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MAKROSYKLISK FORBINDELSE OG FRAMGANGSMATER FOR A
PRODUSERE DEN

Innledning
Den foreliggende oppfinnelsen dreier seg om en sanglifehrinanalog som kan

brukes bade som ciklosporinhemmer, f.eks. for & behandle virusinfeksjoner med
slike virus som hepatitt C-virus (HCV), hepatitt B-virus (HBV) og humant
immunsviktvirus (HIV) og/eller som immunsuppressivt middel, f.eks. til bruk ved
forebygging av transplantatavvisning og som antiinflammatorisk middel, f.eks. til
bruk ved inflammasjonslidelser. Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer ogséa
forbindelsen til bruk i framgangsmater i medisinen, spesielt for & behandle HCV-
eller HIV-infeksjon og til bruk som immunsuppressivt middel eller antiinflam-
matorisk middel i sykdommer der det er nyttig & hemme mitokondriepermeabili-
tetsporene (MPTP), for eksempel muskeldystrofi, eller som mellomprodukt ved

produksjon av andre medisinsk nyttige forbindelser.

Bakgrunnen for oppfinnelsen

Hepatitt C
Hepatitt C-viruset (HCV) er et RNA-virus med positiv streng, og infeksjonen er en

hovedarsak til hepatitt etter transfusjoner. HCV er den vanligste blodbarne
infeksjonen, og den hyppigste dgdsarsaken ved leversykdommer i USA. Verdens
helseorganisasjon estimerer at det er mer enn 170 millioner kroniske baerere av
HCV-infeksjonen, omtrent 3 % av verdensbefolkningen. Av ubehandlede HCV-
infiserte pasienter utvikler ca. 70—85 % kronisk HCV-infeksjon og har derfor hgy
risiko for levercirrhose og hepatocelluleert karsinom. | industriland skyldes 50-76
% av alle tilfeller av leverkreft og to tredeler av alle levertransplantasjoner kronisk
HCV-infeksjon (Manns m.fl., 2007).

| tillegg til leversykdommer kan kronisk infiserte pasienter fa andre
kroniske HCV-relaterte sykdommer og kan ogsa smitte andre. HCV-infeksjon gir
ogsa komplikasjoner i andre organer enn leveren, for eksempel leddsmerter,

hudutslett og skade pa indre organer, hovedsakelig nyrene. HCV-infeksjon er et
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viktig globalt helseproblem og i dag finnes det ikke noen vaksine mot hepatitt C
(Strader m.fl., 2004; Jacobson m.fl., 2007; Manns m.fl., 2007, Pawlotsky, 2005;

Zeuzem og Hermann, 2002).

Behandling av HCV

Dagens standardbehandling er subkutane injeksjoner av PEGylert

interferon-a (plFNa) og orale doser av det antivirale midlet ribavirin i 24—48 uker.
Vellykket behandling defineres om varig virologisk respons (VVR), som defineres
som fravaer av HCV-RNA i serum i slutten av behandlingsperioden og 6 maneder
etterpa. Total responshyppighet pa standardbehandlingen er hovedsakelig
avhengig av genotype og konsentrasjonen av HCV-RNA fgr behandlingen.
Pasienter med genotype 2 og 3 har hgyere sannsynlighet for & respondere pa
standardbehandlingen enn pasienter som er infisert med genotype 1 (Melnikova,
2008; Jacobson m.fl., 2007).

Et vesentlig antall HCV-pasienter reagerer ikke tilstrekkelig pa
standardbehandlingen eller taler ikke behandlingen pa grunn av bivirkninger, noe
som ofte gjgr det vanskelig & gjennomfare den. Den total kliniske SCR-
hyppigheten ved standardbehandlingen er bare ca. 50 % (Melnikova, 2008).
Utvikling av resistens er ogsa en annen underliggende arsak til mislykket
behandling (Jacobson m.fl., 2007). Standardbehandlingen er ogsa kontraindisert
for noen pasienter som ikke regnes som kandidater for behandlingen, for
eksempel pasienter med tidligere vesentlige episoder med depresjon eller
hjertesykdom. Bivirkningene ved standardbehandlingen, som ofte farer til at
behandlingen avbrytes, er blant annet influensaliknende sykdom, feber,
utmattelse, hematologiske sykdommer, anemi, leukopeni, trombocytopeni, alopeci
og depresjon (Manns m.fl., 2007).

Pa grunn av bivirkningene ved langvarig behandling med standard-
behandlingen, utvikling av resistens og den ikke optimale suksesshyppigheten, er
det stort behov for mer effektiv og sikrere nye behandlinger mot HCV-infeksjon.
Malene med de nye behandlingene er forbedret styrke, forbedret giftighetsprofil,

forbedret resistensprofil, forbedret livskvalitet og den resulterende forbedringen av
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pasientens etterlevelse. HCV har kort livssyklus og derfor er det vanlig at det
utvikler resistens i lgpet av legemiddelbehandlingen.

Det utvikles en ny, spesifikt malrettet antiviral behandling mot hepatitt C
(STAT-C), ogsa kjent som direktevirkende viruslegemidler (DAA), som angriper
virusproteiner som virus-RNA-polymerase NS5B eller virusprotease NS3
(Jacobson m.fl., 2007; Parfieniuk m.fl., 2007). Dessuten utvikles det ogsa nye
forbindelser som i stedet for virusmal er rettet mot humane proteiner (f.eks.
cyklofiliner), og kan ventes a redusere forekomsten av resistens i lapet av
legemiddelbehandlingen (Manns m.fl., 2007; Pockros, 2008; Pawlotsky J-M,
2005).

Cyklofilinhemmere

Cyklofiliner (CyP) er en familie av celleproteiner som viser peptidyl-
prolyl-cis-trans-isomeraseaktivitet som forenkler konformasjonsendringene og
foldingen til proteinet. CyP er involvert i celleprosesser som regulering av
transkriberingen, immunrespons, proteinutskilling og mitokondriefunksjonen. HCV-
virus rekrutterer CyP til livssyklusen sin nar den infiserer mennesker. Opprinnelig
tenkte man at CyP stimulerer RNA-bindingsaktiviteten til det ikke-strukturelle HCV-
proteinet HS5B-RNA-polymerase som fremmer RNA-replikeringen, men det er
foreslatt flere alternative hypoteser, blant annet et behov for CyP PPlase-aktivitet.
Forskjellige isoformer av CyP, blant annet A og B, antas a veere involvert i HCV-
livssyklusen (Yang m.fl., 2008; Appel m.fl., 2006; Chatterji m.fl., 2009; Gaither
m.fl., 2010). Muligheten til & deaktivere gener hos mus (Colgan m.fl., 2000) og
humane T-celler (Braaten og Luban, 2001) tyder pa at CyPA ikke er obligatorisk
for cellevekst og overlevelse. Liknende resultater er observert nar man forstyrrer
CyPA-homologer i bakterier (Herrler m.fl., 1994), Neurospora (Tropschug m.fl.,
1989) og Saccharomyces cerevisiae (Dolinski m.fl., 1997). Derfor er hemming av
CyP et nytt og attraktivt mal i verten for behandling av HCV-infeksjon og et nytt
mulig tillegg til dagens standardbehandling eller STAT-C/DAA-legemidler, for &

gke SVR, hindre resistens og redusere bivirkningene av behandlingen.
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Det er kjent at ciklosporin A (Inoue m.fl., 2003) («CsA») og de neert
strukturelt beslektede ikke-immunsuppressive kliniske analogene av det, DEBIO-
5 025 (Paeshuyse m.fl., 2006; Flisiak m.fl., 2008), NIM811 (Mathy m.fl., 2008) og
SCY-635 (Hopkins m.fl., 2009) bindes til cyklofiliner, og har vist in vitro-effektivitet
og klinisk effektivitet mot HCV-infeksjoner som cyklofilinhemmere (Crabbe m.fl.,
2009, Flisiak m.fl., 2008; Mathy m.fl., 2008; Inoue m.fl., 2007; Ishii m.fl., 2006;
Paeshuyse m.fl., 2006). Tidligere resistensstudier av CsA viste mutasjoner i NS5B
10 RNA-polymerase hos HCV og tydet pa at bare cyklofilin B ville vaere involvert i
HCV-replikeringsprosessen (Robida m.fl., 2007), men nyere studier tyder pa at
cyklofilin A spiller en avgjgrende rolle i HCV-replikeringen (Chatterji m.fl., 2009;
Yang m.fl., 2008). Siden mutasjoner i virusproteinet NS5A ogsa er forbundet med
CsA-resistens og NS5A interagerer bade med CyPA og CyPB i forbindelse med
15 den spesifikke aktiviteten til peptidyl-prolyl-cis/trans-isomerasen (PPlase) deres,
tyder det ogsa pa at begge cyklofilinene spiller en rolle i viruslivssyklusen
(Hanoulle m.fl., 2009).
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Ciklosporinanalogenes virkning mot HCV er uavhengig av den
immunundertrykkende egenskapen, som er avhengig av kalsinevrin. Dette tydet
pa at det avgjgrende kravet for HCV-aktivitet er CyP-binding, mens det ikke er
behov for kalsineurinbinding. DEBIO-025, den mest klinisk avanserte cyklofilin-
hemmeren for behandling av HCV, har vist virkning in vitro og in vivo mot de fire
vanligste HCV-genotypene (genotype 1, 2, 3 og 4). Resistensstudier har vist at
mutasjoner gir resistens mot DEBIO-025 var forskjellige fra mutasjonene som er
rapportert for polymerase- og proteasehemmere, og at det ikke var noen
kryssresistens med STAT-C/DAA-resistente virusreplikoner. Ikke minst hindret
DEBIO-025 at det utviklet seg unnvikelsesmutasjoner som gir motstand bade mot
protese- og polymerasehemmere (Crabbe m.fl., 2009).

Imidlertid er det mange problemer med de CsA-baserte cyklofilin-
hemmerne i den kliniske utviklingen, og det antas at de er forbundet med den
felles strukturklassen, inkludert: visse bivirkninger som kan fgre til at behandlingen
stoppes eller har begrenset de kliniske dosekonsentrasjonene, variabel farmako-
kinetikk som har gi variabel effektivitet, og @kt risiko for legemiddelinteraksjoner
som kan gi doseringsproblemer.

De vanligste bivirkningene hos pasienter som fikk DEBIO-025 var
gulsott, magesmerter, oppkast, utmattelse og feber. De viktigste bivirkningene
klinisk var hyperbilirubinemi og lavt blodplatetall (trombocytopeni). Peg-IFN kan gi
sterk trombocytopeni og kombinert med DEBIO-025 kan det fare til et vesentlig
klinisk problem. Bade gkt bilirubin og lavt blodplatetall er beskrevet i tidlige kliniske
studier med NIM-811 (Ke m.fl., 2009). Hyperbilirubinemien som ble observert
under Kliniske studier av DEBIO-025 gikk tilbake etter behandlingsslutt, men var
arsaken til at behandlingen ble avbrutt hos 4 av 16 pasienter, og til reduserte
doser i framtidige forsgk. Siden den antivirale virkningen av cyklofilinhemmere er
doserelatert ved HCV, gir lavere dose lavere antiviral virkning, og flere senere
studier med CsA-baserte cyklofilinhemmere har vist ingen eller darlig reduksjon av
HCV-virusbelastning nar de ble gitt som eneste behandling (Lawitz m.fl., 2009;
Hopkins m.fl., 2009; Nelson m.fl., 2009). DEBIO-025 og ciklosporin A er kjent som
hemmere av galletransportgrer som for eksempel gallesalteksportpumper og
andre levertransportgrer (spesielt OAT1B1/OAT1B3/MRP2/MRP3/cMOAT/-
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ABCC?2) (Crabbe m.fl., 2009). Det er foreslatt at interaksjonen med galletrans-
portgrene, spesielt MRP2, kan veere arsaken til hyperbilirubinemien man ser ved
hgye doser av DEBIO-025 (Nelson m.fl., 2009, Wring m.fl., 2010). CsA-
klasserelaterte legemiddelinteraksjoner ved hemming av andre legemiddel-
transportgrer som P-glykoprotein (Pgp/MDR1), BSEP, OAT1B1 og OAT1B3
(Konig m.fl., 2010) kan ogsa veere et problem, som kan begrense visse
kombinasjoner og anvendelser hos noen pasienter som behandles for andre
samtidige infeksjoner som HIV (Seden m.fl., 2010).

Dessuten er DEBIO-025 og ciklosporin A substrat for metabolisering
med cytokrom P450 (spesielt CYP3A4) og er kjent for & veere substrater for og
hemmere av humant P-glykoprotein (MDR1) (Crabbe m.fl., 2009). Ciklosporin er
ogsa pavist a veere en hemmer av CYP3A4 in vitro (Niwa m.fl., 2007). Dette tyder
pa at det kan veere gkt risiko for interaksjoner med andre legemidler som er
substrater eller induktorer for eller hemmere av CYP3A4, for eksempel
ketokonazol, cimetidin og rifampicin. Det ventes ogsa interaksjoner med
legemidler som transporteres av P-glykoprotein (f.eks. digoksin), noe som kan gi
alvorlige legemiddelinteraksjoner hos HCV-pasienter som far
legemiddelbehandling for andre samtidige sykdommer (Crabbe m.fl., 2009). Det er
ogsa kjent at CsA har svaert variabel farmakokinetikk, og tidlige formuleringer viste
oral biologisk tilgjengelighet pa 1-89 % (Kapurtzak m.fl., 2004). Uten dyr
overvaking av pasientens blodkonsentrasjon kan dette gi gkt forekomst av
bivirkninger pa grunn av hgyere plasmakonsentrasjon, eller lavere klinisk respons
pa grunn av lavere plasmakonsentrasjon.

Fordi hemming av cyklofiliner er en lovende ny tilnserming for
behandling av HCV, er det behov for & oppdage og utvikle sterkere og sikrere
CyP-hemmere til bruk i kombinasjonsterapi mot HCV-infeksjon.

Sanglifehriner

Sanglifehrin A (SfA) og beslektede naturlige stoffer harer til en klasse
av blandede ikke-ribosomale peptider/polyketider, som produseres av
Streptomyces sp. A92-308110 (ogsa kalt DSM 9954) (se WO 97/02285), som
opprinnelig ble oppdaget pa grunn av den hgye affiniteten til cyklofilin A (CyPA).


kls
Rektangel


10

15

20

NO/EP2691412

SfA er den vanligste bestanddelen i gjseringsbuljonger og viser omtrent 20 ganger
sa hgy affinitet for CyPA som CsA. Derfor er det foreslatt at sanglifehriner kan
veere nyttige ved behandling mot HCV (W02006/138507). Det er ogsa pavist at
sanglifehriner viser lavere immunundertrykkende aktivitet enn CsA ved tester in
vitro (Sanglier m.fl., 1999, Fehr m.fl., 1999). SfA bindes med hgy affinitet til CSA-
bindingssetet pa CyPA (Kallen m.fl., 2005).
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Biosyntese av sanglifehriner

Sanglifehriner framstilles biologisk av en blandet polyketidsyntetase
(PKS)/ikke-ribosomal peptidsyntetase (NRPS) (se W02010/034243). Den 22-
atomige makrolidryggraden bestar av en polyketidkarbonkjede og en
tripeptidkjede. Peptidkjeden bestar av én naturlig aminosyre, valin, og to unaturlige
aminosyrer: (S)-meta-tyrosin og (S)-piperazinsyre, bundet sammen med en
amidbinding. Hydroksyleringen av fenylalanin (enten in situ pa NRPS eller far
biosyntesen) for a lage (S)-meta-tyrosin antas a forega gjennom genproduktet av
sfaA.

Immunundertrykkende virkning av sanglifehriner

Den immunundertrykkende virkningsmekanismen til SfA skiller seg fra

andre kjente immunofilinbindende immunsuppressiva som CsA, FK506 og
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rapamycin. SfA hemmer ikke fosfataseaktiviteten til kalsinevrin, som CsA er rettet
mot (Zenke m.fl., 2001), men den immunundertrykkende aktiviteten er i stedet
antatt & skyldes hemming av interleukin-6 (Hartel m.fl., 2005), interleukin-12
(Steinschulte m.fl., 2003) og hemming av interleukin-2-avhengig T-
celleproliferering (Zhang og Liu, 2001). Men det molekyleere malet og mekanismen
som SfA utgver den immunundertrykkende virkningen sin gjennom er hittil ukjent.

Molekylstrukturen til SfA er kompleks og det antas at interaksjonen med
CyPA formidles for en stor del av den makrosykliske delen av molekylet. Faktisk
har en makrosyklisk (hydroksymakrosyklisk) forbindelse som stammer fra
oksidativ spalting av SfA, vist sterk affinitet for CyPA (Sedrani m.fl., 2003).
Rantgenkrystallografiske strukturdata har vist at den hydroksymakrosykliske
strukturen bindes til det samme aktive setet pa CyPA som CsA. Analoger basert
pa den makrosykliske delen av SfA er ogsa tidligere pavist & mangle immununder-
trykkende egenskaper (Sedrani m.fl., 2003), noe som gir en mulighet for & utforme
ikke-immunundertrykkende CyP-hemmere med mulighet for & kunne brukes i
HCV-behandling.

| motsetning til dette er det ogsa en mulighet for & utvikle
immunundertrykkende midler med lav giftighet til bruk pa slike felt som
forebygging av transplantatavvisning, autoimmunsykdommer,
inflammasjonssykdommer og andedrettssykdommer, inkludert, men ikke
innskrenket til, Crohns sykdom, Behcgets syndrom, uveitt, psoriasis, atopisk
dermatitt, leddgikt, nefrittisk syndrom, aplastisk anemi, biliger cirrhose, astma,
lungefibrose, kronisk obstruktiv lungesykdom (KOLS) og cgliaki. Det er pavist at
den immunundertrykkende aktiviteten til sanglifehriner har en ny mekanisme
(Zenke m.fl., 2001) som potensielt virker gjennom kjemokiner i dendrittiske celler
(Immecke m.fl., 2011), og derfor er det en mulighet for & utvikle legemidler med en
annen virkningsmekanisme enn dagens kliniske legemidler, som ciklosporin A,
rapamycin og FK506. Sanglifehrin A er pavist a vaere 10 ganger sa sterk som
ciklosporin A, sa det ideelle nye legemidlet vil veere sterkere og/eller ha et bedre

terapeutisk vindu.
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Andre terapeutiske anvendelser av cyklofiinhemmere

Humant immunsviktvirus (HIV)

Cyklofilinhemmere som CsA og DEBIO-025 har ogsa vist seg potensielt
nyttige til & hemme HIV-replikeringen. Cyklofilinhemmerne antas a forstyrre
funksjonen til CyPA i lgpet av/under avslutningen av den omvendte transkri-
beringen av HIV (Ptak m.fl., 2008). Men da DEBIO-025 ble testet klinisk, reduserte
den HIV-1 RNA-konsentrasjonen med 20,5 og >1 logio kopier/ml hos henholdsvis
ni og to pasienter, mens 27 av de behandlede pasientene ikke viste noen
reduksjon i konsentrasjonen av HIV-1 RNA (Steyn m.fl., 2006). Etter dette ble
DEBIO-025 testet pa pasienter infisert bade med HCV og HIV, og viste bedre
effektivitet mot HCV, mens de kliniske HIV-forsgkene ble avbrutt (se Watashi m.fl.,
2010).

