTATCACCICGATC 38170

550 Mmmsmc@muemmcmmmmmmm 584

AR A R RN R AR AR NN R R R)
98171 GGACTECTCAAGATCGATGTGGAGARGAACGAGCBGRCATETGATGECOGE ¥8220

600 GKWQETG@CWMECCMGTWM?GC £49

PEERRESIILY LEERETR R L e L e iingl g
58221 GATCGACGCEGEOBALTEECCECECATCOGCCABRTICETCACCEABGTAC 98278
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Figura 32
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Figura 33
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Figura 34
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Figura 35

K

Y

Cluster Rap

Fragmentos de PCR amplificados
empleando RAPKF1/RAPKF2 y
RAPKR1/RAPKR2 empleando el ADN
gendémico de S. hygroscopicus

NRRL5491 como molde /
RAPRF) RAPKR]
-
Hi Sphl Sp Xbal
< -
RAPKF2 RAPKR2
El fragmento de PCR El fragmento de PCR
se ligd en pUC18 se ligd en pUC18
digerido con Smal digerido con Smal
Sphl Sphl Xball
Xbal
pMG233-7 pMG257-7

El fragmento Sphi/Xbal de 1 kb de
pMG257-7 se ligo con el fragmento
Sphi/Xbal de 3,7 kb de pMG233-7

Xbal Spht HindliI

pMG268-12

E! fragmento Xbal/Hindill
se ligd con pMG55
digerido con Xbal/Hindlll

Xbal Hind!ll Sphl

pMG278-1

}

Conjugar 8. hygroscopus MG1C
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Figura 36

fbO

v

Cluster FK520

Fragmentos de PCR amplificados
ampleando FKOF1/FKQF2 v
FKOR1/FKOR2 empleando el ADN
gendmico de S. hygroscopicus
NRRL5491 como molde

FKOF! FXORI
—

Epdlll \S.th Sph Kbal
- -
FKOFR2 FROR2
El fragmento de PCR El fragmento de PCR
se ligé en puC18 se ligd en puC18
digerido con Smal digeride con Smal
Sk Hindlll

St
Hindtl :
‘ pMG258-4 l pMG259-5

El fragmento ShfiHindlll de 1 kb de
pMG259-5 se ligé con el fragmento
Sbf/HindIll de 3,7 kb de pMG258-4

EecoRI Sh7 Hindllt

pMG265-1

El fragmento EcoRVHIndlll
se ligd con pMG55 digerido
con EcoRI/Hindlll

EcoRl ST HindIll

4

pMG267-1

|

Conjugar S. hygroscopicus var ascomyceticus
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Biotica Technology Ltd
Gregory, Matthew A
Gaisser, Sabine

Petkovic, Hrvoje
Moss, Steven

<120> Produccién de poliquétidos y otros productos naturales
<130> BITBY/P3-0717.E.Pdiv1

<140> 05075774.9
<141> 2005-04-04

<150> GB0216509.0
<151> 2002-07-16

<150> GB0224922.5
<151> 2002-10-25

<160> 63
<170> Version de la patente 3.1

<210>1

<211> 646

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 1

gcgacoogag
agaggtagag
gecatctggte
cacagatcat
cettggecag
cctecateoey
gagggtceat
ccttgecgagy
cecagetggt
cggcgtoeey
gataagggca

<210>2
<211> 646
<212> ADN

cagategttg gtgtcctget
cgactyggceg gecgecatoa
cgaccaggtc cggaactigy
gatgategge agaggoaggy
cattttgteyg atcagategt
gcggetggte agegecttgy
cagcatgatg acgggetggt
cgtcgegetg cggctgaace
ggccageccag gtctececge
cdgecggttyg tacteggggt
ggectttecyg gtetcageet

<213> Streptomyces hygroscopicus

tgeggegtte
cgactteotg
tetgytecte
cgaagteete
cggegaccte
tcgecaacceyg
cctyggatcege
gegggtoecac
cgtacggeat
ggatctegay
gatcggtcat

cgogateoage
tgagtaggeg
gateggracyg
catcagatcg
ctgggtgcge
gcgcageeygg
cgggaggace
gaacaccityg
caggaccegy
tegetecaty

cgacat

tcggagaggt
ccgtiogaga
ccecageaget
gcgggggcyc
ggacgceaggg
gtgrettceg
cggggcacgt
gecgacgtect
cegagcteac

tcggecgaaag

60
120
180
240
300
3s0
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600
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<400> 2

gcgacccgag cagatcgttg

agaggtagag
gcatctggte
cacagatcat
ccttggccag
cctccatceg
gagggtccat
ccttgceccecgag
cccagcetgge
cggcgtcecg
gataagggca

cgactggccg
cgaccaggtc
gatgatcggce
cattttgtcg
geggctggte
cagcatgatg
cgtcgcgctg
ggccagccag
cagccggttg
ggcctttecg

ES 2 296 063 T3

gtgtcctgct
gccgecatca
cggaacttgg
agaggcaggg
atcagatcgt
agcgccttgg
acgggetggt
cggctgaacc
gcctececegge
tactcggggt

gtctcaccct

tgcgacgtte cgcgatcage tcggagaggt

cgacttcctg tgagtaggceg
tctggtcctc gatcggcacg
cgaagtcctc catcagateg
cggcgacctc ctgggtgege
tcgccacceg gegcagecqg
cctggatcge cgggaggacce
gcgggtccac gaacaccttg
cgtccaacat caggacccgg
ggatctecgag tcgctcecatt

gatcggtegt cgacat

<210>3
<211> 404
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 3

b}

Phe Ala Glu Met Glu Arg Leu Glu

Arg Asp Ala Gly Glu Leu Gly Axrg Val Leu Met Pro Tyvr Gly Gly Glo
35 40 45

The Trp Lew BAla thx Ser Trp Glu Asp Val Ala

50

Pro Arxrg Phe Ser Arg Ser Ala Thr Leun Gly Lya

&5

Len Pro Als lle Gln hsp Gln Pro val Ile Metr Len Met Asp Pro Pro
BS 95
Glu His Thr Arg Leu Rrg Arg Leu Als Thr Lys Ala Len Thr Ser Arg

Arg Mek Glu Ala Leuw Arg Pro Arg Thr Gln Glu Val Ala Asp Asp leun

20

180

115

55

10

10

5

60

75

90

ik

120 125

ccgttcgaga
cccagcagct
gcgggggcege
ggacgcaggg
gtgtgttccg
cggggcacgt

gcgacgtect

ccgagctcac

tcggcgaaag

Mat Ser Thy Thr Aszp Gln Gly Glu Thr Gly Lys Ala Cys Pro Tyr Pro
) 5

15

Ile Bis Pro Glu Tyr Asn Arg leun
30

Lys Val Phe Va) Asp

Asp Val Pro Arg Vel

BO

110

Ile Asp Lys Met Lew Ala Lys Gly Ala Pro Alas Asp Lew Met Glu Asp

130

135

140

Bhe Ala Leu Pro Ieu Pre Ile Ile Met Ile Cyx Glu Leu Leu Gly Val

143

150

155

160

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
646



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro

5erx

Thr
Arg

225

Rln

Lys
Gly
305
Ala

His

Cys

<210> 4
<211> 404
<212> PRT

Ile

Asn

Tyr

Asn

210

Leu

GLy

Iie

Gin

250

Thr

Asn

Hat

Glu Asp Gln Thr Lys Phe Arg Thr Trp Ser Asp

163

Gly Ala Tyr

Leu

195

Asp

Ser

fyr

Thr

Pro

27%

Ala

Ile

™he Asp

Gly
355

isu Ile

p1:]

Tyr Leu

Lea Lea

Glu Thy

Glu Thr
245

Ris Pro
260

Lys Ala

Sex Trp

val Lys

pro

325

Ser Ran
340

Als Gln

Saxr Arg

<213> Streptomyces hygroscopicus

ES 2 296 063 T3

Sex

Sexr

Gly

Glu

230

Thr

Glu

Val

Val

Als

AR

Lys

Pro

Lisu

Ile

Gin Glu

GIz Leu
200

Ser sy
215

Leu Val

Val
185
h 1]