Behandling av HIV

Mer enn 30 millioner mennesker er infisert med HIV-1 over hele verden,

og det kommer til 3 millioner nye tilfeller hvert ar. Antallet behandlingsalternativer
har gkt dramatisk etter lanseringen av hgyaktiv antiretrovirusterapi (HAART)
(Schopman m.fl., 2010). | 2008 hadde nesten 25 antiretrovirale midler fatt lisens
for behandling av HIV-1: ni nukleosidiske omvendt transkriptase-hemmere (NRTI),
fire ikke-nukleosidiske omvendt transkriptase-hemmere (NNRT]I), ni protease-
hemmere (PI), en fusjonshemmer, en CCR5-hemmer og en integrasehemmer
(Shafer og Shapiro, 2008). Men ingen av disse eksisterende regimene gir full
virusfrihet, de kan gi alvorlige bivirkninger, og resistens mot midlene er fortsatt et
viktig problem. Derfor er det fortsatt et behov for nye antivirale terapier, spesielt i
virkningsmekanismeklasser der det ikke er noen godkjente legemidler, slik som

cyklofilinhemmere for eksempel.

Hepatitt B-virus

Hepatitt B er et DNA-virus fra familien hepadnaviridae som er arsak til
sykdommen hepatitt B. | kontrast til HCV og HIV har det veert sveert fa
offentliggjorte beretninger om aktiviteten til cyklofiinhemmere mot hepatitt B-
viruset. Ptak m.fl. 2008 har beskrevet svak aktivitet fra Debio-025 mot HBV (ICsg
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pa 4,1 uM) mens Xie m.fl., 2007, beskriver noe aktivitet fra CsA mot HBV (ICsp
>1,3 pg/ml). Dette star i motsetning til HIV og HCV, som det er mange rapporter

av nanomolar antivirusaktivitet fra cyklofilinhemmere mot.

Behandling av HBV
HBV smitter opptil 400 millioner mennesker over hele verden og er en

hovedarsak til kronisk virushepatitt og hepatocelluleert karsinom. | 2008 var det
seks legemidler lisensiert for behandling av HBV, interferon alfa og PEGylert
interferon alfa, tre nukleosidanaloger (lamivudin, entekavir og telbivudin) og en
nukleotidanalog (adefovir dipivoksil). Men pa grunn av hay resistenshyppighet,
darlig tolererbarhet og mulige bivirkninger er det behov for nye

behandlingsalternativer (Ferir m.fl., 2008).

Hemming av den mitokondriske permeabilitetsovergangporen (mPTP)

Nar de hgyt ledende permeabilitetsovergangporene i mitokondriene
apner seg, starter utlgsningen av den mitokondriske permeabilitetsovergangen
(MPT). Dette er en utlgsende hendelse som farer til nekrose og apoptose i
hepatocytter eller oksidativt stress, Ca?*-giftighet og iskemi/reperfusjon. N&r
cyklofilin D (ogsa kalt cyklofilin F) hemmes av cyklofilinhemmere, er det pavist at
det blokkerer apningen av permeabilitetsovergangporer og beskytter mot celledgd
etter stresset. Cyklofilin D-hemmere kan derfor veere nyttige ved indikasjoner der
mPTP-apningen er implisert, for eksempel muskeldystrofi, spesielt medfadt
muskeldystrofi type Ullrich og Bethlem-myopati (Millay m.fl., 2008,
W02008/084368, Palma m.fl., 2009), multippel sklerose (Forte m.fl., 2009),
diabetes (Fujimoto m.fl., 2010), amyotrofisk lateral sklerose (Martin 2009), bipolar
sykdom (Kubota m.fl., 2010), Alzheimers sykdom (Du og Yan, 2010), Huntingtons
sykdom (Perry m.fl., 2010), heling etter hjerteinfarkt (Gomez m.fl., 2007) og
kronisk alkoholinntak (King m.fl., 2010).

Annen terapeutisk bruk

Cyklofilinhemmere har potensiell aktivitet og derfor

behandlingspotensiale mot andre virus, som varicella-zoster-virus (Ptak m.fl.,
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2008), influensa A-virus (Liu m.fl., 2009), alvorlig akutt respirasjonssyndromvirus
0og andre humane og feline koronavirus (Chen m.fl., 2005, Ptak m.fl., 2008),
denguevirus (Kaul m.fl., 2009) gulfebervirus (Qing m.fl., 2009), cytomegalovirus
(Kawasaki m.fl., 2007) og Vaccinia-virus (Castro m.fl., 2003).

Det er ogsa rapportert at cyklofilinhemmere og cyklofilinhemming kan
veere nyttige pa andre terapifelt, for eksempel mot kreft (Han m.fl., 2009).

Generelle kommentarer om sanglifehriner

Ett av problemene med & utvikle legemidler av slike forbindelser som
sanglifehriner er den raske metaboliseringen og glukuronideringen som gir lav oral
biologisk tilgjengelighet. Dette kan gi gkt sjanse for matinteraksjoner, oftere
ufullstendig frigjering fra doseformen og mer variasjon mellom pasientene.

Derfor er det et behov for & identifisere nye cyklofilinhemmere som er
nyttige, spesielt til behandling av HCV-infeksjon, men ogsa til behandling av andre
sykdomsfelt der hemming av cyklofiliner kan veere til nytte, for eksempel HIV-
infeksjon, muskeldystrofi eller for & hjelpe til ved heling av hjerteinfarkt eller hvis
immunundertrykking eller antiinflammatorisk virkning er til nytte. Det foretrekkes at
slike cyklofilinhemmere har bedre egenskaper enn de cyklofilinhemmerne som er
tilgjengelige i dag, inkludert en eller flere av de fglgende egenskapene: lengre
halveringstid eller gkt oral biologisk tilgjengelighet, kanskje ved lavere P450-
stoffskifte og/eller lavere glukuronidering, bedre vannlgselighet, gkt styrke mot
HCV, lavere giftighet (inkludert hepatotoksisitet), bedre farmakologisk profil, for
eksempel hgy eksponering for malorganet (f.eks. leveren nar det gjelder HCV)
og/eller lang halveringstid (som gir mindre hyppig dosering), feerre legemiddel-
interaksjoner, for eksempel gjennom lavere CYP3A4-stoffskifte og CYP3A4-
hemming og lavere (Pgp)-hemming (som gjer det lettere a kombinere flere
legemidler) og bedre bivirkningsprofil, for eksempel lav binding til MRP2, som gir
mindre sjanse for hyperbilirubinemi, lavere immunundertrykkende virkning, gkt
aktivitet mot resistente virusarter, spesielt arter som er resistente mot CsA og
CsA-analoger (f.eks. DEBIO-025) og hgyere terapeutisk indeks (og/eller selek-
tivitetsindeks). Den foreliggende oppfinnelsen bekjentgjagr en ny sanglifehrinanalog

som kan ha en eller flere av de ovennevnte egenskapene. Neermere bestemt
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bekjentgjar oppfinnelsen en ny mutasyntetisk sanglifehrinanalog som ventes & ha
mindre stoffskifte gjennom P450 eller glukuronidering, for eksempel som vist ved
hgyere mikrosomhalveringstid og/eller gkt styrke mot HCV, for eksempel som vist
ved lav replikon-ECsyp.

| tillegg er det ogsa et behov for & utvikle et nytt immunundertrykkende
middel som kan veaere nyttig til & forebygge avvisning av transplantater eller i
behandling av autoimmunsykdommer, inflammasjonssykdommer og
andedrettssykdommer. Det foretrekkes at et slikt immunundertrykkende middel har
bedre egenskaper enn de kjente naturlige sanglifehrinene, inkludert en eller flere
av de fglgende egenskapene: lengre halveringstid eller gkt oral biologisk
tilgjengelighet, kanskje ved lavere P450-stoffskifte og/eller lavere glukuronidering,
bedre vannlgselighet, gkt styrke i immunundertrykkende aktivitet, som det kan
observeres ved T-celleprolifereringsanalyser, lavere giftighet (inkludert
hepatotoksisitet), bedre farmakologisk profil, for eksempel hgy eksponering for
malorganet og/eller lang halveringstid (som gir mindre hyppig dosering), feerre
legemiddelinteraksjoner, for eksempel gjennom lavere CYP3A4-stoffskifte og
CYP3A4-hemming og lavere (Pgp)-hemming (som gjer det lettere a kombinere
flere legemidler) og bedre bivirkningsprofil. Den foreliggende oppfinnelsen
bekjentgjer en ny sanglifehrinanalog som kan ha en eller flere av de ovennevnte
egenskapene. Neermere bestemt bekjentgjar oppfinnelsen et nytt derivat som har
mindre stoffskifte gjennom P450 eller glukuronidering, for eksempel som vist ved
hgyere mikrosomhalveringstid og/eller gkt immunundertrykkende styrke, for
eksempel som vist ved lav ICsq for T-celleproliferering.

Altsa har forbindelsen ifglge oppfinnelsen, som man kan se av
eksemplene, falgende gunstige terapeutisk relevante egenskaper:

-bedre antiviral styrke mot HCV og HIV enn de kjente
cyklofilinhemmerne ciklosporin A, DEBIO-025 (alispovir) og sanglifehrin A,

-lavere utskillingshastighet og hgyere oral eksponering enn den kjente
forbindelsen sanglifehrin A,

-sterkere hemming av CypA PPlase-aktiviteten enn de kjente
cyklofilinhemmerne ciklosporin A, DEBIO-025 (alispovir) og sanglifehrin A,
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-bedre bivirkningsprofil og feerre legemiddelinteraksjoner, noe som
pavises ved lavere hemming av bilirubintransportagrer (OATP-1B1, OATP-1B3,
MRP2 og MRP3) og lavere hemming av xenobiotiske transportgrer (Pgp og
BSEP).

Sammendrag av oppfinnelsen

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer en ny makrosyklisk
sanglifehrinanalog som er dannet ved halvsyntetisk modifisering av
mutasyntetiske sanglifehriner. Denne analogen kan dannes ved a dihydroksylere
et mutasyntetisk sanglifehrin, som de som er beskrevet i formel l1l1A og formel 1B,
og sa spalting for & lage den aldehydiske makrosykliske forbindelsen far det
gjares ytterligere kjemi, inkludert reaksjoner av Homer-Emmons-typen og andre
bindingsreaksjoner som involverer et aldehyd. Dermed tilveiebringer den forelig-
gende oppfinnelsen en makrosyklisk sanglifehrinanalog, framgangsmater for a
framstille denne forbindelsen og framgangsmater for & bruke denne forbindelsen i
medisinen eller som et mellomprodukt for produksjon av andre forbindelser.

Altsa er et fgrste aspekt av den foreliggende oppfinnelsen a tilveie-
bringe en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifglge formel (1) nedenfor, eller et

farmasgytisk aksepterbart salt av den:

HO

Formel (1)


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

14

inkludert alle tautomerer av den, og inkludert en metanoladdisjons-
forbindelse av den der det dannes et ketal ved & kombinere C-53-keto med C-15-
hydroksylgruppen og metanol.

Strukturen ovenfor viser en representativ tautomer og oppfinnelsen
omfatter alle tautomerer av forbindelsen av formel (1), for eksempel en
ketoforbindelse der det er illustrert en enolforbindelse eller omvendt.

Spesifikke tautomerer som er inkludert i definisjonen av formel (1) er
slike der (i) ketogruppen i C-53 danner et hemiketal med C-15 hydroksyl, eller (ii)
C-15 og C-17 hydroksyl kan kombineres med C-53 keto til et ketal. Alle
nummereringene brukes det samme systemet som i strukturen til utgangspunktet,
sanglifehrin A.

Forbindelsen av formel (1) eller et farmasgytisk aksepterbart salt av den
kan eventuelt foreligge i form av et farmasgytisk aksepterbart solvat, for eksempel
et hydrat.

Et annet aspekt av den foreliggende oppfinnelsen er a tilveiebringe en

makrosyklisk sanglifehrinanalog ifalge formel (1) i fast krystallinsk form (form 1).

Definisjoner

Artiklene «en» og «et» slik de brukes her star for én eller flere enn én
(dvs. minst én) av de grammatiske gjenstandene for artikkelen. For eksempel
betyr «en analog» én analog eller mer enn én analog.

Slik den brukes her star betegnelsen «analog(er)» for kijemiske
forbindelser som likner hverandre strukturmessig men har litt forskjellig
sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en
bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede).

Slik den brukes her star betegnelsen «sanglifehrin(er)» for kjemiske
forbindelser som likner sanglifehrin A strukturmessig men har litt forskjellig
sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet ut med et annet eller at en
bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede), neermere bestemt slike som
dannes ved gjeeringen til Streptomyces sp. A92-308110. Eksempler er de
sanglifehrinliknende forbindelsene som er nevnt i WO97/02285 og WO98/07743,

for eksempel sanglifehrin B.
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Slik de brukes her star uttrykkene «mutasyntetisk(e) sanglifehrin(er)»
og «mutasyntetisk(e) sanglifehrinanalog(er)» for kjiemiske forbindelser som likner
sanglifehrin A, B, C eller D strukturelt, men er litt forskjellige i sammensetning (for
eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en bestemt funksjonell
gruppe mangler eller er til stede), spesielt slike som lages ved gjaering i
Streptomyces sp. A92-308110 eller en mutant av den, der kulturen mates med en
meta-tyrosinanalog.

Slik det brukes her star uttrykket «Meta-tyrosinanalog(er)» for kjemiske
forbindelser som likner meta-tyrosin strukturmessig, men er litt forskjellige i
sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en
bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede),, spesielt de som beskrives i
formel (l1I).

Slik de brukes her star uttrykkene «makrosyklisk analog»,
«makrosyklisk sanglifehrinanalog» eller «<makrosyklisk sanglifehrin» for en
forbindelse som omtales ovenfor slik at den representerer oppfinnelsen i sitt
bredeste aspekt, for eksempel en forbindelse ifglge formel (1) ovenfor, eller et
farmasgytisk aksepterbart salt av den. Disse forbindelsene omtales ogsa som
«forbindelser ifglge oppfinnelsenx», «derivater av sanglifehrinx» eller «sanglifehrin-
analoger», og disse uttrykkene brukes om hverandre i den foreliggende sgknaden.

Slik den brukes her star betegnelsen «<HCV» for hepatitt C-virus, et
enstrenget, innkapslet RNA-virus i familien Flaviviridae.

Slik den brukes her star betegnelsen «HIV» for human immunsviktvirus,
som er arsak til human ervervet immunsviktsyndrom.

Slik det brukes her star uttrykket «biologisk tilgjengelighet» for graden
eller hastigheten som et legemiddel eller et annet stoff tas opp eller blir tilgjengelig
med pa stedet for biologisk aktivitet eller administreringen. Denne egenskapen er
avhengig av et antall faktorer, blant annet Igseligheten til forbindelsen, opptaks-
hastigheten i tarmen, grad av proteinbinding og stoffskifte osv. Forskjellige tester
av den biologiske tilgjengeligheten som vil veere kjente for en fagperson, beskrives
her (se ogsa Egorin m.fl., 2002).

Betegnelsen «vannlgselighet» slik det brukes i denne sgknaden star for

lgselighet i vandig medium, f.eks. fosfatbufret saltlgsning (PBS) ved pH 7,4, eller i
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5 % glukoselgsning. Tester av vannlgselighet omtales nedenfor som
«vannlgselighetstest».

De farmasgytisk aksepterbare salter av forbindelser ifglge oppfinnelsen,
for eksempel forbindelsen av formel (1), inkluderer konvensjonelle salter dannet av
farmasgytisk aksepterbare uorganiske eller organiske syrer eller baser samt
syreaddisjonssalter av kvarteert ammonium. Mer spesifikke eksempler pa egnede
syresalter er salter av saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovelsyre, fosforsyre,
salpetersyre, perklorsyre, fumarsyre, eddiksyre, propionsyre, ravsyre, glykolsyre,
maursyre, melkesyre, maleinsyre, vinsyre, sitronsyre, palmitinsyre, malonsyre,
hydroksymaleinsyre, fenyleddiksyre, glutaminsyre, benzosyre, salisylsyre,
toluensulfonsyre, metansulfonsyre, naftalen-2-sulfonsyre, benzensulfonsyre,
hydroksynaftalenkarboksylsyre, hydrogenjodidsyre, eplesyre, stearinsyre,
garvesyre eller liknende. Saltsyresalter er spesielt interessante. Andre syrer som
oksalsyre kan veere nyttige selv om de ikke selv er farmasgytisk aksepterbare til &
framstille salter som kan brukes som mellomprodukter under produksjon av
forbindelser ifglge oppfinnelsen og farmasaytisk aksepterbare salter av dem. Mer
spesifikke eksempler pa egnede basiske salter er salter av natrium, litium, kalium,
magnesium, aluminium, kalsium, sink, N,N-dibenzyletylendiamin, klorprokain,
kolin, dietanolamin, etylendiamin, N-metylglukamin og prokain. Omtale nedenfor
av en forbindelse ifglge oppfinnelsen inkluderer bade en forbindelse av formel (1)
og de farmasgytisk aksepterbare saltene av den.

Slik den brukes her star betegnelsen «alkyl» for en rett eller forgrenet
alkylgruppe som inneholder typisk 1-10 karbonatomer, for eksempel en C;¢-
alkylgruppe. Eksempler pa alkylgrupper er C; 4-alkylgrupper som metyl, etyl, n-
propyl, isopropyl og n-butyl.

Betegnelsen «behandling» omfatter bade forebyggende og terapeutisk
behandling.

Betegnelsen «formel II» star bade for formel 1A og formel IIB kollektivt.
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Figurforklaring
Figur 1: 'H NMR av forbindelse 24
Figur 2: Rentgendiffraksjonsmgnster for forbindelse 24 i fast

krystallinsk form (form 1)

Beskrivelse av oppfinnelsen

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer en makrosyklisk
sanglifehrinanalog som forklart ovenfor, framgangsmater for a framstille denne
forbindelsen og framgangsmater for & bruke denne forbindelsen i medisinen.

| én utfgrelsesform er forbindelsen en addisjonsforbindelse med
metanol der det er dannet et hemiketal ved & kombinere keto i C-53 med
hydroksylgruppene i C-15 og metanol. | en annen utfgrelsesform er den ikke det.

| en utfgrelsesform av oppfinnelsen er dobbeltbindingen i C26-27-

posisjonen i cis-stilling, som den fglgende formelen representerer:

En slik forbindelse kan produseres ved kjemisk syntese.

En annen utfgrelsesform tilveiebringer en makrosyklisk sanglifehrin-
analog ifglge formel (I) i fast krystallinsk form. Neermere bestemt tilveiebringes det
en fast krystallinsk form (form 1) av en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifglge
formel (1) som kan framstilles (eller blir framstilt) ved a krystallisere en amorf

makrosyklisk sanglifehrinanalog ifalge formel (1) fra metylisobutylketon (MIBK). |
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én utfgrelsesform slemmes denne amorfe formen opp i MIBK og temperaturen
sirkuleres mellom en minimums- og maksimumstemperatur gjennom et totalt
tidsintervall pa for eksempel 1 time, 2 timer, 5 timer, 24 timer, 1 dggn, 2 dagn, 3
dagn, 4 dagn, 5 dggn, 6 dagn, 7 dagn eller 2 uker. | én utfgrelsesform sirkuleres
temperaturen mellom romtemperatur og 60 °C, for eksempel mellom
romtemperatur og 40 °C. | én utfgrelsesform sirkulerer temperaturen mellom
minimumstemperaturen og maksimumstemperaturen (og omvendt) hver 2.—8.
time, for eksempel hver 3.-5. time eller hver 4. time. | en foretrukket
utfgrelsesform sirkulerer temperaturen mellom romtemperatur og 40 °C hver 4.
time i totalt 5 dagn.

En framgangsmate for & krystallisere den amorfe formen av
makrosyklisk sanglifehrinanalog ifalge formel (1) beskrives i detalj i eksempel 8.

En makrosyklisk sanglifehrinanalog ifglge formel (1) i form av en
krystallinsk polymorf form | har et rgntgendiffraksjonsmgnster (XRPD) stort sett
som vist pa figur 2. Tabell 2 (i eksempel 8) viser en liste over toppene med relative
intensiteter. Framgangsmaten for a tilveiebringe XRPD-dataene beskrives under
Generelle framgangsmater.

Altsa tilveiebringes det en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifglge formel
() i en krystallinsk form (form 1) med et XRPD-mgnster som har minst ett (for
eksempel ett, to, tre, fire, fem, seks, sju, atte, ni, ti, elleve, tolv, tretten, fjorten,
femten, seksten eller alle sytten) av signalene pa 8,3, 8,5, 11,1, 12,6, 13,9, 14,3,
15,0, 16,9, 17,7, 18,6, 19,0, 20,1, 20,5, 20,9, 21,2, 21,7 og 23,0 (+0,2 grader, 2-
thetaverdier), som utgjar de viktigste signalene i XRPD-mgnsteret til form I-
polymorfen. Signalene pa 8,3, 8,5, 11,1, 13,9, 17,7, 18,6, 19,0, 20,5, 20,9 og 23,0
grader 2-theta har forholdvis hgy relativ intensitet (mer enn 26 % — se figur 2) og
derfor foretrekkes det & se minst én (for eksempel en, to, tre, fire, fem, seks, sju,
atte, ni eller alle ti) av dem. Signalene pa 13,9, 17,7, 19,0, 20,5 og 23,0 grader 2-
theta har spesielt hgy relativ intensitet (mer enn 50 % — se figur 2) og derfor
foretrekkes det & se minst én (for eksempel én, to, tre, fire eller alle fem) av dem.

Uttrykket «relativ intensitet» skal forstas slik at det betyr intensiteten
angitt som prosentandel av intensiteten av signalet med hgyest intensitet i

spekteret (som svarer til toppen ved 13,9 grader 2-theta), som illustrert pa figur 2.
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Generelt framstilles forbindelsen ifglge oppfinnelsen ved mutasyntese
for & lage forbindelser av formel (ll), og sa halvsyntese.

¢ I

Formel (11A)

Formel (11B)
Generelt innbefatter en prosess for a framstille forlapere for en
forbindelse av formel (1) eller et farmasgytisk aksepterbart salt av den a:
-Inokulere en gjeeringsbuljong med en kultur av en
10 sanglifehrinprodusent (for eksempel Streptomyces sp. A92-308110, ogsa kalt
DSM 9954) eller fortrinnsvis en sanglifehrinprodusent med sfaA-genet eller sfaA-
genhomologen inaktivert eller slettet,
-mate gjeeringsbuljongen med en meta-tyrosinanalog (som vist i formel
(1), for eksempel (S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat, DL-5-
15 fluor-meta-tyrosin (9) eller metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat
(10),
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-la gjeeringen fortsette til forbindelsene av formel IIA og formel 11B
produseres,
-ekstrahere og isolere forbindelser av formel lIA og formel 11B,
-halvsyntetisk derivatisering av forbindelsene av formel 1lA og formel 11B
5 for & danne forbindelsen av formel I.

Forbindelser av formel (Ill) er definert som falger:

HO CO.Ryg
NH;

F |

Formel (l11)
der Ry star for H eller en esterdannende gruppe som en alkylgruppe,
10 f.eks. Cyg.alkyl, for eksempel Me.
Maten kan veere rasemisk eller L-formen av en forbindelse av formel
(11).
Forbindelser av formel (lIl) kan enten fas i handelen eller framstilles ved
standard organisk kjemiske syntesemetoder. Ett generisk forlgp som gir
15 forbindelser av formel (II) er framstilt i skiema 1a nedenfor.

H SRy

"
Skjema la: a) binde aldehyd i formel (IV) til et passende fragment,
f.eks. (R110),P(O)CH(NHBG)CO2R0, 0g b) hydrogenere og fjerne beskyttende
grupper etter behov. BG = beskyttende gruppe.

20 Aldehyder av formel (1V) kan fas i handelen eller framstilles enkelt av
kvalifiserte fagpersoner. Det kan vaere behov for a bruke beskyttende grupper og
fierne dem nar man lager forbindelser av formel (1) av forbindelser av formel (1V).
Disse metodene er kjent for fagpersoner og egnede beskyttende grupper er
beskrevet i Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis (Wuts og Greene, 4.

25 utgave 2007).
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Nar forbindelsene av formel (I1A) og formel (1IB) er lagd, framstilles
forbindelsene ifglge oppfinnelsen ved halvsyntetisk derivatisering. Halvsyntetiske
framgangsmater for & lage det makrosykliske sanglifehrinaldehydet er beskrevet i
US6,124,453, Metternicn m.fl., 1999, Banteli m.fl., 2001 og Sedrani m.fl., 2003.

Generelt vil den halvsyntetiske prosessen for & framstille visse
forbindelser av formel (1) eller et farmasgytisk aksepterbart salt avdem av en
mutasyntetisk sanglifehrinanalog innbefatte:

(a) dihydroksylering av sanglifehrinanalogen,

(b) oksidativ spalting av 1,2-diolen til et aldehyd, og

(c) binding av aldehydet til et stabilisert karbanion (eller en kanonisk
form av det), for eksempel et fosfonatkarbanion, ved hjelp av en forbindelse av

formel V.

Dette er framstilt retrosyntetisk nedenfor:

Der R1, for mutasyntetiske sanglifehrin A-analoger =
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R1:-grupper, som kan veere like eller forskjellige, star hver for seg for
alkyl (f.eks. Cy.4-alkyl) eller benzyl.

Altsa innbefatter en prosess for a framstille en forbindelse ifalge
oppfinnelsen a la en forbindelse av formel (V) reagere med en aldehydisk
makrosyklisk forbindelse (forbindelse av formel (VI)).

Forbindelser av formel (VI) kan framstilles med en prosess tilsvarende
prosessen som er beskrevet ovenfor for & omdanne sanglifehrin A til den
tilsvarende aldehydiske makrosykliske forbindelsen (Metternich m.fl., 1999). Kort
fortalt blir forbindelsen av formel (ll) dihydroksylert ved modifiserte Sharpless-
forhold (katalytisk osmiumtetroksid). Kirale ligander gir bedre selektivitet. Den
resulterende diolen kan sa spaltes oksidativt, for eksempel med natriumperjodat.
Den resulterende forbindelsen av formel VI kan sa brukes som substrat for
derivatisering til et homologert amid, ester eller keton. Vanligvis blir en forbindelse
av formel (V) lgst i et aprotisk lgsningsmiddel, avkjglt og sa behandlet med en
base, for eksempel natriumhydrid. Sa tilsettes en forbindelse av formel (VI) og
reaksjon blir varmet i temperatur. Etter en passende tidsperiode stoppes
reaksjonen og forbindelsen av formel | renses under standardforhold (f.eks.
preparativ HPLC, preparativ TLC osv., flashkromatografi med normale faser).

Forbindelser av formel (V) kan veere kjente eller kan framstilles ved
kjente framgangsmater.

Som vist i skiema 1 (nedenfor) kan et passende amin brukes til &
behandle kloracetylklorid eller liknende for & lage et alfa-kloramid. Alfa-kloramidet
blir s behandlet i en Arbuzov-reaksjon for & lage en forbindelse av formel V.

Andre mater a lage forbindelse V pa vil veere apenbare for en fagperson.
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E) J\| +  PO(ORq)3 D )I\/FﬁGR”

formula V

Skjema 1
Andre forbindelser av formel (V) kan veere kjente eller enkle & framstille

av tilgjengelige karboksylsyrederivater (f.eks. RzCOX) der Rz er 1,2-oksazinan-
ringen som er framstilt i skjiema 2. Som vist i skjiema 2 (nedenfor) kan karboksyl-
syrederivatet bindes pa et metylfosfonat etter at fosfonatet er behandlet med en
base. Dette gir en forbindelse av formel (V), men andre mater a framstille
forbindelse V pa vil veere apenbare for fagpersoner.

o o
D“NJ\/P\L"DR1 1
ORy4

O

O‘N‘ﬂ‘x {'s
+ o
~"OR
() Me”™ oRy,
X = Cl eller O-alkyl

Skijema 2
Hvis det er gnskelig eller ngdvendig kan det brukes beskyttende

grupper til & beskytte funksjonalitet i den aldehydiske eller ikke-aldehydiske
makrosykliske forbindelsen, eller i forbindelser av formel V som beskrevet i T.W.
Green, P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience,
New York, 1999.

| tillegg til de spesifikke framgangsmatene og referansene som
tilveiebringes her kan en fagperson ogsa sla opp i standard leerebokverk om
syntesemetoder, inkludert, men ikke innskrenket til, Vogels Textbook of Practical
Organic Chemistry (Furniss m.fl., 1989) og Marchs Advanced Organic Chemistry
(Smith og March, 2001).

En sanglifehrinanalog ifalge oppfinnelsen kan gis alene eller i

kombinasjon med andre legemidler. Samtidig administrering av to (eller flere)
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midler kan gjare det mulig a gi lavere doser av hvert middel og dermed redusere
bivirkningene, gi sterkere virkning og derfor hgyere SVR, samt lavere resistens.

Derfor blir den mutasyntetiske sanglifehrinanalogen i én utfgrelsesform
gitt sammen med ett eller flere legemidler som tas fra standardbehandlingene for a
behandle HCV-infeksjon. Dette kan veere et interferon (f.eks. pIFNa eller ribavirin).

| en alternativ utfgrelsesform gis en makrosyklisk sanglifehrin-
forbindelse ifalge oppfinnelsen sammen med ett eller flere andre antivirale midler,
som STAT-C (spesielt malspesifikt middel for behandling av HCV) eller DAA
(direktevirkende virusmidler), som kan veere en eller flere av de fglgende: ikke-
nukleosidiske polymerasehemmere (f.eks. ABT-333, ABT-072, BMS 791325,
IDX375, VCH-222, BI 207127, ANA598, VCH-916, GS 9190, PF-00868554
(filibuvir) eller VX-759), nukleosidiske eller nukleotidiske polymerasehemmere
(f.eks. 2’-C-metylcytidin, 2’-.C-metyladenosin, R1479, PSI-6130, R7128, R1626,
PSI 7977 eller IDX 184), proteasehemmer (f.eks. ABT-450, ACH-1625, Bl 201355,
BILN-2061, BMS-650032, CTS 1027, Danoprevir, GS 9256, GS 9451, MK 5172,
IDX 320, VX-950 (telaprevir), SCH503034 (boceprevir), TMC435350, MK-7009
(vaneprivir), R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063 eller VX 985), NS5A-hemmere
(f.eks. A-831, BMS 790052, BMS 824393, CY-102 eller PPI-461), silymarin, NS4b-
hemmere, serin C-palmitoyltransferasehemmere, nitazoxanid eller
virusinngangshemmere (f.eks. PRO 206).

| en alternativ utfgrelsesform gis en makrosyklisk
sanglifehrinforbindelse ifglge oppfinnelsen for & behandle HIV sammen med ett
eller flere andre antivirale midler (for eksempel hgyaktiv antiretrovirusterapi
(HAART)), som kan veere ett eller flere av fglgende: nukleosidiske omvendt
transkriptasehemmere (NRTI) (f.eks. emtricitabin eller tenofovir), ikke
nukleosidiske omvendt transkriptasehemmere (NNRTI) (f.eks. rilipivirin eller
efavirenz), proteasehemmere (PI) (f.eks. ritonavir eller lopinavir), fusjonshemmere
(f.eks. maraviroc eller enfuvirtid), CCR5-hemmere (f.eks. aplaviroc eller vikrivoc),
modningshemmere (f.eks. bevirimat), monoklonale CD4-antistoffer (f.eks.
ibalizumab) og integrasehemmere (f.eks. eltiegravir).

| en alternativ utfgrelsesform gis en makrosyklisk

sanglifehrinforbindelse ifglge oppfinnelsen for & behandle HBV sammen med ett
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eller flere andre antivirale midler, som kan veere ett eller flere av fglgende:
interferoner (f.eks. interferon alfa eller PEGylert interferon alfa), nukleosid- eller
nukleotidanaloger (f.eks. lamivudin, entekavir, adefovir dipivoksil eller telbivudin),
andre immunmodulatorer (f.eks. tymosin alfa, CYT107 eller DV-601) eller HMG
CoA-reduktasehemmere (f.eks. simvastatin).

Det er praktisk om formuleringene presenteres i enhetsdoseform og de
kan tilberedes ved enhver av de velkjente framgangsmatene i farmasien. Slike
framgangsmater er blant annet trinnet a forbinde virkestoffet (forbindelsen ifalge
oppfinnelsen) med baereren som utgjar en eller flere tilleggsbestanddeler.
Generelt tillages formuleringene ved a bringe virkestoffet ensartet og intimt
sammen med flytende beerere eller finfordelte faste baerere eller liknende, og sa,
hvis ngdvendig, formgi produktet.

Forbindelsene ifalge oppfinnelsen vil normalt bli gitt oralt i form av en
farmasgytisk formulering som innbefatter virkestoffet, eventuelt i form av et ikke-
giftig organisk eller uorganisk surt eller basis addisjonssalt, i en farmasgytisk
aksepterbar doseform. Sammensetningene kan gis med doser som varierer med
sykdommen og pasienten som skal behandles samt administreringsmaten.

For eksempel kan forbindelsene ifalge oppfinnelsen gis oralt, buktalt
eller sublingvalt i form av tabletter, kapsler, sma egg, eliksirer, lgsninger eller
suspensjoner, som kan inneholde smaks- eller fargestoffer, for umiddelbar
frigjaring, forsinket frigjgring eller kontrollert frigjaring.

Slike tabletter kan inneholde hjelpestoffer som mikrokrystallinsk
cellulose, laktose, natriumsitrat, kalsiumkarbonat, tobasisk kalsiumfosfat og glycin,
desintegreringsmidler som stivelse (fortrinnsvis, mais-, potet- eller tapiokastivelse),
natriumstivelsesglykolat, kroskarmellose-natrium og visse komplekse silikater, og
granuleringsbindemidler som polyvinylpyrrolidon, hydroksypropylmetylcellulose
(HPMC), hydroksypropylcellulose (HPC), sukrose, gelatin og gummi arabicum.
Dessuten kan det tas med smgremidler som magnesiumstearat, stearinsyre,
glyserylbehenat og talk.

Faste sammensetninger av en liknende type kan ogsa brukes som
fyllstoff i gelatinkapsler. Foretrukne hjelpestoffer til dette er laktose, stivelse, en

cellulose, melkesukker eller polyetylenglykol med hgy molekylvekt. For


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

26

vannsuspensjoner eller eliksirer kan forbindelsene ifglge oppfinnelsen kombineres
med forskjellige sgtstoffer, smaksstoffer eller fargestoffer, med emulgeringsmidler
og/eller suspenderingsmidler og med fortynningsmidler som vann, etanol,
propylenglykol og glyserin, samt kombinasjoner av disse.

En tablett kan lages ved pressing eller staping, eventuelt med en eller
flere tilsetninger. Pressede tabletter kan lages i en passende maskin ved & presse
virkestoffet i frittflytende form, som pulver eller granulat, eventuelt blandet med et
bindemiddel (f.eks. povidon, gelatin, hydroksypropylmetylcellulose), smagremiddel,
inert fortynningsmiddel, konserveringsmiddel, desintegreringsmiddel (f.eks.
natriumstivelsesglykolat, fornettet povidon, fornettet natriumkarboksymetyl-
cellulose), overflateaktive midler eller dispergeringsmidler. Stgpte tabletter kan
lages i en passende maskin ved & stgpe en blanding av den pulveriserte
forbindelsen fuktet med et inert flytende fortynningsmiddel. Tablettene kan
eventuelt belegges eller forsynes med delelinje og kan formuleres slik at de gir
langsom eller kontrollert frigjaring av virkestoffet i dem, for eksempel ved hjelp av
hydroksypropylmetylcellulose i forskjellige forholdstall for & oppna den gnskede
frigjgringsprofilen.

Formuleringer ifglge den foreliggende oppfinnelsen som egner seg for &
gis oralt kan presenteres som diskrete enheter som kapsler eller tabletter, som
hver inneholder en forhandsbestemt mengde av virkestoffet, som pulver eller
granulat, som en lgsning eller suspensjon i en vandig veeske eller ikke-vandig
veeske, eller som en flytende emulsjon av olje i vann-typen eller vann i olje-typen.
Virkestoffet kan ogsa presenteres som en bolus, latverge eller pasta.

Det ma veere klart at i tillegg til bestanddelene som er omtalt naermere
ovenfor kan formuleringene ifglge denne oppfinnelsen ogsa inkludere andre midler
som er konvensjonelle i faget i forbindelse med den aktuelle formuleringstypen, for
eksempel kan slike som egner seg for a gis oralt inneholde smaksstoffer.

Slike midler som konserveringsmidler og bufringsmidler kan med fordel
veere lgst i beereren. For bedre stabilitet kan sammensetningen fryses etter at den
er fylt pa glasset og vannet fiernes under vakuum. Sa lukkes det frysetarkede
pulveret tett inn i glasset og det kan falge med et glass fylt med vann for injeksjon

slik at vaesken kan rekonstitueres far bruk.
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Dosen som skal gis av en forbindelse ifglge oppfinnelsen vil variere
med den aktuelle forbindelsen, den aktuelle sykdommen, pasienten, hva slags
sykdom det er og hvor alvorlig den er, den fysiske tilstanden til pasienten og den
valgte administreringsmaten. Den passende dosen kan enkelt bestemmes av en
fagperson.

Sammensetningene kan inneholde en mengde pa 0,1 vektprosent,
fortrinnsvis 5-60 vektprosent, mer foretrukket 10—30 vektprosent av en forbindelse
ifalge oppfinnelsen, som kommer an pa administreringsmaten.

En fagperson vil forsta at den optimale mengden av og tidsintervallet
mellom de individuelle dosene av en forbindelse ifglge oppfinnelsen bestemmes
av typen og graden av sykdommen som skal behandles, administreringsformen,
administreringsmaten og administreringsstedet og alderen og tilstanden til den
aktuelle pasienten som skal behandles, og at en lege til sjuende og sist vil
bestemme hvilken dose som egner seg. Denne dosen kan gjentas sa ofte som det
egner seg. Hvis det oppstar bivirkninger, kan mengden og/eller hyppigheten

forandres eller senkes i samsvar med normal klinisk praksis.