Val

Gly

aAla Asn Ala

Lys Leu Ala

Asp Glu
280

Arg Mst
293

Gly Glu

¥al 1yr

His Met

val Ang
360

Pro Ala

26%

Lan

RAla

Asp

Ser

345

Val

Ley

170

Val Met

Ala Glu

Arg Bla

Phe Ala
235

Ile Gly

250

Giy Leu

lev Arg

val Glu

val Ala
315

Hiz P2o
330
Ley Gly

Gluy Met

Arg Phe

Ala Ala Gly
180

Arg Arg Lys
205

Arg Asp Lys
220

Yal Thr Leu

Asn Ser Val

hrg Lys Asp

270

Ile Ile Pro
285

Asp Val Glu
ki

Ile Gin Thr H

Gl Bly 11é

Ris Gly Ala
350

Gln Thr Ala
365

Ala Yal Fro

ATS

Gin

Gln

Asp

Lau

Tyr

2353

Loy

lle

Leu

Asp

335

His

Len

Gla

Glin Met Ley

Ser

Rsp

Asp

Ila

2ab

Thr

Ser

Ala

Sar

SRr

320

Phé

His

Gly

Pro
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<400> 4

Met Ser Thx Thr Asp

1

Phe Ala Gln Met
240

Arg Asp Ala Gly
35

Ala Trp Leu Ala
50

Brp Arg Phe Sexr
11:3

Leu Pro Ala Ila

Glu His Thr Arg
100

Arg Met Glu Ala
115

Ile Asp Lys Het
130

Phe Ala Leu Pro
145

Pro 1Ile Glu Asp

Ser Asn Gly Ala
180

-3

Glu

Glu

Ala

hrg

Gln
g5

Len

Leu

Leun

Gln
165

Tyr

Leu Tyr Leau Tyr Leu

195

Thr Asn Asp Leu
210

Arg Leu Ser Glu
225

Ala Gly Tyx Glu

Ley ELeu Thr Ris
260

Leu

Thr

Thr
245

ES 2 296 063 T3

Gln

Arg

Leun

Ser

Sex

KLt

Rsp

Arg

Ala

Pro

150

The

Seyr

Sar

Gly

Glu

230

Thr

Glu

fﬂy

Leun

Gly

Trp

55

Als

Gin

Arg

Pro

Lys
135

Ile

Lys

Gln

Glu

Sex

215

Leua

Ala

Lys

Glu Thr Gly Lys
10

Glu Ile His Pro
25

Arg Val Leu Met
40

Giu Agp Val Ala

Thy Leu Gly Lys
5

Pro val Ile Met
80

Val Ala Thr Lys
105

Arg Thr Gln Glu
120

Gly Ala Pro Als

Ila Met Ile Cys
155

Ala

Glu

Len

Lys

€0

Asp

Lew

Ala

Val

Asp
140

Giu

Fro Tyx Bro
15

Cys

Tyr Asn Axg Leu
30

Asp Gly Arg Glu
45

Val Phe Val hsp

Val Pro Arg Val

B8O

Met Asp Fro Preo

95

The S=r Arg
1il0

Lea

Ala
125

Asp Asp Len

Leu Met Glu Asp

Ieu Leu Gly Val

160

Bhe Arg Thr Trp Sex Asp Gln Met Leu

170

Glu Val Val Met Ala Ala Gly

185

Lea Ile Ala Glu Arg Arg Lys
205

250

Leuv Val Arg Ala Ar
22

g Asp Lys
4

175
Gin Ser

120

Gin Asp

Rsp ARp

Yal Gly Phe Ala Val Thr Leo Lsu Ile

235

250

Bsn Ala Ile Giy Asn Ser Val

240

Tyzr Thr
255

Leu Ala Glu Leu Arg Lys Asp Leua Sey

265

210
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teu Ile Pro Lys Ala Val Asp Glu Lew Leu Arg Ile Ile Pro Ile Ala
275 280 285

Lys Gin Ala Ser Trp Val Arg dMet Ala Val Glu Asp Yal Glu Leuw Sex
290 295 300

Gly Thr Ile Val Lys Ala Gly Giu Ala Val Ala Jle Gln Thr His Ser
305 310 315 320

Ala Asn Thr Asp Pro Lys Val Tyr Asp Ris Pro Glu Glu Ile Asp Fhe
a5 330 335

His Arg Thr Ser Asn Pro Ris Met Ser Leu Gly His Gly Ala His His
340 345 350

Cys Met Gly Rla Gln Leu Val Arg Val Glu Met Glin Thr Ala Leuw Gly
333 360 365

Ser Leu Ile Ser Arg Fle Pro Ala Leu Arg Phe Ala Val Fro Glu Pro
370 3715 50

Arg 1le Lys Phe Ley Arg Gly Arg Leu Val Pro Ser Leu Glu Ala Leun
385 350 395 400

Pro Leu Thr Trp

<210>5

<211> 758

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

45

50

55

60

65

<400> 5
cggaggtgac tgtcegggge catecgoegy cgoacegegg cacggactiyg atoggagatg 60
tegtgatoge tgsoecactt cagrtegagt atttecgttyg tgatocoacy categeetea 120
aggejctgee gogtgsacac gtogatglge gasagggege CACEEQgUed Cagoacgege i80
geggenteee geaggaaacy toccagatty ggotagyrat gegagetets gatgttgacy 240
agracatota cogaggagte ctogaayggyc agttectogg cgtogeccty gacgassoge 3060
agggtatege cgegggacag ogtggegyty gegotggega tegecttegy cgecaggtec 360
agoooggtea tooggyeggt ggggacgagyg cgggacagga agtigagoco cioceccatt 420
cegoagecga cotoeaggas egrocggocy toegeagetot coaagocott cggasggtoy 480
cgoagggeca ggtagtagag ctgctogety satoogtogy tgecgtacte ggtgastooy 540
ggeageetgyg cotagatote yyopacgaac teggaategt gcacaéccca grtocacage 600
tggeocttty cogacatgot gg¢cggegaygy togtagatygg eggagetgge guacttgaag 660
gtyggeggect rogtetecge ctgeggggty coggatiegt cgagatigat gzaggcgaca 120
cegetgytya aggegetcac gacgteguyt tggateat 758
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<210> 6
<211> 755
<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 6

ES 2 296 063 T3

cgaaggtgac tgtecggggy satoogoogy

tcgtgatege tgaccocactt
aggegctgors gegtgaacac
qc;gcctﬁct geaggasacy
ageacatcca cogaggagte
agggtatege cgogggacayg
agoecggtca Looggyoyge
cogeagenga cetecaggac
cgeagggeca ggtagtagag
ggeagactgy cctegatete

tggeoecttty cugacatget

gtggeggect tegtotecgs

gergtgaagg cggtcacgac

<210>17
<211> 318
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

cagttogggt
gtogatgtge
teocagatty
ctogaaggge
cgtygeggty
ggggacgagy
cgtocggecy
ctgetogetyg
qgcgangaas

ggcggegagy

ctgcgaggty

gecgggttgg

cgCaRcgcyg
atttcegttg
gaaagygoge
gugtaggtgt
agttectooy
gegetggoga
cgggacagga
tegeagotet
satoogtogg
teggaatogt

togtagatgy

cogaghicgt

atecat

cacggacttyg
tgatcogacy
caceosggeyg
gegagetete
sgtegccety
tegeettegy
agrrgagece
ccaageeoty
tgoogticte
QOACACDEEE

aygagetgge

cgagatfgat

atoggagatg
categceten
cagegegege
gatgttgacg
gacgaateyge
cgccaggtos
etoceoeatt
cggaagoteg
gatgaateey
gttocatage