Andre aspekter av oppfinnelsen er:

-en forbindelse ifglge oppfinnelsen til bruk som legemiddel,

-en forbindelse ifalge oppfinnelsen til bruk som legemiddel mot
virusinfeksjoner (spesielt RNA-virusinfeksjoner) som HCV- eller HIV-infeksjoner,
som antiinflammatorisk legemiddel eller til & forebygge avvisning ved
organtransplantasjoner,

-en farmasgytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifalge
oppfinnelsen sammen med et farmasgytisk aksepterbart fortynningsmiddel eller
baererstoff,

-en farmasgytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifglge
oppfinnelsen sammen med et farmasgytisk aksepterbart fortynningsmiddel eller
beererstoff som ogsa innbefatter en annen eller senere aktiv bestanddel, spesielt
et virkestoff som er indisert for behandling av virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-
infeksjon, til bruk som antiinflammatorisk legemiddel eller til & forebygge avvisning

ved organtransplantasjoner.
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Det beskrives ogsa:

-en framgangsmate for & behandle virusinfeksjoner (spesielt RNA-
virusinfeksjoner) som HCV- eller HIV-infeksjon, for & behandle inflammasjoner
eller for & forebygge avvisning ved organtransplantasjoner, som innbefatter a gi en
pasient en terapeutisk effektiv mengde av en forbindelse ifglge oppfinnelsen,

-bruk av en forbindelse ifalge oppfinnelsen til & produsere et legemiddel
for & behandle virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-infeksjon, til bruk som
antiinflammatorisk legemiddel eller for a forebygge avvisning ved

organtransplantasjoner.

Generelle framgangsmater

Materialer og framgangsmater

Bakteriestammer og vekstforhold

Sanglifehrinprodusenten Streptomyces sp. A92-308110 (DSM-nr. 9954,
kjigpt fra DSMZ, Braunschweig, Tyskland), ogsa kalt BIOT-4253 og BIOT-4370
eller avledninger av den, som BIOT-4585, holdes ved like pa middels
havremelagar, MAM, ISP4 eller ISP2 (se nedenfor) ved 28 °C,

BIOT-4585 (se eksempel 1 for konstruksjonsmetodikken) ble dyrket pa

havremelagar ved 28 °C i 7-10 dager. Sporer fra overflaten av agarplaten ble
samlet i 200 g/l steril glyserol i destillert vann og oppbevart i 0,5 ml porsjoner ved
-80 °C. Et nedfryst sporeforrad ble brukt til & inokulere startmedium SGS eller
SM25-3. Det inokulerte startmediet ble inkubert med risting mellom 200 og 300
rpom ved 5,0 eller 2,5 cm kast ved 27 °C i 24 timer. Gjeeringsmediet SGP-2 eller
BT6 ble inokulert med 2,5 %-10 % av startkulturen og inkubert med risting mellom
200 og 300 rpm med et 5 eller 2,5 cm kast ved 24 °C i 4-5 dager. Kulturen ble sa
hgstet for utvinning.

Meta-tyrosinanalog

(S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat ble kjapt fra
NetChem (USA). (3-brom-5-fluoranisol (9-1) ble kjgpt fra Acela ChemBio Co., Ltd.,
(Shanghai, Kina) og kan ogsa kjgpes fra Amfinecom Inc. (USA) eller Apollo
Scientific Ltd. (UK)). DL-5-fluor-meta-tyrosin (9) og metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-
hydroksyfenyl)-propanat (10) ble framstilt som falger.
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DL-5-fluor-meta-tyrosin (0) og metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hdyroksyfenyl)-propanat (10)

BuLi/THF o CHO
-0 Br DMEF/THF - | = BBry/OCM  HO CHO
_ P \©/
F F I
91 9.2 o3
o o
(MeQ),P Otfe
NHCbz HO x-C0:Me H,.PdiC HO CO:Me
" NH
DBU/CH,Cl, ; NHCbz \©/\/2
F F
94 10
aq.NaOH
—_— » HO CO,H
EtOH f l
NH,
F g

En lgsning av 9-1 (20 g, 97,55 mmol) i tetrahydrofuran (100 ml) ble

drapevis tilsatt n-butyllitium (43 ml, 107,3 mmol) ved -78 °C. Den ble omrart ved
5 30 minutter og N,N-dimetylformamid (15,1 ml, 195,1 mmol) ble tilsatt ved denne

temperaturen. Den ble omrgrt i 30 minutter til og kuldebadet ble fiernet. Etter 1

time ble reaksjonen stoppet med mettet vandig ammoniumklorid. Det organiske

sjiktet ble vasket med vann og mettet vandig natriumklorid, tarket (natriumsulfat),

filtrert og konsentrert. Konsentratet ble renset ved kromatografi pa silikagel for a
10 isolere 9-2.

En lgsning av 9-2 (6 g, 38,9 mmol) i tarr DCM (200 ml) ble drapevis
tilsatt BBr3 (4 M i DCM, 30 ml, 116,8 mmol) ved -70 °C. Etter tilsettingen ble
reaksjonsblandingen omrgrt ved -20 °C i 3 timer, forsiktig tilsatt isvann og
ekstrahert med DCM. De organiske sjiktene ble vasket med vann og saltlgsning,

15 tarket over Na,SOy, filtrert og konsentrert. Konsentratet ble renset ved flash-
kromatografi pa silika for a isolere den gnskede forbindelsen 9-3.

En Igsning av metyl-2-(benzyloksykarbonylamino)-2-
(dimetyloksyfosforyl)-acetat (4,64 g, 28 mmol) i DCM (150 ml) tilsettes DBU (4,26
g, 28 mmol) ved romtemperatur. Etter 10 minutter ble det tilsatt 9-3 (1,95 g, 14

20 mmol) og den resulterende blandingen ble omrgrt ved romtemperatur over natten.

Lasningen ble fortynnet med EtOAc (150 ml), separert og det organiske sjiktet ble
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vasket med 1 N HCI, tarket over Na,SOy, filtrert og konsentrert. Konsentratet ble
renset ved flash-kromatografi pa silika for a isolere 9-4.

En lgsning av 9-4 (1 g) i MeOH (20 ml) ble hydrogenert over 200 mg 10
% Pd/C ved normalt trykk over natten. Etter at katalysatoren var filtrert fra, ble
lgsningen inndampet for & isolere 10.

En Igsning av 10 (300 mg, 1,4 mmol) i EtOH (30 ml) ble tilsatt aq.
NaOH (2 N, 4 ml), og reaksjonsblandingen ble omrgrt ved romtemperatur i 30
minutter. Lasningsmidlet ble fjernet, konsentratet ble ngytralisert til pH = 6 med 2
N HCI, og de hvite krystallene som dannet seg ble filtrert fra for & isolere
malforbindelsen 9.

Alternativ framgangsmate for metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-

propanat (10)

(3,5-difluorbrombenzen (9a-1) ble innkjgpt fra Darui Fine Chemicals
Co., Ltd., (Shanghai, China) og kan ogsa kjgpes fra Alfa Aesar eller Sigma
Aldrich.)

F Br N-EIH, BI‘IO = Br 1) MQ. THFE BnQ C',HCI
BnOH | - -
Z 2) DMF
F

9a-1 9a-2 9a-3

Q 0
{Maopzp\r)\om

NHCbz BnO a,~CO0:2Me HO CO;Me
9a-4 - mcw H,,Pd/C { NH,
DBU/CH,CI, I L
9a-5 10

\ /

Framstilling av 9a-2
En lgsning av BnOH (1,61 ml, 15,54 mmol) i DMF (30 ml) ble tilsatt
NaH (622 mg, 60 % dispersjon i mineralolje, 15,54 mmol) ved 0 °C. Omrgringen

fortsatte ved romtemperatur i 0,5 time inntil lgsningen var klar. Det ble tilsatt 9a-1
(1,79 ml, 15,54 mmol) med en slik hastighet at temperaturen holdt seg under 40
°C. Blandingen ble omrgrt ved romtemperatur over natten slik at det dannet seg
en gul lgsning. Reaksjonen ble stoppet med vann og blandingen ble ekstrahert

med petroleter (35 ml x 4). De sammenslatte organiske sjiktene ble konsentrert.
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Og konsentratet ble renset ved kromatografi pa silikagel med petroleter som
elueringsmiddel for & isolere 9a-2 (2,544 g) i form av en fargelgs olje.

Framstilling av 9a-3

Mg (170,1 mg, 7,10 mmol), vannfri THF (10 ml) og en liten mengde jod
ble blandet under nitrogen i en trehalset kolbe. Det ble tilsatt 1/3 av 9a-2 (1,664 g,
5,9192 mmol) i THF (2 ml). Blandingen ble oppvarmet til refluks. Imens ble den
gule blandingen gradvis lysegul. Sa ble de resterende 2/3 av 9a-2 tilsatt drapevis,
og reaksjonsblandingen ble refluksert i 0,5 timer til.

Den ovennevnte blandingen ble tilsatt DMF (0,504 ml, 6,51 mmol)
langsomt ved 0 °C. Omrgringen fortsatte i 0,5 time ved romtemperatur. Det ble
tilsatt HCI (2 M, 10 ml) og THF ble inndampet. Konsentratet ble ekstrahert med
etylacetat (25 ml x 3). Og de sammenslatte organiske sjiktene ble vasket med
saltlgsning og konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved kromatografi pa
silikagel med petroleter til petroleter/etylacetat = 20/1 som elueringsmiddel for &
isolere 9a-3 (694 mg) i form av en fargelgs olje.

Framstilling av 9a-5

En lgsning av metyl-2-(benzylkarbonylamino)-2-(dimetoksyfosforyl)-
acetat, 9a-4 (993 mg, 3,00 mmol) i DCM (30 ml) ble tilsatt DBU (832 ul, 5,57
mmol) ved romtemperatur. Etter 10 minutter ble det tilsatt 9a-3 (694 mg, 3,01
mmol) og den resulterende blandingen ble omrgrt ved romtemperatur i 1 time.
Lasningen ble vasket med HCI (1 M, 10 ml) og de sammenslatte organiske
sjiktene ble tagrket og konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved flash-
kromatografi pa silika (med diklormetan/etylacetat = 10/1 som elueringsmiddel) for
aisolere 9a-5 (11,1 g).

Framstilling av 10

En Igsning av 9a-5 (100 mg) i MeOH (50 ml) ble hydrogenert over 20
mg 10 % Pd/C ved normalt trykk i 2 timer. Etter at katalysatoren var fjernet ved

filtrering, ble lgsningen inndampet for a isolere 10 (33 mg)..

Mediumoppskrifter

Vannet som ble brukt til & lage mediet ble framstilt ved hjelp av

Millipores Elix Analytical Grade Water Purification System.
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SGS startmedium
Bestanddel (og leverandgar) Oppskrift
Glukose (Sigma, G7021) 7,50 g
Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 7,50 g
Gjeerekstrakt (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g
Maltekstrakt (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g
Potetstivelse (Igselig) (Sigma, S2004) 7,50 g
NZ-amin A (Sigma, C0626) 2,50 g
Ristet soyamel, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g
L-asparagin (Sigma, A0884) 1,00 g
CaCOg (Calcitec, V/40S) 0,05 g
NaCl (Fisher Scientific, S/3160/65) 0,05 g
KH,PO4 (Sigma, P3786) 0,25 g
KoHPO, (Sigma, P5379) 0,50 g
MgS0,.7H,0 (Sigma, M7774) 0,10 g
Sporelementlgsning B 1,00 mi
Agar 1,00 g
SAG471 skumdemper (GE Silicones, *0,20 mi
SAG471)
RO H,O0 til sluttvolum pa *1,00 |
Far steriliseringen ble pH justert til 7,0 med 10 M NaOH/10
M H,SO,4

Sterilisert ved oppvarming til 121 °C, 20-30 min
(autoklavering)

Merknader

*Skumdemper bare brukt til startgjeeringen, IKKE til
startkolbene

**Sluttvolumet justert av hensyn til startvolumet

Sporelementlgsning B
Bestanddel Oppskrift



kls
Rektangel


33

NO/EP2691412

FeS0,.7H,0 (Sigma, F8633) 5,00 g
ZnS0,4.7H,0 (Sigma, Z0251) 4,00 g
MnCl,.4H,0 (Sigma, M8530) 2,00 g
CuS04.5H,0 (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g
(NH4)sM07024 (Fisher Scientific, 0,20 g
A/5720/48)

CoCl,.6H,0 (Sigma, C2644) 0,10

H3;BO;3 (Sigma, B6768) 0,10

KI (Alfa Aesar, A12704) 0,05

H,SO,4 (95 %) (Fluka, 84720) 1,00 ml
RO H,O0 til sluttvolum pa 1,00 I
SGP2 produksjonsmedium

Bestanddel Oppskrift
Ristet soyamel (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g
Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40,00 g
MES-buffer (Acros, 172595000) 19,52 g
SAG471 skumdemper (GE Silicones, *0,20 ml
SAG471)

RO H,O0 til sluttvolum pa **1

Far steriliseringen ble pH justert til 6,8
med 10 M NaOH

Sterilisert ved oppvarming til 121 °C, 20—
30 min (autoklavering)

Merknader

*Skumdemper bare brukt til
startgjeeringen, IKKE til startkolbene
**Sluttvolumet justert av hensyn til

startvolumet

SM25-3-medium (ogsa kalt SM25)

Bestanddel
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Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40 g
Soyapepton A3 SC (Organotechnie) 10 g
Maltekstrakt (Difco) 21g
Justert til volum 11

pH ikke justert far steriliseringen (dvs. pH var 7,0)

ISP4-medium

Bestanddel

Laselig stivelse (Difco) 109
KoHPO, 1g
MgS0,4.7H,0 19
NacCl 19
(NH4)2SO,4 29
CaCOs 29
ISP sporsaltlgsning 1ml
Agar 2049
Justert til volum 11

Lag en pasta med stivelsen i et lite volum kaldt vann
og juster volumet til 500 ml.

Tilsett de andre bestanddelene til Igsning Il i 500 ml
vann. pH ma vaere mellom 7,0 og 7,4 (pH 7,3). Bland
de to lgsningene sammen og tilsett agar.

ISP sporsalter

Bestanddel

FeS0,4.7H,0 1g
MnCl,.4H,0 1lg
ZnS0,4.7H,0 1g
Justert til volum 11

Oppbevares ved 4 grader C

Havremelagar (ISP3)

NO/EP2691412
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Bestanddel Oppskrift
Havremel 20,00 g
ISP sporelementlgsning 1,00 ml
Bacto Agar (Becton Dickinson) 18,00 g
RO H,0 for justering til volum 1,00 I

20 g havremel kokes i 1 | vann pa varmeplate (eller
mikrobglgeovn) i 20 minutter. Den kokte blandingen filtreres
giennom musselin/bomullsgaze, justeres til pH 7,2 og volum
1 1. Det tilsettes 1 ml ISP sporelementlgsning. Sa tilsettes
18 g agar per liter far steriliseringen.

MAM-agar

Bestanddel Oppskrift
Hvetestivelse (Sigma) 10,00 g
Maisstgpepulver (Roquette) 2,50 g
Gjeerekstrakt (Becton Dickinson) 3,00 g
CaCOg (Calcitec) 3,00 g
FeSO, (Sigma) 0,300 g
Bacto Agar (Becton Dickinson) 20,00 g
RO H,O0 for justering til volum 1,00 I
pH 5,8 far autoklaveringen

BT6 produksjonsmedium

Bestanddel Oppskrift
Glukose (Sigma) 50,00 g
Nutrisoy (ADM) 30,00 g
NaCl (Fisher) 5,00 g
(NH4)2S0Oq4 (Sigma) 3,00 g
CaCOg (Calcitec) 6,00 g
RO H,O0 for justering til volum 1,00 I

Juster pH til 7,0 og tilsett s& CaCOs3

NO/EP2691412
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ISP2-agar

Bestanddel Oppskrift
Gjeerekstrakt (Becton Dickinson) 4,00 g
Maltekstrakt (Becton Dickinson) 10,0 g
Dekstrose (Sigma) 4,00 g
Bacto Agar (Becton Dickinson) 20,0 g
RO H,O0 for justering til volum 1,00 I

Juster pH til 7,3 far tilsetting av agar og sterilisering

Generell framgangsmate for gjsering

Kuldekonserverte forrad av sporer fra BIOT-4585
(konstruksjonsmetodikken finnes i eksempel 1) ble tint ved romtemperatur. Det ble
tillagd vegetative kulturer (startkulturer) ved & overfare 4,0 ml sporeforrad til 400
ml medium SM25 i 2 | erlenmeyerkolber med skumplugg. Dyrkingen foregikk i 48
timer ved 27 °C og 250 rpm (5,0 cm kast). Fra startkulturen ble det overfart 25 ml
til 250 ml produksjonsmedium SGP2 + 5 % HP20 i 2 | erlenmeyerkolber med
skumplugg. Etter 24 timers dyrking ved 24 °C og 250 rpm (2,5 cm kast) ble 2 ml av
en 250 mM rasemisk eller 125 mM enantiomerisk ren Igsning av den gnskede
forlgperen (f.eks. (S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat, DL-5-
fluor-meta-tyrosin (9) eller metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat
(10)) i 1 M saltsyre og 2 ml av en 250 mM metanollgsning av DL-piperazinsyre
tilsatt til hver produksjonskolbe for a lage en endelig 1 mM konsentrasjon av de
individuelle enantiomerene av forlgperne. Eventuelt kan DMSO brukes i stedet for
1 M saltsyre. DL-piperazinsyre kan eventuelt utelates. Dyrkingen fortsatte i fire
dager til ved 24 °C og 250 rpm (2,5 cm kast).

Analyse av dyrkingsbuljonger ved LC-UV og LC-UV-MS

Dyrkingsbuljong (1 ml) blandes med etylacetat (1 ml) og omrgres farst i

15-30 minutter og sa sentrifugeres blandingen i 10 minutter. 0,4 ml av det
organiske sjiktet skilles fra, inndampes til tgrrhet og lgses igjen i 0,20 ml
acetonitril.

HPLC-forhold:
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C18-kolonne: C18 Hyperclone BDS, 3u, 4,6 mm x 150 mm
Utstyrt med en C18 Security Guard-kassett (KJ0-4282) fra

Phenomenex Analytical

Kolonnetemperatur 50 °C

Veeskehastighet 1 ml/min

Overvak UV ved 240 nm.

Injiser 20 pl porsjon.

Lgsningsmiddelgradient:

0 min: 55 % B

1,0 min: 55 % B

6,5 min: 100 % B

10,0 min: 100 % B

10,05 min: 55 % B

13,0 min: 55 % B

Lgsningsmiddel A er vann + 0,1 % maursyre.
Lasningsmiddel B er acetonitril + 0,1 % maursyre.
Under disse forholdene elueres SfA etter 5,5 minutter.
Under disse forholdene elueres SfB etter 6,5 minutter.

NO/EP2691412

LCMS utfares pa et integrert Agilent HP1100 HPLC-system kombinert

med et Bruker Daltonics Esquire 3000+ elekrospraymassespektrometer som
arbeider i positivionemodus med kromatografi og lgsninger som beskrevet

ovenfor.

QC LC-MS-metode

HPLC-forhold:

C18-kolonne: C18 Hyperclone BDS, 3u, 4,6 mm x 150 mm
Utstyrt med en C18 Security Guard-kassett (KJ0-4282) fra

Phenomenex Analytical
Kolonnetemperatur 50 °C
Veaeskestrgm 1 ml/min
Overvak UV ved 210, 240 og 254 nm
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Lgsningsmiddelgradient:

O min: 10 % B

2,0min: 10% B

15 min: 100 % B

17 min: 100 % B

17,05 min: 10 % B

20 min: 10 % B

Lgsningsmiddel A er vann + 0,1 % maursyre

Lgsningsmiddel B er acetonitril + 0,1 % maursyre

MS-forhold:

MS arbeider i vekslende modus (veksler mellom positiv og negativ),
skanner fra 150 til 1500 amu.