ggacttgaag

gtogegaacc

€0
120
180
240
300
350
420
4180
540
00

660

720
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<400> 7

Met Ile Gin Pro Asp
1 5

Ile Asn Leu Asp Glu
20

Thy Phe Lyz Sar¢ Als
35

Ser Ala Lys Gly Gla
50

Val Rla Slu Ils Glu
&5

Asp Gly Phe Ser Glu
85

Lys Gly Leu Glo Ser
100

Gly Mat Gly Glu Gly
11s

Arg Mot Thr Gly Leu
13¢

Ala Thr Leu Ser Arg
14%

6lu Gilu Leu Pro Phe
165

Ris Thr
180

Glu Ber Ser

Ala Rrg Yal Leuw Arg

185

ES 2 296 063 T3

YaXl Val Thr
Ser Gly Thr

Say Ser Sar
40

Leuy Trp Asn
55

Als Arg leu
70

Gln Ley Tyr
Cyx Bsp Gly

ey Asn Phe
120

Asp Leu Ala
135

£ly Asp Thr
180

Giu Asp Ser

Tyr Pro Asn

Ala Phe Thr Sex Gly Val Ala Asp
10 15

Pro Gin Ala Glu Thr

Lys K2 Ala
28 30

Tia Tyr Asp Lsu Ala Als Sor Mat
45
Trp Gly val His #Asp Ser Glu Phe
&0

Pro Gly Phe Thr Glu Tyr Gly Thz
75 BO

Ty Leu Ala Leu Aryg Asp Leun Pro
50 25

Arg Thr Val Leq Slu Val Gly Cys
1658 119

Leu Sexr Arg Leu Val Pro Thr Ala
125

fro Lys Ala lle Ala Ser Ala Thr
140

Leu Arg Phe val Gin €ly ARzp Ala
155 150

Sexr Val Asp Val Leu Val Asn Ilae
170 175

Leu Gly Arg Phe Leu Avyg Glu Ala
185 180

Pra Gly Gly Ala Leu Sex His Ile Asp Val Phe

200

203

Thr Axg Gln Arg Leu Glu Ala Met Arg Arg Ile Thr Thr Glu Ile Pro

210

Gle leu Lyz Trp Val
225

215

220

Sar Rep Ris Asp Ile Ser Asp Gln Val Arg Ala

230

235 240

Ala Val Arg Arg Arg Mst Ala Pro Asp Ser His Leu Arg $Ser Thr Len

245

z50 255

Asn Lys Gln Arg Met Asn Arg Leuw Ala Arg Thy Len Ala Leu His Ser
5

260

25 270
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Gin Tls Thr Val Phe Gly Gly Thr Phe Ala Asp Tyr
215 280

ES 2 296 063 T3

285

Gln Pro Bro Als

Ser Val Lys Met Leu Ser Arg Leu Gly Leu Val Pro Pro Met Asp Sex

290 ‘ 295

300

Leu Pro Met Qlu Thr Tyr Arg His Gln Ile Ala Val Arg Val

305

<210> 8
<211> 317
<212> PRT

310

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 8

Met

Asn

the

Ala

Gly

Gly

Met

Met

Thr

145

Glu

Ser

Arg

fle &ln Bro Asp Val Val Thr
5

Leu Asp-Glu fro Gly Thr Pro
20

Lys Ser Bla Ser Ser Ser Ile
35 40

Lys Gly Gln Leu Txp Asn Txp
50 55

Glu Ile Glu Ala Arg Leu Pro
0

FPhe Ser Glu Gln Leu Tyr Tyr
85

315

Zls Phe Thr Als Val Arg Asp Ile
15

10

Gly Ala Glu Thr Lys Ala Ala

25

30

Tyr Asp Leu Ala Ala Ser Met

4%

Gly Val His Asp Ser Glu Phe

&0

Gly Phe Thr Glu Tyr Gly Thr

75

Lewr Rla Leu Avg Asp Len Pro

90

95

Thr

Ser

val

Asp
80

Lys

Leu Glu Sex Cys Asp Gly Arg Thr Val Leu Glu Val Gly Cys Gly

igo

105

110

Gly Glu Gly Leu Asn Phe Ley Ser Arg Leu Val Pro Thy Ala

115 120

Thr Gly Len Asp Loew Ala Pro
130 135

Len Ser Arg Gly Asp Thr Leu
150

Leu Pro Phe Glu Asp Ser Sex
165

Sexr Kis Thr Tyr Pro Asn Lau
180

Ala Leu Arg Ary Gly Gly Ala
185 00

Lys Ala Ile

Aryg Phe Val
155

vdl Asp Val
170

Gly Arg Phe
185

Leu Ser His

125

Ala Ser RKla Thr
1490

Gin Gly Asp Ala

Leu Val Asn Ile
175

Lep Arg Glu Ala
190

Ile Asp val Phe
203,

Arg

Ala

Gin

180

Glu

Ala

Thr
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<210>9
<211> 300

<212> ADN

ES 2 296 063 T3

Arg Gln Arg Leu Glu Ala Mat
210 215

Leu Lys Trp Val Ser Asp His
225 230

val Arg Arg Axg Met Pro Pro
Z45

Lys Gln Brg Het Asn Arg Lew
260

Ile Thr Val Phe Gly Gly Thr
275

Val Lys et Leu Ser Arg Leu
250 295

Pro ¥Met G1lu Thr Tyr Arg His
305 aip

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 9

Arg Arg Ile Thr Thr Glu Ils Pro Glu
220

Asp ¥le Ser Asp Gln Val Arg Ala Ala
235 230

Azp Ser His Leu Axg Ser Thr Leu Asn
250 25%

Ala Arg Thr Leu Ala Leu Hia Ser Bln
265 210

Phe Ala Asp Tyr Gln FPro Pro Ala Ser
280 285

Gly Leu Val Pro Pro Met Asp Ser Leu
300

Gln Ile Ala Val Arg val
318

gatcagygeg agggtggige toceoggoed ggogagedge cgggtgglga ggocgegac

egegeeggtc cgeatggogg tgatggtgoe cgogieggog agogogacca tgcticoget

ytogtogley agecgegeca egglecogas Yatgulayye agyligeayge gorogasgoer

ctgoggactyg tagetgacty tetteategt CACACCJatg Coocghcgoge gorgudgoat

gaagtcgatd acgecoqgaa cgtogoeges gegggeasad ecggtacgeg gtggogyete

<210> 10
<211> 300

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 10

gatcagggeg agggtgytge toocoygecy ggogageage cgogtggtga cggacgougac

cgcgecagyte cgtategegy tgatgutyge cgcgteggeg agegogacea tgctteocoget

gteghegeeg agoegogacta cggteccoac gatggtgepe aggttgaage gotoeglaght

ctocgaecty tagstgacey teticdtcga goaccogaty cocgacgege gotgogycat

gaactcgatg acgoccggaa cgtcgeogee gogggoanag cogugacqeyg gtgygcygqete

<210> 11
<211> 343
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

60
129
180
240

300

60
120
180
240

300
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<400> 11

ES 2 296 063 T3

Mst Gln Thr Lys Val Lasn Cys Gln Arg Rsp Ile Lys Arg Ile Leu Sex
1 3 i 15

¥al Val Gly Aryg Asp Val Met Met Asp Arg Lev Ile Ser Glu Val His
20 25 30

Ala Gly Phe Ala Axg Leu Siy Arg Gly Glu Thxr Asp Glu Pro Pro Pro
s 40 45

Arg Thr Gly Phe Ala Arg Gly Gly Asp Val Pro Gly Val Ile Glu FPhe
50 55 60

Met Pro His Arg Ala Ser Gly Ile Gly Val Thr Met Lys Thr Val Ser
65 70 5 80

Tyr §er Pre Gln Aspn Phe Glu Arg Fhe Asn Lew Pro Thr Ile Val Gly
85 1] 95

T™hr Wal Ser Arg Leu Asp Asp Asp Ser Gly Ser Met Val Ala Leu Ala
100 108 110

Asp Ala Ala Thx 1le Thr Ala Met Arg Thr Gly Ala Val Ala Ala Vval
115 120 125

Ala Thr Arg Leu Leu Ala Arg Pro Gly Ser Thr Thx Leu Ala Leu Ile
130 135 140

Gly Ala Gly Ala Gln Ala Val Thr Gln Ala His Ala Leu Ser Arg Val
145 150 155 160

Lew Pro leu Gly Arg Jle Leu lle Ser asp Ile Lys Ala Glu His Ala
165 170 175

Glu Ser Pha Ala Gly Arg Val Ala Phe Leu Glu Leu Pro Val Glu Val
180 185 150

Thr Asp Ala Als Thr Ala Met Ala Thr Ala Asp Val Len Cys Thr ¥al
155 200 205

Thy Sexr Val Pro Val Gly Gly Gly Pro Val Val Fro Ala Glu Pro Arg
210 215 220

€ln Ala His Leu His Wal Asn Gly Ile Gly Ala Asp Glu Gln Gly Lys
225 230 235 240

Thr Glu Leuw Pro Lys Ala Leu Leu Asp Asp Ala Phe Ile Qys Val Asp
245 250 255

His Pro Gly Gln Alas Axg Ala Glu Gly Glu Phe Gin Glan Leu Pxo Asp
260 265 27

Arg Glu Leu Gly Pro Ser Leu Ala Asp Leu Cys Ala Ala Pro Glu Ile
275 280 285

10
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ES 2 296 063 T3

Thr Val Ser &tg Leu Asp Asp Asp Ser Gly Sexr Met Val Ale Leu Ala
105 110

Asp Ala Ala Thr Ile Thr Ala Met Arg Thr Gly Als Val Ala Ala Val
115 120 128

ala Thr Arg Leu Leuw Ala Arvg Pro Gly Ser Thr Thr Leu Als Leu Ile
130 135 140

Gly Ala Sly Ala Gln Ala Val %hr Gln Ala HBis Ala Leu Ser Arg Val
145 150 155 160

Leu Pro lLeu Glu Arg Ile Leu Ile Ser Asp fle Lys Ala Glu His Ala
168 120 175

6ly Sexr Phe Ala Gly Arg val Ala Phe Leu Glu Leu Pro Val Glu Val
180 185 190

Thr Asp Ala Ala Thx Ala Met Ala Thx Ala Asp Val Leu Cys Thr Val
185 200 205

thr Ser Val Pxo Val Gly m.y Gly Pro Val Val Pro Ala Glu Pro Arg
210 220

Gin Ala His Leu Hisz Val Asn Gly Ile Gly m Asp Glu Gln Gly Lys
225 230 240

Thr Glu Leu Pro Lys Ala Len Leu Asp Asp Ala Phe Ile Cys Val Asp
288 250 255

His Pro Gly Gln Ala Arg Ala Glu Gly Glu Phe Gln Gin Lew Pro Asp
260 265 270

Arg Glu Leu Gly Pro Ser Leun Ala Asp Leu Cys Alas Ala Pro Gluv lle
27158 280 285

Ala Ala Pro His Pro Glu Arg lLeu Ser Val Phe Asp Ser Thr Gly Ser
290 288 300

Ala Phe Ala Asp His lle Ala leu Asp Val Lew Leu Gly Ehema.hp
305 310 318

Glu Leu Gly leu Gly His Lys Met Ser Ile Glu Ser Thr Pro Glo Asp
325 330 335

Val Leu Asp Pro Tyr Ser ieu
340
<210> 12
<211> 343
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

11
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<400> 12

ES 2 296 063 T3

Met Glon Thx Lys Val Leu Cys Gln Axg &ap Ile Lys Arg Iie Lou Ser
1 5 15

Val Val Gly Arg Asp Val Met Met Asp Arg Leu Ile $Ser Glu Val His
20 25 30

Ala Gly Pgaﬂa&a‘kxg Len Gly Arg Gly Glu Thr Asp Glu Pro Pro Pro
3 40 45

Arg Pro Gly Phe Ala Arg Gly Gly Asp Val Pro Gly Val Ile Glu Phe
50 55 60

Met Pro His Arg Ala Ser Gly Ile Gly Cys Ser Met Lys Thr Val Ser
€5 70 75 8¢

Tyr Ser Pro Glu Asn Phe Glu Arg FPhe Asn Leu Pro Thr Ile Val Gly
BS 20 5

Thr Val Ser Arg Leu Gly Asp Asp Ser Gly Ser Met Val Ala Leu Ala
100 105 110

Asp Ala Ala Thr Ile Thr Ala Met Arg Thr Gly Ala Val Ala Ser Val
115 126 125

Thr Thr Arg Leu Leu Ala Arg Pro Gly Ser Thr Thr Leu Ala Leu Ile
130 135 140

Gly Ala Gly Ala Gln Ala Val Thr Gln Ala His Ala Leu Ser Arg val
145 150 155 160

Leu Pro Leu Glu Arg Ile Leu Ile Ser Asp Ile Lys Ala Glu His Ala
165 170 115

Glu Ser Phe Ala Gly Arg Val Ala Phe Lett Glu Leu Pro Val Glu Val
180 188 180

Thr Asp Ala Ala Thr Ala Met Ala Thr Ala Asp Val lLeu Cys Thr Val
145 200 205

Thr Ser Val Pro Val Gly Gly Gly Pro Val val Pro Ala Glu Pre Arg
210 215 220

Gln Ala His Lew His Val Asn Gly Ile Gly Ala Asp Glu Gln Gly Lys
225 230 235 240

The Glu Leu Pro Lys Ala Leus Leu Asp Asp Ala Phe Ile Cys ¥al Asp
245 , 250 255

12
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His Pro
260

Arg Glu
275

Ala Ala
290

Ala Fhe
aps

ES 2 296 063 T3

295

3¢

Gly Gla Ala Arg Ala Glu Gly Glu

265

Leu Gly Pro Ser Leu Ala Asp Leu

280

Pro His Pro Glu Arg Leu Seyr Val

Ala Asp His Yle Ala leu hsp Val

Giu Leu Gly Len Gly His Lys Met Ser lle

Val Leu
340

<210> 13

<211> 550

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 13

geacgcggag gggecgangg
tgactaccte ttegghgteg
gyoccgtctac accggaastct
cacctggasc tacgtcageg
ggacttobge gtgggecgey
geoggoggeyg acceggoatey
atgugecggt gaccgggtoa
geagegygtac ggooceoocgec
gucggacgac ggooggotet
geaccasgge

<210> 14

<211> 541

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 14

goacygcggag gggccgasgg agtogtogayg goatgatgge gtegoctgyy cteggacaceo
tgastacete trogototog cgogogtgos cgagggegae eggtacgogg ©oggocacege
gJceguetas accggastot Logacsorgat COUgatygoly gggtarclca JUotdyesday

cacctggaac tacgtcageg gaatcaacac gococgaacgee gatggecteg aggtoetacog

325

Asp Pro Tyr Ser Leu

agtcgggony
rgegggtgee
tcgacctgat
gaatoaacac
cogaggeget
goeygcccacygy
acatggagas
cgecggtott

tegtetcoge

330

ccatgatgye
cgagggogge
tgggacgety
gecgaacgoe
gosegooogt
cggoeggeats
cecggoogtyg
ctcocegggec

gacegoegge

13

Phe Gln Gin

Cys Rla Ala
285

Phe Rsp Ser
300

Len Leu Gly
315

Glu Ser Thr

gtcgeotgay
cggtacgegy
gggtacceca
gatggecteg
gggategace
acgtgotact
cteacggeto
acerggeret

arogteggte

Ilea Pro Asp
270

Pro Glo iie

The Gly Ser

Bhe Ala Asp

320

Pro Glu
335

Asp

cteggscace
COGUCACOGE
gtetggecey
Aggtctaccy
tggegaccat
tcatogoocge
accgoetacer
cgecgetygy

acgagacggr

60
120
180
240
300
360
420
480
840

550

60
120
180

240
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ggacttetgt gtggyecgeg
geeggeggng aceggcatey
acgegooggt gacogggted
geagoggtac ggecoccogeo