Rentgendiffraksjonsmetode (XRPD)

Omtrent 2 mg prgve ble trykt forsiktig sammen pa den enkle
skrakuttede XRPD-prgveholderen i kvarts med null bakgrunn. S& ble praven lagt i
et Philips X-Pert MPD diffraktometer og analysert med falgende forsgksforhold:

Rgranode: Cu

Generatorspenning: 40 kV

Rarstramstyrke: 40 mA

Bglgelengde alfal: 1,5406 A

Bglgelengde alfa2: 1,5444 A

Startvinkel [2 theta]: 5

Sluttvinkel [2 theta]: 50

Kontinuerlig skanning

Replikonanalyse in vitro for & evaluere aktivitet mot HCV-virus

Effektiviteten mot HCV-virus av genotype 1 kan testes som fglger: Ett
dagn far testobjektet tilsettes, ble Huh5.2-celler som inneholdt HCV-genotype 1b-
replikonet 1389luc-ubi-neo/NS3-3’/5.1 (Vrolijk m.fl., 2003) og var subkulturdyrket i
cellevekstmedium [DMEM (kat.-nr. 41965039) tilsatt 10 % FCS, 1 % ikke-
essensielle aminosyrer (11140035), 1 % penicillin/streptomycin (15140148) og 2
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% Geneticin (10131027); Invitrogen] med forholdstall 1,3-1,4 og dyrket i 3—4
dager i 75 cm? vevskulturkolber (Techno Plastic Products), hgstet og s&dd i
analysemedium (DMEM, 10 % FCS, 1 % ikke-essensielle aminosyrer, 1 %
penicillin/streptomycin) med tetthet 6500 celler/brgnn (100 pl/brgnn) i 96-brgnners
mikrotiterplater for vevskulturer (Falcon, Becton Dickinson for evaluering av den
antimetabolittiske virkningen og CulturPlate, Perkin Elmer for evaluering av den
antivirale virkningen). Mikrotiterplatene inkuberes over natten (37 °C, 5 % CO,,
95-99 % relativ luftfuktighet), noe som ga et ikke-konfluent cellemonolag.

Det lages til fortynningsserier, og hver fortynningsserie utfgres minst i
duplikat. Etter analyseoppsettet inkuberes mikrotiterplatene i 72 timer (37 °C, 5 %
CO,, 95-99 % relativ luftfuktighet).

For & evaluere de antimetabolittiske virkningene aspireres
analysemediet, erstattes med 75 pl av en 5 % lgsning av MTS (Promega) i
fenolrgdtfritt medium og inkuberes i 1,5 time (37 °C, 5 % CO,, 95-99 % relativ
luftfuktighet). Absorbansen males ved bglgelengden 498 nm (Safire?, Tecan) og
den optiske tettheten (OD-verdier) regnes om til prosentandel av ubehandlede
kontroller.

For & evaluere virkningen mot virus aspireres analysemediet og
cellemonolagene vaskes med PBS. Vaskebufferen aspireres og 25 ul Glo Lysis
Buffer (kat.-nr. E2661, Promega) tilsettes far man lar lyseringen skride fram i 5
minutter ved romtemperatur. Deretter tilsettes 50 ul Luciferase Assay System
(kat.-nr. E1501, Promega) og luminescenssignalet fra luciferasen males
umiddelbart (1000 ms integreringstid/brgnn, Safire?, Tecan). De relative
luminescensenhetene omregnes til prosentandel ubehandlede kontroller.

ECso 0g ECqo (verdier bestemt ut fra doseresponskurvene) star for
konsentrasjonene der det observeres henholdsvis 50 og 90 % hemming av
virusreplikasjonen. CCsq (verdi avledet av doseresponskurven) star for
konsentrasjonen der stoffskifteaktiviteten til cellene ville veere redusert til 50 % av
aktiviteten til ubehandlede celler. Selektivitetsindeksen (Sl), som angir det
terapeutiske vinduet for forbindelsen, beregnes som CCs/ECs.

En konsentrasjon av forbindelsen regnes for & gi reell antiviral virkning i

replikonsystemet til HCV hvis antireplikonvirkningen ved akkurat den
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konsentrasjonen er over 70 %-terskelen og det ikke observeres mer enn 30 %
reduksjon i stoffskifteaktiviteten.

Replikonanalyse in vitro for & evaluere aktiviteten mot HCV i genotype

laog ?2a
Replikoncellene (subgenomiske replikon av genotype 1a (H77) og 2a

(JFH-1)) dyrkes i Dulbeccos modifiserte essensielle medium (DMEM), 10 %
kalvefosterserum (FBS), 1 % penicillin-streptomycin (pen-strep), 1 % glutamin, 1
% ikke-essensielle aminosyrer, 250 yg/ml G418 i en 5 % CO,-inkubator ved 37 °C.
Alle celledyrkingsreagensene kan kjgpes inn fra Mediatech (Herndon, VA, USA).

Replikoncellene trypsiniseres og sds med 5 x 102 celler per brgnn i 96-
bragnners plater med det ovennevnte mediet unntatt G418. Neste dag erstattes
dyrkingsmediet med DMEM som inneholdt forbindelser seriefortynnet i naerveer av
5 % FBS. | antiviralanalysen mot HCV-replikoner undersgkes virkningen av
forbindelser i en serie av fortynninger. Kort sagt sas celler som inneholder HCV-
replikonet i 96-brgnners plater. Testobjektet seriefortynnes med DMEM pluss 5 %
FBS. Den fortynnede forbindelsen pafgres passende brgnner i platen. Etter 72
timers inkubering ved 37 °C behandles cellene. Det intracelluleere RNA-et fra hver
brann trekkes ut med et RNeast 96-sett (Qiagen). Konsentrasjonen av RNA fra
HCV bestemmes ved en sanntids PCR-analyse med omvendt transkriptase ved
hjelp av TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), og et ABI Prism 7900 sekvensdetekteringssystem (Applied
Biosystems) som beskrevet fgr (Vrolijk m.fl., 2003). Den cytotoksiske virkningen
males med TagMan® Ribosomal RNA Control Reagents (Applied Biosystems)
som indikerer celleantall. Mengden av HCV-RNA og ribosom-RNA brukes sa til &
utlede gjeldende ICsp-verdier (konsentrasjoner som hemmer replikonreplikasjonen
50 %).

Vurdering av mikrosomstoffskiftet (analyse av mikrosomstabiliteten)

Stoffskiftet i mikrosomer kan testes som faglger:
Murine eller humane levermikrosomer ble fortynnet med buffer C (0,1 M
kaliumfosfatbuffer, 1,0 mM EDTA, pH 7,4) til en konsentrasjon pa 2,5 mg/ml. Sa

ble det lagd til mikrosomstabilitetsprgver ved a tilsette 50 ul av en 5 yM
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forbindelsesanrikingslgsning (0,5 ul 10 mM forradslgsning av DMSO i 9,5 ul ACN,
tilsatt til 990 ul buffer C) til 50 yl mikrosomlgsning (2,5 mg(ml), 110 ul buffer C og
blande godt. Alle prgvene ble preinkubert i omtrent 15 minutter ved 37 °C. Deretter
ble reaksjonen startet ved 4 tilsette 40 ul av NADPH-Igsningen (12,5 mM) og rgre
om forsiktig. Det ble tatt ut porsjoner (40 ul) etter 0, 15, 30, 45 og 60 minutter der
reaksjonen ble stoppet med ACN-holdig intern standard (120 ul). Protein ble
fiernet ved sentrifugering (4000 rpm, 15 min), og konsentrasjonen av forbindelsen
pa prgveplaten ble analysert ved LC-MS/MS. Sa ble halveringstidene beregnet
med standard framgangsmate, sammenlikne konsentrasjonen av analytten med

mengden som var til stede opprinnelig.

Vurdering av stabiliteten til hepatocyttene

Kuldekonserverte hepatocytter, som tidligere var oppbevart i flytende
nitrogen, legges i et ristende vannbad ved 37 +1 °C for tining i 2 min £15 sek. Sa
legges hepatocyttene i et 10x volum av forhandsvarmet Krebs-Henseleit
bikarbonatbuffer (KHB, 2000 mg/l glukose, ingen kalsiumkarbonat og natrium-
bikarbonat, Sigma), som blandes forsiktig og sentrifugeres ved 500 rpm i 3
minutter. Deretter fjernes og kastes supernatanten. Cellenes levedyktighet og
antall bestemmes ved telling, og disse verdiene brukes til & lage humane
hepatocyttsuspensjoner i passende saingstetthet (tetthet av levedyktige celler = 2
x 10° celler/ml). En 2x doseringslgsning framstilles i forhdndsvarmet KHB (1 %
DMSO) (200 pM sporstofflasning: 20 ul substratforradslasning (10 mM) i 980 ul
DMSO, 2x doseringslgsning: 10 pl av 200 uM sporstofflagsning i 990 pl KHB (2 uM
etter fortynning).

50 ul forhandsvarmet 2x doseringsl@sning legges i brannene og 50 pl
forh&ndsvarmet hepatocyttlasning (2 x 10° celler/ml) tilsettes og klokka startes. S&
inkuberes platen ved 37 °C. Hver av brgnnene tilsettes 100 pl acetonitrilholdig
intern standard etter gjennomfgrt inkuberingstid (0, 15, 30, 60 og 120 minutter),
det omrgres forsiktig og tilsettes sa 50 ul forhandsvarmet hepatocyttlgsning (2 x
10° celler/ml). N&r inkuberingen er slutt, bestemmes cellelevedyktigheten. Prgvene
sentrifugeres ved 4000 rpm i 15 minutter ved 4 °C, supernatantene fortynnes 2
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ganger med ultrarent vann og konsentrasjonen av forbindelsene analyseres ved
LC-MS/MS.

Vurdering av vannlgseligheten

Vannlgseligheten kan testes som falger: Det lages en 10 mM
forradslasning av sanglifehrinanalogen i 100 % DMSO ved romtemperatur.
Triplikatporsjoner pa 0,01 ml justeres til 0,5 ml enten med 0,1 M PBS-lgsning, pH
7,3 eller 100 % DMSO i brune glass. De resulterende 0,2 mM Igsningene ristes
ved romtemperatur pa et IKA® Vibrax VXR risteapparat i 6 timer, og sa overfares
de resulterende lgsningene eller suspensjonene til 2 ml eppendorfrgr og
sentrifugeres i 30 minutter ved 13200 rpm. Deretter analyseres porsjoner av
supernatantvaesken ved LCMS-framgangsmaten som beskrives ovenfor.

Alternativt kan lgseligheten i PBS ved pH 7,4 testes som falger: Det
lages en kalibreringskurve ved a fortynne testforbindelsene og
kontrollforbindelsene til 40 uM, 16 uM, 4 uM, 1,6 uM, 0,4 uM, 0,16 uM, 0,04 uM og
0,002 uM med 50 % MeOH i H,0. Sa fortynnes standardpunktene videre 1:20 i
MeOH:PBS 1:1. De endelige konsentrasjonene etter 1:20 fortynning er 2000 nM,
800 nM, 200 nM, 80 nM, 20 nM, 8 nM, 2 nM og 1 nM. Deretter blandes standarder
med samme volum (1:1) av ACN som inneholdt intern standard (hydroksy-
makrosyklisk forbindelse, 6). Prgvene sentrifugeres (5 min, 12000 rpm) og sa

analyseres de ved LC/MS.

Lgsning | MeOH/ Arbeids- | Lgsning | MeOH/ Endelig
(M) H,O(1:1) lgsning (M) buffer(1:1) lgsning
(ul) (M) (M)

10 mM 10 240 — | 400

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

40 uM 50 450 — | 4 20 380 — | 200

16 uM 50 450 — | 1,6 20 380 — | 80

4 uM 50 450 — |04 20 380 — | 20

1,6 uM |50 450 — | 0,16 20 380 — | 8

0,4 uM 50 450 — | 0,04 20 380 — | 2

0,04_uM | 50 950 — | 0,002 20 380 — |1
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Det lages testforbindelser som forradslgsninger i DMSO ved 10 mM
konsentrasjon. Forradslasningene fortynnes i PBS, pH 7,4 i duplikat i 1,5 ml
eppendorfrar til en malkonsentrasjon pa 100 uM med endelig DMSO-
konsentrasjon pa 1 % (f.eks. 4 yl 10 mM DMSO forradslasning i 396 yl 100 mM
fosfatbuffer). Sa ristes pravergrene forsiktig i 4 timer ved romtemperatur. Pravene
sentrifugeres (10 min, 15000 rpm) for & felle ut ulaste partikler. Supernatantene
overfgres til nye r@r og fortynnes (fortynningsfaktoren for det individuelle
testobjektet bekreftes med signalnivaet til forbindelsen pa det brukte
analyseinstrumentet) med PBS. Sa blandes de fortynnede prgvene med det
samme volumet (1:1) av MeOH. Til slutt blandes pravene med samme volum (1:1)
av ACN som inneholder intern standard (hydroksymakrosyklisk forbindelse, 6) for
LC-MS/MS-analyse.

Vurdering av cellepermeabiliteten

Cellepermeabiliteten kan testes som fglger: Testforbindelsen lgses til
10 mM i DMSO fgr den fortynnes videre i buffer for a lage en endelig 10 uM
doseringskonsentrasjon. Fluorescensmarkgres lucifergult inkluderes ogsa for a
overvake membranintegriteten. Sa pafares testforbindelsen pa toppflaten av
Caco-2-cellemonolag og det males hvordan forbindelsen trenger inn i den
basolaterale avdelingen. Dette utfares i motsatt retning (basolateral til topp) for a
undersgke den aktive transporten. LC-MS/MS brukes til & male konsentrasjonen
bade av testforbindelsen og standardkontrollforbindelsen (som propanolol eller

acebutolol).

Vurdering av farmakokinetikken in vivo

Det kan ogsa brukes in vivo-analyser til & male den biologiske
tilgjengeligheten til en forbindelse. Vanligvis gis en forbindelse til et forsgksdyr
(f.eks. mus eller rotte), bade intravengst (i.v.) og oralt (p.o.) og det tas blodprgver
med regelmessige mellomrom for & undersgke hvordan plasmakonsentrasjonen
av legemidlet varierer over tid. Tidsforlgpet til plasmakonsentrasjonen kan brukes

til & beregne den absolutte biologiske tilgjengeligheten til forbindelsen som en
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prosentandel ved hjelp av standardmodeller. Nedenfor beskrives et eksempel pa
en typisk protokoll.

Mus doseres med 1, 10 eller 100 mg/kg av forbindelsen ifglge
oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen i.v. eller p.o. Det tas blodprgver etter 5, 10,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420 og 2880 minutter, og konsentrasjonen
av forbindelsen ifglge oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen bestemmes ved
HPLC. Sa kan tidsforlgpet for plasmakonsentrasjonene brukes til & komme fram til
ngkkelparametere som arealet under plasmakonsentrasjon/tid-kurven (AUC — som
er direkte proporsjonal med den totale mengden uforandret legemiddel som nar
den systemiske blodsirkulasjonen), hgyeste (topp) plasmakonsentrasjon av
legemidlet, tidspunktet nar hgyeste plasmakonsentrasjon nas (topptid), andre
faktorer som brukes til & bestemme den biologiske tilgjengeligheten ngyaktig:
forbindelsens endelige halveringstid, totalkroppsutskilling, stabilt fordelingsvolum
og F%. Sa blir disse parameterne analysert med ikke-avdelingsdelte eller
avdelingsdelte framgangsmater for & beregne en prosentvis biologisk
tilgjengelighet. Et eksempel pa denne typen framgangsmate finnes i Egorin m.fl.,

2002 og referansene i denne.

Vurdering av oral og intravengs farmakokinetikk in vivo (spesifikk

framgangsmate)

For sanglifehrinanaloger analyseres helblod. Forbindelsene formuleres i
5 % etanol/5 % kremofor EL/90 % saltlgsning bade for p.o. og i.v. administrering.
Grupper pa 3 CD1 hannmus doseres enten med 1 mg/kg i.v. eller 5 eller 10 mg/kg
p.o. Fra vena saphena tas det blodpraver (40 pl) far doseringen og 0,25, 0,5, 2, 8
og 24 timer etter som fortynnes med samme mengde dH,O og strakes settes pa
tarris. Prevene oppbevares ved —70 °C inntil de skal analyseres. Konsentrasjonen
av forbindelsen ifglge oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen i prgven bestemmes
ved LCMS som falger: 20 ul blod:H,0 (1:1, volumforhold)/farmakokinetikkprgve
tilsettes 20 pl intern standard (hydroksylmakrosyklisk forbindelse, 6), 100 ng/ml, 20
Ml arbeidslgsning/MeOH og 150 ul ACN, vorteksblandes i 1 minutt ved 1500 rpm
og sentrifugeres ved 12000 rpm i 5 minutter. Sa injiseres supernatanten i LC-

MS/MS. Tidsforlgpet for blodkonsentrasjonen plottes og brukes til & beregne
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arealet under helblodkonsentrasjon/tid-kurven (AUC — som er direkte proporsjonal
med den totale mengden uforandret legemiddel som nar den systemiske
blodsirkulasjonen). Disse verdiene brukes til & beregne farmakokinetiske

parametere hvis mulig.

Vurdering av cytotoksisitet in vitro

Huh-7- og HepG2-celler fra ATCC dyrkes i Dulbeccos modifiserte
essensielle medium (DMEM) som inneholdt 10 % kalvefosterserum (FBS), 1 %
penicillin-streptomycin (pen-strep) og 1 % glutamin, mens CEM-celler (humane T-
celleleukemiceller fra ATCC) dyrkes i RPMI 1640-medium med 10 % FBS, 1 %
pen-strep og 1 % glutamin. Ferske humane PBMC isoleres fra helblod fra minst to
normale relevansutplukkede donorer. Kort fortalt pelleteres perifere blodceller,
vaskes 2-3 ganger ved sentrifugering pa lav hastighet og resuspenderes i PBS for
a fierne forurensende blodplater. Sa fortynnes de vaskede blodcellene 1:1 med
Dulbeccos fofatbufret saltlgsning (D-PBS) og legges i lag over 14 ml lymfocytt-
separasjonsmedium (LSM, cellevekstmedium fra Mediatech, Inc., tetthet 1,078
10,002 g/ml, kat.-nr. 85-072-CL) i et 50 ml sentrifugergr og sentrifugeres i 30
minutter ved 600 G. Band av PBMC aspireres forsiktig fra fasegrensen og vaskes
deretter 2x med PBS ved sentrifugering pa lav hastighet. Etter den siste vasken
telles cellene ved trypanbl&ttekskludering og resuspenderes med 1 x 107 celler/ml i
RPMI 1640 tilsatt 15 % kalvefosterserum (FBS), 2 mM L-glutamin, 4 pg/ml PHA-P.
Cellene far inkubere i 48—72 timer ved 37 °C. Etter inkuberingen sentrifugeres
PBMC og resuspenderes i RPMI 1640 med 15 % FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10 yg/ml gentamycin og 20 U/ml rekombinant
humant IL-2.