cggacgacte ttegtetoeg

<

<210> 15
<211> 337
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 15

Val Arg Gin Leu

1

Lys Leun Gly Ala

Ile Glu His Arg

Pro Arg Thr Als

Glu Ala Trp His

&5

Val Ala Trp Ala

50

35

20

ES 2 296 063 T3

Ala

Thr BFro Fro Val Thr
5 10

Ser Asp Leu Asp Gly Asp
25

Thr Gly His Thr Gly Val
40

¥al His The Thr Thr Arg
55

Rla Glu Gly Fro Lys Glu
70

Axg Thr Pro Asp Tyr Leu
83 90

cogagyeget ggacgecoyt gggategace cggogacost
goacccacdg cgogogeats acgtgctact tcategoege
aratOogagsa COCOQUODOLY TLCATQOCLE AfOOLtAscE
cgoaggiott ctocggecac ctggoteteyg coegeeguggy

cgacegeegy catogltegat caggagasdy tacaceacogg

Pro Tyr Cys Arg Phe Glu

15

Glu Thr Leu Leu Gly Val

30

Sar Lesu Ala Glu Gly Cys
45

Giuw Asp Glu Ser Phe Ala

60

Ser Gly Ser His Asp Gly
75 80

Fhe Gly Val Ala Arg Val
a5

Pro Glu Gly Gly Arg Tyr Ala Als Gly Thr Ala Ala Val Tyr Thr Gly
100 1905 110

Ile Phe Asp Lsu Ile Gly Thr Leu Gly Tyr Pro Ser Leu Ala Arg Thr
115 120 125

Try Asn Tyr Val Ser Gly Ile Asn Thr Pro Asn Ala Asp Gly Leu Glu
130 135 140

Wal Tyr Arg Bap Phe Cys Val Gly Arg Ala Glu Ala Leu Asp Ala Axg
145 150 158 160

Gly Ile Asp Pro Ala Thr Meb Pro Ala Ala Thr Gly Ile Giy Ala His
165 110 175

14

300
380
420
480
540

541
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<210> 16
<211> 334

<212> PRT

ES 2 296 063 T3

Gly Gly Gly Ile Thr Cys Tyr Phe
180

Asn Met Glu Asn Pro Ala Val
185 200

Val

Tyr Gly Pro Arg Pra Pro Val
210 218

Arg

Pro Gly Ala Asp Asp Gly
230

Pro Arg

225

Val Gly His Glu Thx Val His

245

Ile

Val Sar Laeu Glu Asn Ile Ala

260

Glu

Gly

Gly Arg His Gly Leu Arg Axg
275 280

Lys Yal Tyr Val Axg His
230 285

Arg

Ile
305

Cys Als Glu Arg Leu Ser
30

Arg

Thr Asp Ile Ala Axg Thr Asp Leun
25

Ala

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 16

val Arg Gln Leu Thr Pro Pro Val
1 5

Lys Leu Gly Ala
20

Ber Asp Leu Asp

Ile Glu Bis Arg
35

Thr Gly His Thy
40

Yal Bis Thr Thr
55

Pro Arg Thxr Ala
50

Glu Ala %rp His

hia Glu Gly Pro
&5 Bl

val Ala 'r::? Ala Arg Thy Pro Asp

g5

Ile Ala Ala Arg Ala
185

Gly Asp Ary
150

Leu Thr Als His Arg

205

Tyr Pro Gin

Phe Ser hArg Ala Thr
220

Trp Leu Ser

Fhe Val Ser Ala

235

Thxr Ala Gly
240

Leu

Val Ala Ala Gln Cys

255

Biz Gly Asp

250

Glu Asa Len
270

Arg Val Ile Gly Ala

265

Ala hsp
285

Tyr Ala Lea val Asp His

Glu Ser Thr Yal Arg Aryg

300

Rsp Tle

V&l Leu His
320

Gle Ala Thr val Ala

315

Tle Glu Gly Val Val
335

Yal Glu
330

Lew

Thr Ala Pro Tyr Cys Arg Phe Gln
10 15

Leu Gly Val

Gly Asp Glu The Leu
25 30

Gly Vel Ser Leu fAla Glu Gly Cys
45

Thr Arg Glu Asp Glu Sar Phe Ala
&0

Lys Glu Sexr Ser Arg His Asp Gly
75 80

Tyr Leu Phe Gly Val Ala Arg Val
80 1

15
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<210> 17

<211> 767
<212> ADN

ES 2 296 063 T3

Pro Glu Gly Gly Arg Tyr Als Ala Gly Thr Als Als Val Tye 1he Gly
100 105 1.0

Ile Phe Azp Leu Ils &ly Thr Leu Gly Tyr Pro Sar Leu Als Arg Thr
115 120 125

Trp Aan Tyr Val Ser Gly Ile Asn Thr Pro Asn Ala Asp Gly Leu Giu
136 135 140

Val Tyr Arg Asp Pha Cys Val Gly Arg Ale Glu Ala Leu Asp ARla Ary
145 150 155 1560

Gly Ile Asp Fro Bla Thr Met Pro Ala Ala Thr Cly Ile &1y Ala His
165 170 175

Gly Rla Arg Ile Thr Cys Tyr Phe Ile Ala Rla Arg Ala Gly Asp Azrg
18¢ i85 190

Val Asn Met Glv Asn Pro Ala Val Lew Thr Ala His Axg Tyx Pro Gln
185 300 205
Arg Tyz Gly Pro Arg Pro Pro Val Phe Ser Gly Ris Leu Ala Leu Ala
210 215 220

Ala Gly¥ Gly Gly Ary Leu phe val Séx Ala Thr Ala Gly 1lé val Gly
225 230 235 240

Gln Glu Thr Val fis Bis Gly Asp ¥al Ala Ala Gln Cys Glu Val Ser
245 250 255

Lew Glu Asn Yle Ala Arg Val Yle Gly Ala Glu Asn Leu Gly Arg His
260 265 210

Gly Leu Arg Arg Gly Tyr Ala Leu Ala Agp Val Rsp His Leu Lys Val
275 280 285

Tyr Val Arg His Arg Gluo Rsp Ile Ser Thr Val Arg Rrg Ile Cys Ala
250 255 300

glu Arg lLeu Ser Arg Glu Ala Thr Val Ala Val Leu His Thr Asp fle
305 310 315 320

Ala Arg Thr Asp Leu Leéu Val Glu Ile Glu Gly Val Val Ala
325 330

<213> Streptomyces hygroscopicus

16
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<400> 17

ES 2 296 063 T3

agocgoctgge gtecotQues atccacgace totacggoct gaatgaggay gaggggecey

Lavicuaygy coagatgegy gyocatggagy gvgycacegs catggagage atcaagagye

EGAGRGACGA ARLSLLOHHT Caggrectyy Sgatgengcy
gogacayget tctgcaccgg
agueggogas sgyggtgtte
tggteggeta ctgtotatas
agaacseygs cctgatogac
agrtoggegt gocgogggtc
ceggegacas cgtgatecey
agccegacac gticgacate

fcoacaagty Loogoggcadg

ctggeegagt
gesaktulge
gogotgotet
ggegeggtey
tgtgtcgagg
ctetactega
ACgCgtaagc
cacctegeoe

ccggegagyga
tgttogueny
COCALCCUYS
aggagotget
acgtcgaget
CYGeCABCCT

Cogaacacas

acgrgrtgat

geasgacheg

geagegegcy

gogottocty

cgacceogge

cagggeigea

EgecRagedq gageagglgy
cgagatecty ctoagogacg
akgoagoaga
gegetgoggg
cegetoasoe
goacggoeay accatcageq
gtettoegeey
cttogettie gggtacggea

acgiigogee

tgttogages cticeoegoat gtocgactyy cgggegacgt gecgatgaac gaggatetaq

goctgtticay cocgycogay ctooggotea cotygogags ggagtga

<210> 18
<211> 761
<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 18

agegectgge
tegagggoes
cogacuastt
ggettetgea
cgsccaagat
gutacagtot

cggacotgat

gtecetggee
gatgeggges
cggteacgia
ceggotggec
gtrogecact
gtacgsgety

cgacggegry

geatgdegey ggtctgigte

acaacgtgat
acacgttoga
getgeeogyy
agcgettece

tcagoccgge

<210> 19
<211> 388
<212> PRT

cecgetotac
catcacgegt
geageacctc
ggatgtgoga
caageteegy

<213> Streptomyces hygroscopicus

atocacgace
atgoagggeg
ctogoegetyg
gagtoccgyoy
crgctgresy
ctotoccatc
gtogaggage
gaggacgteg
togacggoca
aageocgaac
geeegegtgt
ctyggeaggey

gteacctgay

retacggect
geactagacst
tgcegtgecaa
aggacgagat
cegggeacyga
cegageagey
tgetgegett
agctgcacgg
acogogaces
acaacticge
tgatcaaggt
acgtgcegat
gageggagly