Den sammensatte cytotoksisiteten evalueres ved a teste halvlioga—
ritmiske konsentrasjoner av hver forbindelse i triplikat mot cellene som beskrives
ovenfor. Celler som inneholdt bare medium ble brukt som cellekontroll (CC). Huh-
7- og HepG2-celler s&s i 96-branners plater i konsentrasjon 5 x 10° celler per
brgnn. Neste dag aspireres mediet og 100 pl tilsvarende medium med 5 % FBS

tilsettes. Det lages fortynninger av testlegemidlet med 2x konsentrasjon i
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mikrotiterrgr og 100 yl av hver konsentrasjon legges i tilsvarende brgnner i
standardformat. Etter 72 timer behandles cellene for & vurdere cytotoksisiteten.

PBMC fortynnes i ferskt medium og legges i de innerste brgnnene i en
96-brgnners rundbunnet mikroplate med 5 x 10* celler/brgnn og volum 100 I.
Tilsvarende legges 1 x 10* CEM-celler i hver brgnn. Sa tilsettes 100 ul av 2x-
preparatene av testlegemidlene i tilsvarende brgnner i standardformat. Kulturene
opprettholdes i seks til sju dggn far de behandles for & bestemme cytotoksisiteten.

Cytotoksisiteten bestemmes ved hjelp av CytoTox-ONE™ analysesett
for homogen membranintegritet (Promega). Analysen maler frigjgringen av
laktatdehydrogenase (LDH) fra celler med skadde membraner i et fluorometrisk
homogent format. LDH som frigjgres i dyrkingsmediet males med en
sammenkoblet enzymanalyse som fgrer til at resazurin omdannes til det
fluorescerende produktet resorufin. Fluorescensmengden som produseres er
proporsjonal med antall lyserte celler. Seks seriefortynnede konsentrasjoner av
hver forbindelse brukes pa cellene for a utlede TCs (giftig konsentrasjon av
legemidlet som senker levedyktigheten til cellene med 50 %) og TCyo (giftig
konsentrasjon av legemidlet som senker levedyktigheten til cellene med 90 %),
hvis aktuelt.

Vurdering av hemmingen av transportgrene MDR1 og MRP2 in vitro

Til & vurdere hemmingen og aktiveringen av transportgrene MDR1 (P-
glykoprotein 1) og MRP2 kan det brukes en in vitro ATPaseanalyse fra Solvo
Biotechnology Inc. (Glavinas m.fl., 2003). Forbindelsene (0,1, 1, 10 og 100 uM)
inkuberes med MDR1- eller MDR2-membranvesikler bade i fraveer og neervaer av
vanadat for a studere den potensielle ATPase-aktiveringen. | tillegg utfares det
liknende inkubering i naerveer av verapamil/sulfasalazin for a registrere mulig
hemming av ATPaseaktiviteten i transportgren. ATPaseaktiviteten males ved a
kvantifisere uorganisk fosfat spektrofotometrisk. Aktiveringen beregnes ut fra den
vanadatfglsomme gkningen i ATPaseaktivitet. Hemmingen bestemmes som

reduksjonen av verapamil-/sulfasalazinformidlet ATPaseaktivitet.
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Vurdering av hemmingen av Pgp-transportgrer ved hjelp av MDCK-

celler.

For & vurdere hemmingen av P-glykoproteintransportaren (Pgp/MDR1)
ble det brukt en ATPaseanalyse in vitro fra Cyprotex. Etter dyrking ble
monolagene framstilt ved & skylle bade de basolaterale flatene og toppflatene to
ganger med buffer ved pH 7,4 og 37 °C. Sa ble cellene inkubert med pH 7,4-buffer
bade i basolateral avdeling og toppavdeling i 40 minutter ved 37 °C og 5 % CO,
med relativ luftfuktighet 95 % for & stabilisere de fysiologiske parameterne. For
topp til basolateral-studien (A-B) ble bufferen ved pH 7,4 fjernet fra toppavdelingen
og erstattet med loperamiddoselgsninger i DMSO med buffer for en endelig
loperamidkonsentrasjon pa 5 uM (endelig DMSO-konsentrasjon justert til 1 %).
Doseringslgsningen inneholdt ogsa den fluorescerende integritetsmarkaren
lucifergult. Forsaket ble utfart i neervaer og fraveer av testforbindelsen (pafart bade
toppavdelingen og den basolaterale avdelingen). For basolateral til topp-studien
(B-A) ble P-glykoproteinsubstratet, loperamid (sluttkonsentrasjon 5 uM) lagt i den
basolaterale avdelingen. Forsgket ble utfart i naerveer og fraveer av testfor-
bindelsen (pafert bade toppavdelingen og den basolaterale). Inkuberingen ble
utfart i en atmosfaere med 5 % CO, med relativ luftfuktighet 95 % ved 37 °C i 60
minutter. Etter inkuberingsperioden ble fglgeplaten fjernet og topprevene og de
basolaterale prgvene fortynnet for analyse ved LC-MS/MS. Det ble utfgrt en enkelt
bestemmelse av konsentrasjonen av hver testforbindelse. Pa hver plate ble det
ogsa undersgkt en positiv kontrollhemmer. Testforbindelsen ble vurdert ved 0,1,
0,3, 1, 3, 10, 30 og 50 uM. Integriteten til monolagene gjennom hele forsgket ble
sjekket ved & falge gjennomtrengingen av lucifergult med fluorometrisk analyse.
Etter analysen ble det beregnet en ICso-verdi (dvs. hemmerkonsentrasjon
(testlegemiddel) som ga halvparten av maksimal hemmevirkning).

Vurdering av hemmingen av opptakstransportgrer in vitro

For & vurdere hemmingen av opptakstransportgrene OAT1B1 og
OAT1B3 ble det brukt en in vitro-analyse av opptakstransportgrer fra Solvo
Biotechnology Inc. Det ble utfgrt opptaksforsgk med testobjekt (TO) ved 0,068,
0,2,0,62, 1,8, 5,5, 16,7 og 50 uM pa CHO-celler som stabilt uttrykte de humane
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SLC-transportgrene OATP1B1 og OATP1B3. Den parentale cellelinjen CHO-K ble
brukt som negativ kontroll. Cellene (1 x 10°i 200 pl 1:1-blanding av Dulbeccos
modifiserte Eagles-medium og Hams F-12 DMEM (F-12, Lonza, New Jersey,
USA) tilsatt 5 mM natriumbutyrat) ble lagt pa standard 96-branners
vevskulturplater og inkubert i 24 timer fgr forsgket ved 37 °C i en atmosfaere pa 5
% CO, 0g 95 % luft. Far forsgkene ble mediet aspirert med vakuumsug, cellene
ble vasket med 2 x 100 ul Krebs-Henseleit-buffer pa pH 7,3 (lagd av Sigma-
kjemikalier, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Opptaksforsgkene ble utfart ved
37 °C i 50 ul Krebs-Henseleit-buffer (pH 7,3) som inneholdt probesubstratet og TO
eller lgsningsmiddel. Konsentrasjonen av organisk Igsningsmiddel var den samme
i alle brannene, og var ikke over 1 volum-%. Probesubstratet for OATP1B1-
analysen var E3S (0,1 uM) og for OATP1B3-analysen Fluo-3 (10 uM). Den
translokaliserte mengden av probesubstrat ble bestemt for hver brgnn i com. De
relative aktivitetene ble beregnet ut fra formelen:

Aktivitets-% = (A-B)/(C-D) x 100

Der A = translokalisert substratmengde i naerveer av TO pa transfekterte
celler, B = translokalisert substratmengde i naerveer av TO pa parentale celler, C =
translokalisert substratmengde i nzervaer av lgsningsmiddel pa transfekterte veller
og D = translokalisert substratmengde i naerveer av lgsningsmiddel pa parentale
celler. ICsq ble definert som TO-konsentrasjonen som trengtes for & hemme
transport av probesubstratet med 50 %. ICso ble beregnet ved hjelp av en logistisk
likning med tre parametere — en kurve tilpasset den relative aktiviteten plottet mot

TO-konsentrasjonen ved ikke-lineaer regresjon.

Vurdering av hemmingen av efflukstransportgrer in vitro

For & vurdere hemmingen av efflukstransportgrene MRP2, MRP3 og
BSEP, ble det brukt en in vitro-analyse av vesikkeltransportgrer fra Solvo
Biotechnoligy Inc. Testobjektene (TO) (ved 0,068, 0,2, 0,62, 1,8, 5,5, 16,7 og 50
MM) ble inkubert med efflukstransporterende membranvesikler (Solvo

Biotechnology Inc.) bade i fraveer og neervaer av 4 mM ATP for a skille mellom
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transportgrformidlet opptak og passiv diffusjon av TO inn i vesiklene. For MRP2-
0og MRP3-transportgrene ble reaksjonene utfgrt i naerveer av 2 mM glutation.
Reaksjonsblandingene ble preinkubert i ti minutter ved 37 °C. Reaksjonene ble
startet ved a tilsette 25 yl 12 mM MgATP (4 mM sluttkonsentrasjon i analysen)
eller analysebuffer for bakgrunnskontroller. Reaksjonene ble stoppet ved a tilsette
200 pl iskald vaskebuffer og sa filtrere pa glassfiberfilter i 96-brannersformat
(filterplate). Den vaskede og tgrkede filterplaten ble tilfart scintillasjonsbuffer og
deretter ble scintillasjonen telt. Probesubstrater var taurokolat (2 uM) for BSEP-
vesikler og E217BG (1 uM) for MRP2- og MRP3-vesikler. For alle brgnnene ble
den translokaliserte mengden av probesubstratet bestemt i cpom-enheter. Relativ
aktivitet ble beregnet med fglgende likning:

Aktivitets-% = (A-B)/(C-D) x 100

Der A = translokalisert substratmengde i naerveer av TO og ATP, B =
translokalisert substratmengde i naerveer av TO, C = translokalisert substrat-
mengde i naervaer av lgsningsmiddel og ATP, og D = translokalisert substrat-
mengde i naerveer av lgsningsmiddel. ICsp ble definert som TO-konsentrasjonen
som trengtes for & hemme transport av probesubstratet med 50 %. ICsq ble
beregnet ved hjelp av en logistisk likning med tre parametere — en kurve tilpasset

den relative aktiviteten plottet mot TO-konsentrasjonen ved ikke-lineger regresjon.

In vitro-analyse for & vurdere aktiviteten mot HIV

Effektiviteten mot HIV kan testes som fglger: CD4+ T-lymfocytter og
makrofager fra blod isoleres som beskrevet tidligere (Bobardt m.fl., 2008). Kort
fortalt ble humane PBMC isolert fra ferskt blod ved bandutskilling pa Ficoll-
Hypaque (30 min, 800 g, 25 °C). Primaere humane CD4+ T-celler ble isolert fra
PBMC ved positivt utvalg med anti-CD4 Dynabeads og deretter frigjort med
Detachabead. Cellene bel dyrket i RPMI-medium 1640 (Invitrogen) tilsatt 10 %
FCS, MEM-aminosyrer, L-glutamin, MEM-vitaminer, natriumpyruvat og penicillin
pluss streptomycin, og ble deretter aktivert med det bakterielle superantigenet
stafylokokkenterotoksin B (SEB, 100 ng/ml) og mitomycin C-drepte PBMC fra en
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annen donor (PMBC:CD4-celleforhold 10:1). Tre dager etter stimuleringen ble
cellene fordelt 1:2 i medium som inneholdt IL-2 (200 enheter/ml
sluttkonsentrasjon).. Sa ble kulturene fordelt 1:2 annenhver dag i IL-2-medium og
infisert med HIV 7 dager etter stimuleringen. For & produsere primaere humane
makrofager ble det isolert monocytter fra humane PBMC ved negativt utvalg, og
de ble aktivert og dyrket med cellekonsentrasjon 10%/ml i DMEM, tilsatt 10 % FCS,
MEM-aminosyrer, L-glutamin, MEM-vitaminer, natriumpyruvat og penicillin (100
enheter/ml), streptomycin (100 mg/ml) og 50 ng/ml rekombinant human
granulocytt/makrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF) som ble oppbevart ved
37 °C i fuktet atmosfaere tilsatt 5 % CO,. For & fa makrofager fra monocytter lot
man cellene feste seg til plast og dyrket dem i 6 dager for a la dem differensiere
seg.

CD4+ Hela-celler, Jurkat-celler, aktiverte CD4+ T-lymfocytter fra
perifert blod og makrofager (500 000 celler/100 pl) ble inkubert med pNL4.3-GFP
(X4-virus) eller pNL4.3-BaL-GFP (R5-virus) (100 ng p24) i naerveer av gkende
konsentrasjoner av testobjekt. Fartidtte timer senere ble infeksjonsgraden malt
ved & analysere prosentandelen av GFP-positive celler ved FACS og ECsg ble
beregnet.

In vitro-analyse for & vurdere aktiviteten mot HBV

Effektiviteten mot HBV kan testes som fglger: HepG2 2.2.15-celler
legges pa 96-brgnners mikrotiterplater. Etter 16—24 timer vaskes det konfluente
monolaget av HepG2 2.2.15-celler og mediet byttes ut med fullt medium som
inneholder forskjellig konsentrasjon av en testforbindelse i triplikat (f.eks. seks
halv-log-konsentrasjoner). Tre dager senere byttes dyrkingsmediet ut med ferskt
medium som inneholder de forskjellig fortynnede testforbindelsene. Seks dager
etter den fagrste administreringen av testforbindelsen tas cellekultursupernatanten
ut, behandles med pronase og brukes sa i sanntids kvantitativ TagMan gPCR-
analyse. Det PCR-amplifiserte HBV-DNA-et detekteres i sanntid ved a fglge
gkningen av fluorescenssignalene som skyldes den eksonukleolytiske
nedbrytingen av et probemolekyl med dempet fluorescens som hybridiseres til det

amplifiserte HBV-DNA-et. For hver PCR-amplifisering lages det samtidig en
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standardkurve ved hjelp av fortynninger av renset HBV-DNA. Den antivirale
aktiviteten beregnes ut fra reduksjonen i konsentrasjonen av HBV-DNA (ICsp). Den

terapeutiske indeksen (TI) beregnes som TCs/ICsp.

In vitro-analyse av blandet lymfocyttreaksjon (BLR) for & vurdere

immunundertrykkende aktivitet

Den immunundertrykkende aktiviteten ble malt som falger: Det ble
isolert populasjoner av mononukleeere celler ved sentrifugering over Histopaque
fra perifert blod (PBMC) hos to normale ubeslektede frivillige donorer (A og B).
Cellene ble telt og lagt med 1 x 10° celler per brgnn i 96 brgnners plater i RPMI-
media med supplementer og 2 % humant AB-serum.

Dyrkingsforholdene var: cellepopulasjonene A og B alene og en blandet
populasjon av cellene A&B i fraveer og naerveer av testforbindelsene, hver i 6
forskjellige konsentrasjoner. Forbindelsene ble testet i doser som varierte fra 10
MM til 0,0001 uM i inkrementer pa 1 log. Kontrollbrgnnene inneholdt en
konsentrasjon av beerer (0,5 % DMSO) som var sammenliknbar med
konsentrasjonen i brgnnene med testforbindelsene. Kulturene ble etablert i triplikat
pa en 96 bragnners plate og inkubert ved 37 °C i 5 % CO, i fuktet atmosfeere. 3H-
tymidin ble tilsatt dag 6 etter at analysen var satt opp og hgstet 24 timer senere.
Sa ble prolifereringen sammenliknet mellom de forskjellige dyrkingsforholdene.

Evnen til hver fortynning av testforbindelse til 8 hemme proliferering i
BLR ble beregnet som prosent hemming. Dette gjorde det mulig & estimere ICs
(den konsentrasjonen av testforbindelsen som ga 50 % reduksjon av tellinger per
minutt). For & beregne ICsq ble X-aksen gjort om til en log-skala. Ikke-lineger
regresjon ble brukt til & tilpasse en kurve til de gjennomsnittlige datapunktene. Det
ble valgt en s-formet variabel stigningsverdi.

ELISA-analyse av Cyp-NS5A-interaksjonen

Denne analysen ble brukt til & male oppbrytingen av Cyp-NS5A-
komplekser, som kan brukes til & vise styrken av interaksjonen med cyklofilin D.
Kort fortalt ble rekombinante GST-, GST-CypD- og Conl NS5A-His-proteiner

produsert og renset som beskrevet fgr (Chatterji m.fl., 2010). Nunc MaxiSorb 8
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branners strip-plater ble belagt med GST eller GST-CypD i 16 timer ved 4 °C og
sa blokkert. Rekombinant NS5A-His (1 ng/ml) ble tilsatt til brannene i 50
bindingsbuffer (20 mM Tris pH 7,9, 0,5 M NaCl, 10 % glyserol, 10 mM DTT og 1 %
NP-40) i 16 timer ved 4 °C. S& ble innfanget NS5A-His detektert med murine
antistoffer mot His (1 pg/ml) (anti-6x His, Clontech) og leporine antimurine
antistoffer mot pepperrotperoksidasefosfatase (HRP) (fortynning 1:1000). Alle
forsgkene ble utfart to ganger med to forskjellige porsjoner av rekombinante

CypD- og NS5A-proteiner.

Anti-PPlAaseanalyse av cyklofilinhemmingen

En alternativ metodikk for & analysere interaksjonen med cyklofiliner
beskrives som falger: PPlaseaktiviteten til rekombinant CypA eller CypD,
produsert ved trombinspalting av GST-CypA eller GST-CypD, ble bestemt ved a
folge graden av kymotrypsinhydrolyse av N-suksinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid.
Kymotrypsin hydrolyserer bare transformen av peptidet, konsentrasjonen av
cisformen maksimeres fra et forrad Igst i trifluoretanol med 470 mM LiCl, og
hydrolysen av den begrenses av hastigheten til cis/trans-isomeriseringen. CypA
eller CypD ble hensatt for & oppna likevekt i 1 time ved 5 °C med utvalgt testobjekt
der legemiddelkonsentrasjonen la mellom 0,1 og 20 nM. Reaksjonen ble startet
ved 4 tilsette peptidet og absorbansendringen ble overvaket spektrofotometrisk
med 10 datapunkter i sekundet. Hydrolysehastigheten fra blindprgvene (i fraveer
av CypA eller CypD) ble trukket fra hastighetene i naerveer av CypA eller CypD.
Hastigheten i begynnelsen av enzymreaksjonen ble analysert ved fgrste ordens

regresjonsanalyse av tidsforlgpet for absorbansendringen.
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EKSEMPLER

Eksempel 1 — Bygge en sfaA-delesjonsmutant av Streptomyces sp.
A92-308110 (DSM9954)

1.1 Bygqing av sfaA-delesjonskonstruksjonen

Det ~7 kb store EcoRV-Stul-fragmentet av kosmidet TL3006 (SEKV.-
IDNR. 3) som omfatter sfaA (nukleotidposisjon 14396—-21362, sekvenstilvekst-
nummer FJ809786 i NCBI) ble fjernet ved digerering med EcoRV og Stul og det

resulterende isolerte fragmentet bundet direkte i pKC1139 som fra fegr var spaltet
med EcoRV og behandlet med alkalisk fosfatase fra reker (Roche). Dette
plasmidet ble betegnet pSGK268.

Ved hjelp av Red/ET rekombineringssett fra Gene Bridges
(katalognummer K0O06) ble det utfgrt en delesjon i ramme av sfaA-genet som

befant seg i denne klonen.

(SEKV.-IDNR. 1) SfaA17161f 5’
CGCTCTGTGGCGCCTGGTTTCCAAGCGGCTCGCGGACCGGCACCGGCACATGCATAATTAAC
CCTCACTAAAGGGCG-3

(SEKV.-IDNR. 2) SfaA17825r 5'-
TGGATGTATCGTCGCAGGACGCCCAGAATTCACCTGCGACGTCCTCCAGATGCATTAATACGA

CTCACTATAGGGCTC-3’

To oligonukleotider, SfaA17161f og SfaA17825r, ble brukt til &
amplifisere neomycinmarkgren fra FRT-PGK-gb2-neo-FRT-mal-DNA-et som
falger med settet ved hjelp av KOD-DNA-polymerase. Det resulterende ~1,7 kb
store amplifiserte produktet ble isolert ved gelelektroforese og isolert fra gelen
med QiaEX-polymer.

Plasmidet pSGK268 ble transformert inn i DH10B i E. coli med
standardmetoder og selektert pa plater som inneholdt apramycin (50 pg/ml).
Delesjonskonstruksjonen ble innfart stort sett etter settprotokollen fra Gene
Bridges. En enkelt koloni ble dyrket over natten i 2TY apramycin (50 ug/ml),
transformert med plasmidet pRedET (tet) og selektert pa apramycin (50 ug/ml) og
tetrasyklin (3 pg/ml) ved 30 °C. Det ble brukt en enkelt koloni til & lage en kultur
over natten av denne stammen i 3 ml 2TY apramycin (50 pg/ml) og tetrasyklin (3
pg/ml) ved 30 °C. 0,5 ml av denne kulturen ble brukt til & inokulere 10 ml 2TY
apramycin (50 pg/ml) tetrasyklin (3 pg/ml) ved 30 °C og dyrket til en ODgoonm pa
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~0,5. 1,4 ml av denne kulturen ble overfart til hver av 2 eppendorfrgr og 50 ul 10
% arabinose ble tilsatt til det ene raret for & utlgse uttrykking av rekombinasjons-
proteinene Red/ET. Ragrene ble ristet i ~1 time ved 37 °C. Utlgste og ikke-utlgste
celler ble pelletert i en bordsentrifuge og vasket to ganger med avkjglt sterilt vann,
med resuspendering og sentrifugering for a pelletere cellene hver gang. De
resulterende pelletene ble suspendert i omtrent 30—40 ul vann og satt pa is. Det
1,7 kb store fragmentet som var isolert tidligere, ble tilsatt bade til det utlgste og
det ikke-utlgste rgret og overfart til 1 mm Biorad elektrokyvetter pa is. Pravene ble
elektroporert (Biorad Micropulser pa 1,8 kV, resulterende tidskonstant ~4 ms) og
tilsatt 1 ml 2TY (uten antibiotika) og blandet for & fierne cellene fra kyvetten.
Cellene ble inkubert i ~3 timer ved 37 °C under risting (50 pg/ml og kanamycin 25
pg/ml og inkubert ved 37 °C over natten. Kolonier fra de utlgste pregveplatene ble
streket opp pa 2TY-plater som inneholdt 50 ug/ml kanamycin for a rense og
bekrefte innfgringen av kanamycinresistenskassetten. Plasmider ble framstilt fra
disse kulturene og spaltet for & bekrefte det ventede plasmidet pSGK270. Sa ble
plasmidene spaltet med Nsil for a fierne markarfragmentet og resten bundet igjen

for & lage sfaA-delesjonskonstruksjonen i ramme pSGK271.

1.2 Konjugering av Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) og
innfgring av en sfaA-delesjon

Plasmidet pSGK271 ble transformert i E. coli ET 12567 pUZ8002 med
standardmetoder og selektert pa 2TY-plater som inneholdt apramycin (50 pg/ml),

kanamycin (25 pg/ml) og kloramfenikol (10 pg/ml). Den resulterende stammen ble
inokulert i 3 ml flytende 2TY som inneholdt apramycin (50 pug/ml), kanamycin (50
pg/ml) og kloramfenikol (10 pg/ml) og inkubert over natten ved 37 °C, 250 rpm. 0,8
ml av denne kulturen ble brukt til & inokulere 10 ml flytende 2TY som inneholdt
apramycin (50 pg/ml), kanamycin (25 pug/ml) og kloramfenikol (10 pg/ml) i et 50 ml
Falcon-rgr og inkubert ved 37 °C, 250 rpm inntil ODggonm ~0,5 var nadd. Den
resulterende kulturen ble sentrifugert ved 3500 rpm i 10 minutter ved 4 °C, vasket
to ganger med 10 ml 2TY-medium med sentrifugering for & pelletere cellene etter
hver vasking. Den resulterende pelleten ble resuspendert i 0,5 ml 2TY og satt pa

is inntil den skulle brukes. Denne prosessen ble tidsregulert slik at den falt
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sammen med den fullstendige framstillingen av Streptomyces-sporene som
beskrives nedenfor.

Sporer av Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) be
hastet fra en 1-2 uker gammel konfluensplate ved a resuspendere dem i ~3 ml 20
% glyserol. Sporene ble sentrifugert (5000 rpm, 10 minutter, romtemperatur) og
vasket to ganger med 50 mM TES-buffer fagr de ble resuspenderti 1 ml 50 mM
TES-buffer og fordelt mellom 2 eppendorfrar. Disse rgrene ble varmesjokk-
behandlet ved 50 °C 10 minutter pa vannbad og sa tilsatt 0,5 ml 2TY og inkubert i
en kompakt Eppendorf Thermomixer ved 37 °C i 4-5 timer.

De framstilte E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 og Biot-4370 ble
blandet i blandingsforhold 1:1 (250 ul for hver stamme) og 1:3 (100 ul E. coli) og
straks spredd pa R6-plater og overfgrt til en inkubator ved 37 °C. Etter omtrent 2
timers inkubering ble det lagt et 2 ml lag med sterilt vann som inneholdt
nalidiksinsyre over disse platene for & oppna en endelig konsentrasjon i platene pa
25 ugl/l. Platene ble returnert til inkubatoren, som holdt 37 °C, og |& der over natten
for det ble lagt over 2 ml sterilt vann med apramycin til en endelig konsentrasjon i
platene pa 20-25 ug/l. Eks-konjugantkolonier som dukket opp etter ~4—7 dager
ble lagt flekkvis i ISP4-medium som inneholdt apramycin (25 ug/l) og
nalidiksinsyre (25 ug/l) og inkubert ved 37 °C. Sa snart det ble observert
tilstrekkelig mycelvekst, ble stammene lagt flekkvis igjen i ISP4-medium som
inneholdt apramycin (25 ug/l) ved 37 °C der de fikk danne sporer. Sa ble
stammene subkultivert tre ganger (for & fremme fijerning av det temperatur-
falsomme plasmidet) ved & legges flekkvis i ISP4 (uten antibiotika) og inkubere
ved 37 °C i 3—4 dager. Til slutt ble stammene lagt flekkvis i ISP og inkubert ved 28
°C for full sporedanning (5—7 dager). Sporene ble hgstet og seriefortynnet pa ISP-
plater ved 28 °C for & kunne velge enkeltkolonier. De sporedannende
enkeltkoloniene ble lagt flekkvis dobbelt pa ISP4-plater med eller uten apramycin
(25 ug/l) for a bekrefte tap av plasmid og man lot dem vokste i ~7 dager far de ble

testet pa sanglifehrinproduksjon.


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

56

1.3 Valg av stammer for produksjon av sanglifehriner i Falcon-rgr

En enkelt ~7 mm agarplugg av en vel sporulert stamme ble brukt til &
inokulere 7 ml sterilt SM25-3 medium og inkubert ved 27 °C og 200 rpm i et
risteapparat med 2 tommers kast. Etter 48 timers vekst ble 0,7 ml av denne
kulturen overfart til et sterilisert Falcon-rar som inneholdt 7 ml SGP2-medium med
5 % HP20-polymer. Kulturene ble dyrket ved 24 °C og 300 rpm pa risteinkubator
med 1 tommes kast 5 dager fgr hgstingen. 0,8 ml bakteriekultur ble tatt ut og
porsjonert i et 2 ml eppendorfrar for & sikre tilstrekkelig dispergering av polymeren
gjennom kulturen far porsjoneringen. 0,8 ml acetonitril og 15 pyl maursyre ble tilsatt
og rgret ble omrgrt i omtrent 30 minutter. Blandingen ble klarnet ved sentrifugering

og 170 ul av ekstraktet ble tatt ut i et HPLC-glass og analysert ved HPLC.

1.4 Analyse av stammer for tilbakefgring til naturlig type eller sfaA-

fenotype
Ekstraktene av stammene ble analysert ved HPLC. Stammer som

produserte sanglifehrin A og B ble ikke analysert videre siden disse hadde vendt
tilbake til den naturlige typen. Stammer som ikke hadde noen produksjon av
sanglifehrin A eller B, viste lav konsentrasjon (~1-2 mg/l) av en retensjonstidtopp
pa 6,5 minutter som viste en sanglifehrinliknende kromofor. Analyse ved LCMS
tydet p& at denne toppen hadde m/z pa 1073, -16 enheter fra det ventede m/z for
sanglifehrin. Det ble postulert at denne toppen stammet fra inkorporering av
fenylalanin i fravaer av metahydroksytyrosin.

Atte stammer som viste tap av sanglifehrinproduksjon ble s& dyrket
igjen for & vurdere om den potensielle sfaA-mutasjonen kunne komplementeres
kiemisk og gjare det mulig a lage nye sanglifehriner med en mutasyntetisk
prosess. Stammene ble dyrket i SM25-3 startmedium i 48 timer fgr de ble overfart
til SGP2 produksjonsmedum med 5 % polymer. Etter ytterligere 24 timers vekst
ble stammene matet i triplikat med 2 mM DL-meta-hydroksytyrosin (100 pl tilsatt
aven 0,16 M Igsning i 1 M HCI) eller 2 mM L-fenylalanin med en umatet stamme
brukt som kontroll. Stammene ble ogsa gitt pipekolsyre (2 mM i metanol) for & gke
produktutbyttet. Stammene ble hgstet etter ytterligere 4 dagers vekst og utvunnet

og analysert ved HPLC. Det ble pavist at metahydroksytyrosin fullstendig
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komplementerte sfaA-mutasjonen, og nar det ble tilsatt L-fenylalanin, gkte
konsentrasjonen av —16 amu-forbindelsen. Stammen Blot-4585 ble brukt til videre

undersgkelser som sfaA-delesjonsmutant.

Eksempel 2 — Andre framgangsmater for & bygge sfaA-

delesjonskonstruksjonen

Det kan ogsa brukes andre framgangsmater til & lage sfaA-
delesjonsmutanter. Eksempler er mutanter som inaktiverer sfaA-insersjonen (som
eksempel 12 fra W0O2010/034243). Denne stammen var generelt som beskrevet i
W02010/034234, og fikk stammebetegnelsen BIOT-4452.

| en alternativ framgangsmate for & utfgre deleteringen av sfaA brukes
det to oligonukleotider, 15209F 5’-
CAGAGAATTCGCGGTACGGGGCGGACGACAAGGTGTC-3 (SEKV.-IDNR. 4)
og 17218R 5’-GCGCATGCATGTGCCGGTGCCGGTCCGCGAGCCGCTTGG-3
(SEKV.-IDNR. 5), til & amplifisere en oppstrems homologiregion ved hjelp av
kosmidet TL3006 (SEKV.-IDNR. 3) som mal og KOD-DNA-polymerase. Det
amplifiserte produktet behandles med T4-polynukleotidkinase (NEB) og klones inn
I pUC18 som har blitt defosforylert ved behandling med alkalisk fosfatase fra reker
(Roche). Den resulterende konstruksjonen sjekkes ved restriksjonsspalting og
sekvenseres grundig for a sikre at man lager den gnskede sekvensen og at det
ikke er innfart feil under polymeraseamplifiseringen. Denne konstruksjonen spaltes
med EcoRI og Nsil og produktene analyseres ved gelelektroforese. Det gnskede
sekvensholdige bandet (dvs. oppstreams homologi, ~2 kb) skjeeres ut fra gelen og
renses ved standardprosedyrer (QiaEX-polymer). En andre serie av
oligonukleotider:

17766F 5'-
CCTCATGCATCTGGAGGACGTCGCAGGTGAATTCTGGGCG-3’ (SEKV.-IDNR.
6)

0OG 19763R 5-GGGCAAGCTTCTCCTGGCTGAGCTTGAACATCG-3’
(SEKV.-IDNR. 7) brukes til & amplifisere en nedstrams homologiregion med
kosmidet TL3006 (SEKV.-IDNR. 3) som mal og KOD-DNA-polymerase. Det
amplifiserte produktet behandles med T4-polynukleotidkinase (NEB) og klones til
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pUC18 som var defosforylert ved behandling med alkalisk fosfatase fra reker
(Roche). Den resulterende konstruksjonen analyseres ved restriksjonsspalting og
sekvenseres grundig for a sikre at man lager den gnskede sekvensen og at det
ikke er innfart feil under polymeraseamplifiseringen. Denne konstruksjonen spaltes
med Hindlll og Nsil, og produktene analyseres ved gelelektroforese. Det gnskede
sekvensholdige bandet (dvs. nedstrams homologi, ~2 kb) skjeeres ut fra gelen og
renses ved standardprosedyrer (QiaEX-polymer). Vektoren pKC1139 spaltes med
EcoRI og Hindlll og det store vektorfragmentet isoleres ved gelelektroforese og
renses ved standardframgangsmater (QiaEX-polymer). Sa klones de isolerte
oppstrems og nedstrgms homologifragmentene inn i dette fragmentet av pKC1139
ved treveis binding for & lage den gnskede sfaA-deleteringskonstruksjonen.

| en annen alternativ framgangsmate for & lage en sfaA-
deleteringskonstruksjon brukes det kommersiell gensyntese (Genscript eller en
annen forhandler) til & lage en konstruksjon som inneholder den gnskede
sekvensen (SEKV.-IDNR. 8). Denne kjgpte konstruksjonen spaltes med BamHI og
Xbal for & kutte ut den aktuelle sekvensen, og produktene analyseres ved
gelelektroforese. Bandet som inneholder den gnskede sekvensen (~4 kb) skjeeres
ut fra gelen og renses ved standardprosedyrer. Vektoren pKC1139 spaltes med
BamHI og Xbal, og det store fragmentet isoleres ved gelelektroforese og renses
ved standard framgangsmater. Sa bindes de to isolerte fragmentene sammen for
a lage den gnskede sfaA-deleteringskonstruksjonen.

Disse alternative sfaA-deleteringskonstruksjonene fgres inn i
Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) ved & konjugere og velge den
sekundaere krysningen med framgangsmatene som beskrives i eksempel 1.2.
Dyrking og analyse av stammene som bygges pa denne maten faglger ogsa

framgangsmatene som beskrives i eksempel 1.2.

Eksempel 3 — Matrisemating av sfaA-deleteringsmutanten

Det ble lagd sporeforrad av en mutant deaktivert i sfaA (BIOT-4452 eller
BIOT-4585) etter dyrking pA MAM-, ISP4-, ISP3- eller ISP2-medium og konservert
i 200 g/l glyserol i destillert vann og oppbevart ved —80 °C. Det ble framstilt

vegetative kulturer (startkulturer) ved & inokulere sporeforrad (1 volum-%) i 7 ml
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startmedium (SM25-medium) i 50 ml sentrifugergr med skumplugg.
Dyrkingsrgrene ble inkubert ved 27 °C, 250 rpm (5 cm kast) i 48 timer. Fra
startkulturen ble 10 vol-% overfart til 7 ml produksjonsmedium SGP-2 i 50 ml
sentrifugergr med skumplugg. Dyrkingen ble utfart ved 24 °C og 300 rpm (2,5 cm
kast). For produksjon av mutasyntetiske sanglifehrinanaloger ble 0,05 ml av en
0,32 M Igsning (i 1 N HCI) av mateforbindelsen (mutasynton) tilsatt til alle rarene
24 timer etter inokuleringen opp til en sluttkonsentrasjon pa 2 mM. Dessuten ble
0,05 ml av en 0,32 M lgsning av piperazinsyre (i metanol) tilsatt til hvert rar etter
24 timer, opp til en sluttkonsentrasjon pa 2 mM. Dyrkingen fortsatte i ytterligere fire
dager etter matingen.

Det ble tatt ut prgver ved a overfgre 0,8 ml av hele buljongen til et 2 ml
eppendorfrgr med hette. 0,8 ml acetonitril ble tilsatt sammen med 0,015 ml
maursyre fgr blandingen ble ristet i 30 minutter pa en Vibrax. Deretter ble raret
sentrifugert ved 13000 rpm i 10 minutter og 0,15 ml av supernatanten ble tatt ut for
analyse. Porsjonene ble analysert som beskrevet blant de generelle
framgangsmatene.

Tabell 1 viser mutasyntonene som ble matet pa denne maten, sammen
med addisjonsproduktene ifalge LCMS H+ og Na+, ventet molekylmasse og
retensjonstid for de observerte mutasyntetiske sanglifehrinproduktene. Den viser
ogsa de starste toppene som gjelder sanglifehrin A-analogene. Det ble ogsa sett

LCMS-topper for sanglifehrin B-analoger (masse -18).

Tabell 1
Matet Mutasyntonnavn | [M—H] [M+Na]* molekyl- | retensjons-
mutasynton observert | observert | masse tid
(m/z) (m/z) (amu) (minutter)
“”@/\I/“"*" 2-amino-3-(3- 1106,4 1130,4 1107,4 57
| " fluor-5-
hydroksyfenyl)-
propansyre
“'l M::"'“ metyl-2-amino- | 1106,4 1130,4 1107,4 5,7
! 3-(3-fluor-5-
hydroksyfenyl)-
propionat
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Eksempel 4 — Isolere 63-fluorsanglifehrin A, mellomprodukt 14

Gjeeringen ble utfgrt som beskrevet i de generelle framgangsmatene
med metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat og DL-piperazinsyre som
forlgpere, begge tilsatt etter 26 timer.

Etter hgstingen ble buljongene slatt sammen og justert til ca. pH 3 med
maursyre og sentrifugert (3300 G) i 25 minutter for & separere cellene og polymer
fra den klarede buljongen. Den klarede buljongen ble kastet etter at analysen
hadde bekreftet at den inneholdt mindre enn 5 % av malforbindelsen. Cellene og
polymeren ble omrgrt med 2 volumer acetonitril i 1 time med magnetrarer.
Acetonitrilekstraktet ble utvunnet enten ved sentrifugering eller ved tyngdesedi-
mentering. Sa ble cellene og polymeren ekstrahert med acetonitril igjen under
samme forhold. De sammenslatte acetonitrilekstraktene ble konsentrert til et
vandig restvolum under redusert trykk og sa justert til pH 6. Dette ble ekstrahert to
ganger med etylacetat og de sammenslatte organiske fasene inndampet til tgrrhet
under redusert trykk for & isolere det endelige urene produktet (1,3 g).