17

gaatgagaag
ggagageate
gegggacgay
cotyeteage
ctegatgoag
ggeggegety
sotgeegote
ccagaccate
cggegteotic
tttcgggtac
cgeocacogty
gaacgagggt

-

gggecogtase
aagaggetoga
gegggegaca
gacgaggagy
cagatggtey
egggagaace
aaccagekteg
agogerggcyg
geegaceooyg
ggcatocacy
cgestgtiog

ctgggeetyt

60

120

1u0
240
300
360
420
480
540
LJel]

660

720

787

§0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120

163
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<400> 19

ES 2 296 063 T3

Met Sex Thxr Glu Ala Gln Gin Glu Ser Thr Pro Thr Alas Arg Cys Pxo

1

Gly

Ala His
35

Gly Asp Val

Pro
65

Asp

Thz

Vval

Tyr
145

Glu

Ile

Phe
225

Gly

50
$er Gly

Sexr Fro

Leu Arg

Ser Cys
115

Fro Gly
130

Gly Lau

Met Gig

Fhe Phe

Gly Asp
185

Leu Leu
216

Ala Gly

s Leu Leu

Leu Ile

Gln Leu
TS

Gln Thr
250

20

Glu Leu Phe Gly Va) Lys Gln Trp Len
40

25

is

5 10
Phe Ser Ils Gln Asp Gly His Arg Thr Yle Leuw Glu Thr Gly Thr Val

340

Yal Ala Ala Als
45

Lys Leu Val Thr Asn Asp Pro Arg Phe Ser Ser Ala Ala

Ile Levy Gly Asp Arg Arg Pro Gly Trp Phe Ser Gly Mek
70 5

Gluo His Rsn
a5

Ala Ala Arg
106

Leu Asp Asp

Tyr Ala Lys

Asn Glu Glu
150

Gly Gly Thr
155

Gly His val
180

Arg Leu Leu

Sar Asp Glu

His Rsp Ser
230

Ser His Pro
245

Asp Gly Ala
260

55

Ry
Lys
Ile
Arg
133
Glu
Asp
Lay
His
Glu
218
Met

Glo

val

Tyr

GEin

Glu

120

ey

Gly

Mot

Ala

Arg

200

Ala

Glin

Gin

Glua

Gly Val Pro Arg Val

B0

Ile Ser Ala Gly Asp

235

&0

Rrg Gln Lys lle Ala

Gla

105

Als

Ala

Pro

Glu

Lay

1853

Lew

Thr

Gln

Arg

Glu

265

Cys

Asn

0

Glu Phe Jle Val

Ser Gly Pro Gly

Ser

Yal

Sex

110

Val

Ala

Gly

Med

Als

250

Leu

Val

Val

Leu

155

1le

Rrg

Glu

Val

Val

23%

Aln

Leu

Gla

Ile

Ala Asn Arg Asp Pro Gly Val Phe Ala Asp Pro

18

125

Ala Tle
140

Glu Gly

Lys hry

hla Lys

Ser Gly
208

Phe Ala
220

Gly Tyr

Len Arg

Arg Phe

Asp Val
285

Pro Len
300

Asp Thr

80

Arg Asp Phe
85

Arg Ala Ala
11¢

Thr Asp lLeu
His Asp Lex

Gln Mot Arg
160

Leu Thr Asp
1758

Arg Glu &ln

180

Gilu Asp Glu
Thr Lev lLeu

Cys Leun Tyr
240

Blu Asn Pro
255

Leun Pro Lau
270
Glu Leu His

Tyr Sexr Thy

Fhe Asp lle
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ES 2296 063 T3
305 0 315 320

Thr Arg Lye Pro Glu Hiez Aesn Phe Ala Phe Gly Tyr Gly 1le His Lys
28 330 335

Cys Pro Gly Gln His Lew Ala Arg Val Leu Ile Lys Val Als Thr Leu
340 345 350

Arg Leu Phe Glu Arg Phe Pro Asp Val Arg Len Ala Gly Asp ¥al Pro
355 360 365

Met Asn Glu Gly Leu Gly Lep Phe Ser Pro Ale Glu Leu Arg Val Thr
370 375 380

Trp Gily Ala Glu
385

<210> 20

<211> 386

<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 20

Val Pro Gly Tyy Ala Lys Arg Leu Ala Ser Leu Ala Tle His Asp leu
130 135 14D

Ty Gly Len Asn Gls Glu Gly Pro Val Leu Glu Gly Gln Met Arg Alas

145 150 155 160
pet Sexr Thr Glu Ala Gln Gln Glu Ser Thr Pro Thr Ala Arg Cys Pro
1 5 10 15

Phe Ser Ile Gln Asp Gly His Arg The Ilc Leu Glp Thr Gly Thr Val
20 235 3o

Gly Ala His Glu Leu Phe Gly Val Lys Gln Trp Leu Va) Ala Ala Ala
35 40 45

Glu Asp Val Lys Leu Val Thr hzn Aep Pro Arg Phe Sexr Ser Ala Ala
50 &0

Pro Ser Gly Ile Lau Gly Asp Arg Arg Pro Gly Trp Phe Ser Gly Met
65 70 15 80

Asp Ser Pro Glu His Asn Arg Tyr Arg Gln Lys Ile Ala Arg Asp Phe
85 L1y k&

Thr Leu Arg Ala Ala Arg Lys Gln Glu Glu Phe Ile Val Arg Alx Ala
100 105 110

Asp Sexr Cys Leu Asp Asp Ile Glu Ala Ser Gly Pro Gly Thr Asp Leu
115 120 125

19
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<210> 21

<211> 649
<212> ADN

Met Glv Gly Gly

Phe Gly His Val
180

Asp Arg Lew Leu
195

Leu Ser Asp Glu
210

Gly Hix Asp Ser
225

Len Ser His Pro

fle Asp Gly Ala
280

Leu Gly Val Pro
275

Thr Ile Ser Ala
290

Arg Asp Pro Gly
s

Lys Pro Glu His

Gly Gln His Leu
30

Phe Glv Arg Phe
35s

ES 2 296 063 T3

Thr RAsp Met Glu Ser Ile Lys Arg lLeu

185

Lay

His

Glu

Met

Glu

245

Val

Axg

GlLy

Val

Asn

325

Ala

Pro

Ala Leu

Arg Leu

Ala Thy
215

Gln Gin
230

Sln Arg

Gla Glu

val Cys

Asp Asn

285

Phe Ala
310
Phe Ala

Arg Val

Asp Val

Val

Ala
200

Arg
185

Glu

Gly val

Met

Ala

Val

280

Val

Asp

Phe

Rrg
360

Val

Ala

Laua

26

Gla

1le

Pro

Gly

Tie

345

Ley

Tyr Gy

170

Ala Lys Arg Asp

Gl Asp
205

Sex Gly

Thr Leu
220

Phe Ala

Gly Tyr Sex Leu

235

Leu Axg Glu Asn

250

arg Phe Leu Fro

Glu Leun
285

Asp Val

Pro Leu Tyr Ser

300

Asp Thr
315

fhe Asp

Ile His
330

Lys ¥Yal Ala Thr

Ala Gly Asp Val
3&5

Thr Asp Glu

1%

Giu Ala

180

Glu Ile

Leu Phe

Tyr Ala

Pro BRap

255

Leu Asn

270

Ris Gly

Thr Ala

Ile Thr

Gly Cys
33

Val Axg
350

Pro Met

Gly

Ley

Bla

Leu

240

Lew

Gln

Gin

Asn

Arg

320

Pro

Leu

Asn

Glu Gly Leu Gly Leu Phe Ser Pro Ala Glu Leu Arg Val Thr Trp Gly

310

Ala Glu
385

<213> Streptomyces hygroscopicus

375

20

380
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<400> 21

gtgagegegt oogtycagac
CCYFFEYAgG cgcagttect
HOCCTLgRYS TILgAgeeyy
regetettog cocacetgga
gtgecgtacy cogogetoag
cagtgogegy totoggacgt
atgatgtogg gettecaces
atcaacqggey gytacagtge
agecagqgigr togagacyte
acctegatoy gactgetcaa

ategacgegy cegackggee

<210> 22

<211> 649

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 22

grtgagegegt cegtgoagac
ceggyegayy cgcagtteet
ggecttygage Lgigagegyg
tegototteg coccacetyugs
gigcogtanyg cegogoteag
cagtgeygogg totoggacgt
atgatgtcogg gottocaces
atcaacggog ggtacagtge

agecaggtya togagacgte

acctogateg gactgctesa gategatatyg gagasgeacy agegycatgt gatggeenuy

ES 2 296 063 T3

catcaagoty cogaacggea agaccghoge ccacgtoaac

ctacceggag atetbogeoy ageggtgota cktgagaoge

tyASgtgyUte tiogacgioy gogogsacat oggratgtee
gtgococgat gteacggryge scgecttogs googgogacy
ggeraatgee gagoggtacy geategeggy ceggttegag
ggeeggocae ggeasgatgas cgttctacac ggataccacy
ggatciggey accogegegyg agetigitalyg caggcteges
cgagygrogoe gaccggatge tggocgaget gocoggacace
egtegtacge ctetoogacg tcatocgogga goggggcate
gatcgatghy gagaagaacyg agogacatygt gatggerasy

gegeatoage caggtogtea coegaggtge

catcaagety cogtacgges gaceghteggs coacgtcaas
ctaccaggayg atcticgoog ageggtgeta cttgeggege
tgacgrggtc ttegacgicg gegogaacat cggeatgtto
gtgceecgat gteacggige acgeotiogs googgeqoesy
gytcaatges gageggtacg ccategoggg coggttcgay
ggccgacegs ggcaagatgas cgbtetacac ggataccacy
ggateeggoy accegegogg agotgetgeg caggetegee
Sgagucegee gaceggatge tggecgagol gocggacaco

cgrogtacgs ctetengacyg tcateogoegya gogygyeato

atcgacgegy gogactggoe gogeatecge caggtopgtea cogaggtyge

<210> 23

<211> 260

<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

21

60

120

is0
240
300
360
420
480
540
600
6439

§0
120
180
240
300
360
420
480
540

600

649
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<400> 23

Gly Arg Phe Glu Gln Cys Ala Val Ser Asp ¥al Ala Gly A

ES 2 296 063 T3

Val Ser Ala Ser Val Gln Thr Ile Lys hewu Pro Asn Gly Lys Thr val
1 5 14 15

Ala Bis Va3l Asn Pro Gly Giu Ala Gln Phe Leu Tyr Gln Glu Ile Phe
20 25 30

Ala €lu Arg Cys Tyr Lev Arg Ary Gly EBeu Glu Leu Arg Ala Gly Asp
s 40 45

val Val Phe Aep Val Gly Ala Asn Ile Gly Met FPhe Ser Leu Phe Ala
50 55 40

His Leu Glu Cys Pro Asp Val Thr Val His Alz Phe Glu Pro Ala Pro
65 10 75 20

Val Pro Tyr Ala Ala Leu Arg Ala Asn Ala Glu Arg Tyr €ly Ile Ala
85

BS 80

xg Gly Lys
ER 105 110

Met Thr fhe Tyr Thr Asp Thy Thr Met Mer Ser Gly Phe His Pro Asp

115 120 125

Pro Ala Thr Arg Ala Glu Levw Leu Arg Arg Len Ala Ile Rsn Gly Gly
1310 135 140

Tyr Sar Ala Glu Ala Ala Asp Arg Met Leu Ala Glo Leu Pro Asp Thr
145 150 155 160

Sear Gln Val Ile Glu Thr Ser Yal Val Arg Leu Ser Asp Val Ile Ala
16% 170 175

Glu Arg Gly lle Thr Ser Ile Gly Leu Leu bys Ile Asp Val Glu Lys
180 185 180

Azn Glu Arg His Val Metr Ala Gly Ile Asp Ala Ala Asp Trp Pro Arg
1585 200 2098

ila Arg Gln ¥al val Thr Glu Val Bis Asp Ile Asp Gly Arg Leu Asp
210 215 220

Glu Val Leuw Thr Leu Leu Arg Gly Gln Gly Phe Thr Val Len Ser Glu
225 230 235 240

Gln Glu Pro Leu Phe Ala Gly Thr Asp Ile Tyr GIn Val Val Ala Arg
245 250 255

Arg Gly Asp Ala
260

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 24
<211> 260
<212> PRT

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 24

¥al Zer Ala Ser

1

Ala His Val Asn

Ala Glu Arg Cys

Yal Val
50

His Leun
&5

Val Pro

Gly Arg

Met Thr

Pro Ala
130

Tyr Ser
145

Sexr Gln

Glu Arg

asn Glu

Ile Arg

210

Glu Val
225

Gln Glu

Arg Gly

20

35

ES 2 296 063 T3

Val €in Thr Ile Lys
5

40

Lew Pro
10

Pro Gly Glu Ala Gln Phe Leu
25

Tyr Leu Arg Arg Gly Leu Glu

Phe Rsp Val Gly Als Asn Ile Gly Net
55

Glu Cys Pro

Ala
85

Tyr Ala

fhe Glu GIn

100

Phe
115

Tyr Thr

Thr Ala

Ala 6lu Ala

val Ile Glu

168

Ile Thr
180

Gly

Arg Ris val

145

Gln val val

Leu Thr

Pro Leu Phs

245

Asp Ala
260

Asp
ElY

val Thr val

Leu Arg Ala Asn

Cys
Asp
Glu
Ala
150
Ser
Met
Thy
Leu
230

Alx

Ala val Ser
105

Thr Thr Met
120

Lew Leu Arg
13%
hsp Agg Met

Ser Val val

Il2 Gly Leu
185

Ala Gly Ile
200

Glu val His
21%
Arg Gly Gln

Gly Thr Asp

23

Kis Ala
75

ARla Glu
80

Asp Val

Mat Ser

Aryg Leu

Leua Ala
158

Arg Leu
170

Leu Lys

Asp Ala

kgp Ile

Gly Phe
233

Ile Tyr
250

Tyr Gly Arqg Pro Ser
15
Tyr Gln Giw Ile Phe
30

Leu Arg Ala Gly Asp
45

Fhe Ser Lew Phe Ala

€0

Phe Glu Pro Rla Pro
Lol

Arg Tyr Ala Ile Ala
25

Ala Gly Arg Gly lLys
iib

Gly Phe His Pro Asp
125

Ala Ile hAsn Gly Gly

140

Gly Lew Pro Asp Thr
1869

Ser Asp Val lle Rla
175

Ile Asp Val Glu Lys
150

Gly Asp Trp Pro Arg
205

Asp Gly Arg Leu Asp
220

Thr ¥al leu Ser Glu
240

Gln Val Val Ala Arg
255
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ES 2 296 063 T3

<210> 25

<211> 100

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 25

gaocastted atggatetgt cacocgaact gacegeggta ggoogesgea agtiggoecte

geaggggalic gataacdica oooctggtoga gygtgacgtt

<210> 26

<211> 100

<212> ADN

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 26

gagccacctee atogatetygt caceegaact gacegeggta ggececeaca agttggoote
gegggogate gatascgtca coetggtega gggtgacgtt

<210> 27

<211> 210

<212> PRT
<213> Streptomyces hygroscopicus

24

60
100

60

100
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<400> 27

Met Leu Glu

Leuw Glu Ala

Met Arg Leun

Gly Gly Thr
50

Val Gln Ala
65

Arg Arg Lys

Gly Asp val

Mt Sar Ala
115

Ala Ile Arg
130

Ile Val Asp
14%

Phe Met Lys
Gly Leu Val
Glu Ser Ala

195

Glu Ala
210

<210> 28
<211>210
<212> PRT

Leu Gly
5

val Asn
2¢

Leu Glue

Gly Phe

The Ser

Leu Ala
85

Sar Thr
100

Fhe Gly

Glu Ser

Len Asp

Val Met
165

Rsp Arg
180

Gly Bro

<213> Streptomyces hygroscopicus

ES 2 296 063 T3

Thr
Pro
Gly
Ala
e
Ei]

Sax
L
Leu
Val
Aryg
150
Glu

Len

Azn

Arg Leu

Arg Leu

Gly Arg

8exr Arg

55

Asp Leu

Az Gly

Pro Tyr

His Glu

120

Arg Val

135

Arg Thr

Pro Lys

Lys Glu

Gly Trp
200

Lys
Glin
25

Iie
Mex
Ber
e
Pro
105

val

Lys
Phe
aAsn
185

Thy

25

Fhe Arg
i0

Gly His

Gluo Asan

Leu Ala

Pro Glu

5

Asp Asn
90

Azp Asp

Pro Thr

Lys Pro

Tyr Gly
135

Ala Pro

17¢

Gly Phe

Gln Ser

Phe

Pro

Val

Glu

&8

Lo

Val

Sey

Ala

Gly

140

Trp

Glu

Thr

Ila

Thr Gly
Tyxr Asp
30

Len Gln
45

Arg Ris
Thr Bla
Thr Leu

Phe Asp
110

Gly Arg
125

Gly Arg
Thy Met
Yal Phe

Ile Asp
150

val Ala
208

Fro lLey
15

val leu
Lau Cys
Ser Lys

Val Gly
80

Val 8la
85

Thr Val
s Ser
Phe Val
Asp Leu

160

Gly Thr
EX-

His His

Thr Leu
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<400> 28

Met Leu Glu

Leu Glu Ala

Met Axg Leu

Gly Gly Thr
S0

Val Gln Ala
63

Bro His Lys

Gly Asp Val

Met Ser Ala
115

Alg Ile Azg
1390

Ile Val Asp
145

Phe Met Lys

Gly Leu Val

Glu Ser Ala
1%5

Glu Ala
210

<210> 29

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

Lau

val

20

Len

Fly

Thr

Ser
160

Phe

Glu

Leu

Val

Asp

180

Gly

Gly

ES 2 296 063 T3

Thyr

Rryg Leu Lys

Asn Pro Arg Leuw Gln

Gln

Fhe

Ser

Ala

g5

Thr

Gly

Ser

Asp

Met

165

Arg

Gly

Ala

Ile

70

Ser

Leu

Leén

Val

Axg

150

Gl

Leu

Pro Asn

25

Gly Arg Ile
40

Ser Arg Het
55

Asp Leuw Ser

Arg Gly Ile

Pro Tyr Pro
16&

His Glu val
120

Arg Val Len
135

Arg Thr Lys

Pro Lys Fhe

Lys Glu Asn

185

Gly Trp Thy
200

26

Fhe

i0

Gly

&l

| %21

Pro

Asp

Asp

Pro

Lys

Tyr

Ala

170

Gly

Gin

Arg

His

Asn

Ala

Giu

5

hsn

Asp

The

Pro

Gly

Pro

Pha

Ser

Phe

Thr Gly

Pro Pyr As

Val

Gl

60

Len

Val

ser

Ala

Gly

140

Glu

Thy

Ile

30

Leu Glu
45

Aryg His

Thr Ala

Thr Leu

Phe Asp

Gly Arg

125

Gly Arg

Thr Met

Val Phe

1le asp

190

val Ala
205

Pro
15

Yal
Leu
Ser
Val
val
85

Thr
Leu
Phe
asp
Gly
115

His

The

keu

Len

Cys

Ly=

aly

80

Glu

val

Sex

Val

Leu

160

The

His

Leu
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ES 2 296 063 T3

<400> 29
gcaagettgg taccgacacg ctcgecgaac agg

<210> 30

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
gcgeatgecc tagggtgtac attacttctc ¢

<210> 31

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
tatctagact tcgcacgtgc ctgggaca

<210> 32

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
agaagcttac ccaattccaa catcacct

<210> 33

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
ggaagctttg accacacgcc geeegtte

<210> 34
<211> 28

27

33

31

28

28

28
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ES 2 296 063 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
atgcatgccc gecgeaacce getggeet

<210> 35

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35

taaactagtc catctgagag tttcatatgg ccctattctg cccagecgcet ctagaaat

<210> 36

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
atttctagag cggctgggcea gaatagggcc atatgaaact ctcagatgga ctagttta

<210> 37

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
<400> 37

gggcatatga ggcaattgac tccgecggte acggeaccgt actgec

<210> 38

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

28

28

58

58

46
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ES 2 296 063 T3

<400> 38

ggggtctaga ggtcacgeca ccacaccecte gatctcgace

<210> 39

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39

gggcatatgt cgacgaccga tcagggtgag accggaaagg cctg

<210> 40

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40

ggggtctaga ggtcagtect ggggttcgag aagetcgeeg gtetectt

<210> 41

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41

gggcatatga tccaacccga cgtcgtgace gecttcacag cgg

<210> 42

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

gggetetaga ggtcacacge ggacggegat ctggtgecga tagg

<210> 43
<211> 42

29

40

44

48

43

44
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ES 2 296 063 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43

gggcatatge agaccaaggt tetgtgecag cgtgacatca ag

<210> 44

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44

ggggotctaga ggtcactaca gcgagtacgg atcgaggacg tectcgggcg

<210> 45

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45

ggagatctca gecgagtacgg atcgaggacg tectcgggeg

<210> 46

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46

gggcatatga gcaccgaagc tcagcaagag agcacgcecca ccgeacgcet

<210> 47
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

30

42

50

40

49
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ES 2 296 063 T3

<400> 47

ggggtctaga ggtcactccg ctececcecaggt gacceggage tegge

<210> 48

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48

gggcatatga gecgegtecgt gcagaccatc aagetgee

<210> 49

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49

ggggtctaga ggtcaggegt ccecgeggeg ggegacgacc t

<210> 50

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50

catatgttgg aattgggtac ccgectg

<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51

tctagacgct cacgecteca gggtg

<210> 52
<211> 72

31

45

38

41

27

25
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ES 2 296 063 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

ggggaattea gatotggter agagutuage cggogtggeg gegegtyagt tootocagte

gegggacgat ot

<210> 53

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53
gggtctagat ccggacgaac geatcgatta attaaggagg acacata

<210> 54

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54
gggcatatga ccgatgcegg acgeca

<210> 55

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
ggggtctaga tcacgecace atgecttcga

<210> 56

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

32

60
32

47

26

30
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<400> 56

caaagcttce tggegeggtt cggecggea

<210> 57

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57

tggcatgecc tteceegeceg tteeetgge

<210> 58

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

tggcatgecce ccgecgaget gacctggaa

<210> 59

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59

gttctagagc ttacgecgtga tgtcgaacg

<210> 60

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60

getctagage cegeggeteg ccggacacg

<210> 61
<211> 30

ES 2 296 063 T3

33

29

29

29

29

29
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61

ccectgeagg cgteceggeat cggteatcag

<210> 62

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62

cgcectgecagg gatacggtee gecgggtetg ¢

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63

ccaagcttgt acggttcgee acgggegtec

ES 2 296 063 T3

34

30

31

30
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