Det urene ekstraktet (1,3 g) ble lgst i etylacetat (2 ml) og fylt pa en
silikagelkolonne (10 x 2 cm) kondisjonert med etylacetat (500 ml). Kolonnen ble
eluert med etylacetat og sa med trinnvise gkninger i aceton (10 %, 20 %, 30 %
osv. i etylacetat). Omtrent 250 ml fraksjoner ble tatt ut og malforbindelsen ble
identifisert ved analytisk LC, slatt sammen og inndampet til tarrhet. Dette
materialet (278 mg) ble Igst i metanol (1,8 ml) og renset ved preparativ HPLC. Det
ble brukt en Waters Xterra MSC18-kolonne (10 mikron, 19 cm x 250 mm) og
lgsningsmidlet ble pumpet med 21 ml/min. Lagsningsmiddel A var vann og
lgsningsmiddel B var acetonitril. Kolonnen ble kjart isokratisk med 50 % B i 6
minutter fgr injeksjonen og en gradient til 100 % B etter den i 30 minutter. Rene
fraksjoner ble identifisert ved HPLC-UV og slatt sammen. Disse fraksjonene ble
inndampet til tarrhet under redusert trykk for & isolere malforbindelsen i form av et
hvitaktig fast stoff (20 mg).
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Eksempel 5 — Syntese av dietyl-(2-(1,2-oksazinan-2-yl)-2-oksoetyl)-

fosfonat

C |
. J'I\/CI F’{DEUg J\./ P"OET
l) Wt [) OE:

1-1 1-2 21
En Igsning av 21-1 (ChemCollect, Tyskland) (100 mg, 0,81 mmol), EtsN

5 (246 mg, 2,43 mmol) i tarr DCM (5 ml) ble tilsatt kloracetylklorid (138 mg, 1,22
mmol) drapevis. Reaksjonsblandingen ble omrart ved romtemperatur i 3 timer, helt
i isvann og ekstrahert med etylacetat. Det organiske sjiktet ble vasket med
saltlgsning og tarket over Na,SOg, filtrert, konsentrert i vakuum. Konsentratet
(21.2) ble brukt i neste trinn uten videre rensing. (123 mg, 90 % utbytte).

10 En blanding av 21-2 (123 mg, 0,75 mmol) og trietylfosfitt (250 mg, 1,50
mmol) ble omrgrt ved 140 °C i 6 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjgilt til
romtemperatur og renset ved flash-kromatografi for & isolere 21.

Alternativ syntese av dietyl-(2-(1,2-oksazinan-2-yl)-2-oksoetyl)-fosfonat,

15 21
B
HO, -Boc _ B>~ Br B OsNH.HCI
H t-BUOK
21a-1 21a-2 21a-3
Allmenn prosedyre for & framstille 21a-2
HO..Boc _ BrF Ospy-Boe
t-BuOK
21a-1 21a-2

En Igsning av t-BuOK (84,0 g, 0,75 mol) i tetrahydrofuran (2,0 1) ble
20 tilsatt 21a-1 (50,0 g, 0,38 mol) porsjonsvis ved romtemperatur. Blandingen ble
omrgrt i 1 time ved romtemperatur. 1,4-dibrombutan (81,2 g, 0,38 mol) ble tilsatt
drapevis ved romtemperatur. Sa ble blandingen omrgrt ved 80 °C i 16 timer. Etter
avkjgling ble det tilsatt vann (2000 ml) og blandingen ble ekstrahert med etylacetat

(2 x 1000 ml). De sammenslatte organiske sjiktene ble tgrket over vannfritt
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Na,SO. i 16 timer, og etter at de var filtrert og konsentrert, ble konsentratet renset
ved kolonnekromatografi pa silikagel (elueringemiddel: petroleter:etylacetat =
100:1 til 10:1) for & isolere 21a-2 (57 g) i form av en fargelgs olje.

5 Generell prosedyre for & framstille 21a-3
O Boc o
N HCI ~
U o, NH.HCI
21a-2 21a-3

En Igsning av 21a-2 (55 g, 0,29 mol) i tert-butylmetyleter, TBME (80 ml)
ble tilsatt en Igsning av 4 N HCI (600 ml, i TBME) ved romtemperatur, og
blandingen ble omrart i 3 timer ved romtemperatur. Det utfelte faste stoffet ble

10 filtrert fra og vasket med TBME (50 ml) for & isolere 21a-3 (30 g) i form av et hvitt
fast stoff.

Allmenn prosedyre for a framstille 21

21a-3
o @H HC!
0, o)
- — W N.
' “oEt OH EDCI/HOBT EO0° \ o
Et0” “OEt / OEt &
21a4 21

En omrgrt lgsning av 21a-4 (35 g, 0,18 mol), hydroksybenzotriazol
15 (HOBT) (29 g, 0,21 mol) og Et3N (71 ml, 0,51 mol) i vannfritt diklormetan (550 ml)
ble tilsatt 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-karbodiimid (EDCI) (41 g, 0,21 mol)
porsjonsvis ved 0 °C, Reaksjonsblandingen ble omrgrt ved 0 °C i 0,5 time fgr den
ble tilsatt 21a-3 (24 g, 0,30 mol) ved 0 °C og omrgrt i 16 timer. Da viste TLC
(petroleter/etylacetat: 3/1) at reaksjonen var fullstendig. P& dette tidspunktet ble
20 reaksjonsblandingen helt langsomt i vann (500 ml) med kraftig omrgring.
Blandingen ble ekstrahert med diklormetan (2 x 200 ml). De
sammenslatte organiske sjiktene ble vasket med saltlgsning (2 x 100 ml), tarket
over Na,SOy, filtrert og konsentrert til et urent produkt. Kromatografi
(petroleter/etylacetat, 100:1 til 10:1) ga 21 (38 g) i form av en gul olje.
25
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Eksempel 6 — Framstilling av mellomproduktet 23-3

En omrart lgsning av 14 (430 mg, 0,38 mmol) ble tilsatt (DHQ),PHAL
(18,6 mg, 0,024 mmol), osmiumtetroksid (0,156 ml, 0,012 mmol) i tert-butanol (2,5
vekt-%, 0,079 mmol/ml) og metansulfonamid (74 mg, 0,77 mmol) i 20 ml tert-
butanol ved romtemperatur og en Igsning av kaliumferricyanid (382 mg, 1,16
mmol) og kaliumkarbonat (160 mg, 1,16 mmol) i 20 ml vann, noe som ga en brun
emulsjon. Etter 2 timer ble det tilsatt en Igsning av natriumsulfitt og omrgringen
fortsatte i 20 minutter. Den resulterende blandingen ble ekstrahert med etylacetat
(3 x 50 ml). De sammenslatte organiske lagene ble vasket med saltlgsning, tarket
over vannfritt natriumsulfat, filtrert og konsentrert under redusert trykk og renset
ved flash-kromatografi med omvendte faser, noe som ga 23-2 i form av et hvitt fast
stoff.

En omrart lgsning av 23-2 (240 mg, 0,21 mmol) i 24 ml av en 2:1
blanding av THF og vann ble tilsatt natriumperjodat (91 mg, 0,42 mmol).
Blandingen ble omrart ved romtemperatur i 3 timer og sa tilsatt mettet vandig
natriumbikarbonat. Denne blandingen ble ekstrahert med tre porsjoner av
etylacetat. De sammenslatte organiske fasene ble vasket med én porsjon vann og
to porsjoner mettet saltlgsning og tarket over vannfritt natriumsulfat, filtrert og
konsentrert under redusert trykk. Konsentratet ble renset til 23-3 ved flash-

kromatografi med omvendte faser.
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Eksempel 7 — Framstilling av forbindelse 24

23-3

En lgsning av 21 (42 mg, 0,168 mmol) i THF (2,0 ml) ble tilsatt NaH (1,2
5 mg, 0,05 mmol) i vannfri THF (0,2 ml) ved 0 °C under omrgring. Sa ble lgsningen
omrgrt ved 20 °C inntil den klarnet. Deretter ble den klare lgsningen tilsatt 23-3 (30
mg, 0,042 mmol), og blandingen ble omrgrt ved 20 °C i 2 timer. Reaksjonen ble
stoppet med vann (10 ml) og blandingen ble ekstrahert med etylacetat (3 x 20 ml).
Det organiske sjiktet ble vasket med saltlgsning og tarket over Na,SOy, filtrert og
10 konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved preparativ HPLC for a isolere

24 i form av et hvitt fast stoff.

Eksempel 8 — Framstilling av forbindelse 24 i fast krystallinsk form (form

15 10 mg av amorf forbindelse 24 ble slemmet opp i metylisobutylketon
(MIBK) (500 ul, 50 volumer) og sa ble temperaturen sirkulert mellom
romtemperatur og 40 °C hver 4. time i totalt 5 dager. Det resulterende faste stoffet
ble isolert ved & dekantere av overskudd av lgsningsmiddel fgr det ble tarket
under vakuum til forbindelse 24 i krystallinsk form (form 1). XRPD-mgnsteret gar

20 fram av tabell 2 nedenfor. Framgangsmaten for & fa fram XRPD-dataene er

beskrevet i de generelle framgangsmatene.

Tabell 2
Toppnr. Posisjon [°2 theta] Relativ intensitet [%)]
1 6,2097 6,86
6,5031 7,76
3 8,2581 27,43
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4 8,4838 33,64
5 9,5994 23,88
6 10,0981 8,54
7 11,0546 29,76
8 12,5883 14,81
9 13,1703 7,1

10 13,9184 100

11 14,2891 13,04
12 14,9759 10,37
13 15,3159 5,81
14 16,8844 18,15
15 17,1816 9,72
16 17,7384 53,03
17 18,1703 9,02
18 18,5613 32,19
19 19,0241 52,81
20 19,4201 5,08
21 20,0954 13,7
22 20,449 63,25
23 20,8962 43,44
24 21,1871 15,02
25 21,6388 16,08
26 23,0029 50,8
27 23,2869 17,19
28 23,6883 17,16
29 24,1071 13,7
30 24,2587 19,55
31 24,9948 13,34
32 25,209 26,16
33 25,9577 10,06
34 26,4298 9,38

NO/EP2691412
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35 27,3687 11,1
36 29,0171 7,95
37 29,5603 5,14
38 30,0609 7,35
39 30,5824 6,5
40 32,1814 4,39
41 32,6521 6,74
42 33,5957 6,6
43 34,7946 9,04

Eksempel 9 — Biologiske data — HCV-replikon og analyse

Forbindelsene ble analysert i genotype 1b-replikonanalysen med

Huh5.2-celler som beskrevet i de generelle framgangsmatene. Ciklosporin A, 1,

DEBIO-025, 2, sanglifehrin A, 5, og den hydroksymakrosykliske forbindelsen, 6,

ble tatt med som sammenlikning.

Forbindelse ECso (M) CCso (M) Selektivitetsindeks
Ciklosporin A, 1 0,62 28 52
DEBIO-025, 2 0,096 11,2 111
Sanglifehrin A, 5 0,318 9,1 28,7
Hydroksymakrosyklisk | 8,4 83,6 9,9
forbindelse, 6

24 0,033 >100 >3030

Som man kan se er forbindelsen ifglge oppfinnelsen, 24, vesentlig

sterkere i Huh5.2-replikonanalysen (som vist ved lav ECso), med vesentlig bedre

selektivitet mot cellelinjen (som vist ved hgy selektivitetsindeks) enn CsA, Debio-

025, SfA og den hydroksymakrosykliske forbindelsen.

Eksempel 10 — Biologiske data — aktivitet mot HIV

Forbindelsene ble analysert i en HIV-antivirusanalyse med HalLa-celler

som beskrevet i de generelle framgangsmatene. Ciklosporin A, 1, DEBIO-025, 2
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Forbindelse HelLa-celler, ECsg
(MM)
Ciklosporin A, 1 5,3
DEBIO-025, 2 15
Emtricitabin 0,4
Tenofovir 1,05
24 0,13
5 Som man kan se, hemmer forbindelsen ifglge oppfinnelsen, 24, HIV-

infeksjon vesentlig sterkere enn CsA, DEBIO-025, emtricitabin eller tenofovir ifalge

denne analysen.

Eksempel 11 — Biologiske data — murin in vivo-farmakokinetikk oral oqg

10 v

For & vurdere farmakokinetikken til forbindelsene i et in vivo-perspektiv,

ble forbindelsene dosert med 10 eller 5 mg/kg po og 1 mg/kg iv pa CD1-mus. Det

ble utfart farmakokinetisk analyse som beskrevet i de generelle metodene. De

farmakokinetiske parameterne er framstilt nedenfor.

Forbindelse Dose Utskilling | po-AUCg;st
(mg/kg) (I/h/kg) (ng.h/ml)
Sanglifehrin A, 5 10 0,054 2332
24 5 0,017 8223
15
Som man kan se, har forbindelsene 24 lavere utskilling og gkt oral
eksponering (som den hgye po-AUCg viser) enn sanglifehrin A.
Eksempel 12 — Biologiske data — hemming av CypA PPlase-aktiviteten
20 For & vurdere den direkte hemmingen av aktiviteten til peptidyl-prolyl-

cis-trans-isomerase (PPlase) fra CypA ble det brukt en framgangsmate som
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beskrives blant de generelle framgangsmatene. Ciklosporin A, 1, DEBIO-025, 2 og
sanglifehrin A, 5, ble brukt som kontroller.

Forbindelse CypA PPlase,
ICs0 (NM)
Ciklosporin A, 1 9,7
DEBIO-025, 2 0,8
Sanglifehrin A, 5 2,4
24 0,31

Som man kan se, hemmer forbindelsen ifglge oppfinnelsen, 24, CypA

5 PPlase sterkere enn sanglifehrin A, DEBIO-025 eller ciklosporin A.

Eksempel 13 — Biologiske data — hemming av bilirubintransportgrer

For a vurdere den potensielle ikke gnskelige hemmingen av
bilirubintransportgrer, som antas a veere arsaken til den dosebegrensende
10 hyperbilirubinemien som opptrer med DEBIO-025, ble transportgrhemmingen

analysert in vitro som beskrevet i de generelle framgangsmatene.

Forbindelse OATP1B1, | OATP1BS3, MRP2, ICs0 | MRP3 ICs
ICs0 (UM) | I1Cs0 (UM) (M) (HM)

Ciklosporin A, 0,85 0,13 4,1 3,1

1

DEBIO-025, 2 0,45 0,19 16,0 >50

24 4,3 1,8 >50 >50

Som man kan se, gir forbindelsen ifglge oppfinnelsen, 24, mye mindre
hemming av konjugerte og ukonjugerte bilirubintransportgrer enn DEBIO-025 og
15 ciklosporin A.

Eksempel 14 — Biologiske data — hemming av xeniobiotiske

transportgrer
For & vurdere potensialet for legemiddelinteraksjoner gjennom

20 hemming av xenobiotiske transportgrer, ble hemmingen av P-glykoprotein
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(Pgp/MDR1) og gallesalteksportpumpen (BSEP) analysert in vitro som beskrevet i

de generelle framgangsmatene.

Forbindelse Pgp, ICso (M) BSEP, ICso (M)
Ciklosporin A, 1 0,73 0,46
DEBIO-025, 2 0,72 0,18
24 >50 12,3

Som man kan se, gir forbindelsen ifglge oppfinnelsen, 24, mye mindre
hemming av xenobiotiske transportgrer som potensielt er involvert i legemiddel-

interaksjoner, enn DEBIO-025 og ciklosporin A.

Referanser

Appel, N., T. Schaller m.fl. (2006) «From structure to function: new
insights into hepatitis C virus RNA replication.» J Biol Chem 281(15): 9833—-6.

Banteli, R., J. Wagner m.fl. (2001) «Synthesis of derivatives of the novel
cyclophilin-binding immunosuppressant senglifehrin A with reduced numbers of
polar functions.» Bioorg Med Chem Lett 11(12): 1609-12.

Chatterji, U., M. Bobardt m.fl. (2009). «The isomerase active site of

cyclophilin a is critical for HCV replication.» J Biol Chem.

Colgan, J., M. Asmal m.fl. (2000). «Isolation, characterization and
targeted disruption of mouse ppia: cyclophilin A is not essential for mammalian cell
viability.» Genomics 68(2): 167-78.

Crabbe, R., G. Vuagniaux m.fl. (2009). «An evaluation of the cyclophilin
inhibitor Debio 025 and its potential as a treatment for chronic hepatitis C.» Expert
Opin Investig Drugs 18(2): 211-20.

Dolinski, K., S. Muir m.fl. (1997). «All cyclophilins and FK506 binding
proteins are, individually and collectively, dispensable for viability in
Saccharomyces cerevisiae.» Proc Natl Acad Sci U S A 94(24): 13093-8.

E. Lawitz, R. R., T. Ngyuen, M. Huang, J. Ke, J. Praestgaard, D. Serra,
M. Koziel, T. Evans (2009). «Safety And Antiviral Efficacy Of 14 Days Of The
Cyclophilin Inhibitor Nim811 In Combination With Pegylated Interferon .2a In



kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

70

Relapsed Genotype 1 Hcv Infected Patients.» Journal of Hepatology 50(S1):
S379.

Egorin, M. J., T. F. Lagattuta m.fl. (2002). «Pharmacokinetics, tissue
distribution, and metabolism of 17-(dimethylaminoethylamino)-17-
demetoksygeldanamycin (NSC 707545) in CD2F1 mich and Fischer 344 rats.»
Cancer Chemother Pharmacol 49(1): 7-19.

Fehr, T., J. Kallen m.fl. (1999). «Sanglifehrins A, B, C and D, novel
cyclophilin-binding compounds isolated from Streptomyces sp. A92-308110. 1.

Structure elucidation, stereochemistry and physico-chemical properties.» J Antibiot
(Tokyo) 52(5): 474-9.

Flisiak, R., A. Horban m.fl. (2008). «The cyclophilin inhibitor Debio-025
shows potent anti-hepatitis C effect in patients coinfected with hepatitis C and
human immunodeficiency virus.» Hepatology 47(3): 817-26.

Furniss, B. S., Furniss, A. |, Vogel, A. |, red. (1989). Vogel’s Textbook
of Practical Organic Chemistry, Prentice Hall.

Gaither, L. A., Borawski, J., Anderson, L. J., Balabanis, K. A. m.fl.,
(2010). «Multiple cyclophilins involved in different cellular pathways mediate HCV

replication.» Virology 397: 43-55.

Glavinas, H., Krajcsi, P., Cserepes, J., Sarkadi, B. (2004). «The role of
ABC transporters in drug resistance, metabolism and toxicity.» Curr. Drug. Deliv.
1(1): 27-42.

Gomez, L., H. Thibault m.fl. (2007). «Inhibition of mitochondrial

permeability transition improves functional recovery and reduces mortality

following acute myocardial infarction in mice.» Am J Physiol Heart Circ Physiol
293(3): H1654—61.

Goto, K., Watashi, K., Inoue, D., Hijikata, M., Shimotohno, K. (2009)
«ldentification of cellular and viral factors related to anti-hepatitis C virus activity of
cyclophilin inhibitor.» Cancer Science 100(10): 1943-50.

Hanoulle, X., Badillo A, Wieruszeski JM, Verdegem D, Landrieu I,

Bartenschlager R, Penin F, Lippens G (2009). «Hepatitis C virus NS5A protein is a
substrate for the Peptidyl-Prolyl cis/trans isomerase activity of Cyclophilins A and
B.» J Biol Chem.


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

71

Hartel, C., P. Iblher m.fl. (2006). «Immunosuppressive activity of the
immunophilin-binding drug sanglifehrin A in human whole blood: potent inhibition
of interleukin-6 produced by lymphocytes and monocytes.» Scand J Immunol
63(1); 26—34.

Herrler, M., H. Bang m.fl. (1994). «Cloning and characterization of ppiB,

a Bacillus subtilis gene that encodes a cyclosporin A-sensitive peptidyl-prolyl cis-
trans-isomerase.» Mol Microbiol 11(6): 1073-83.

Hite, M., Turner, S., Federici, C. (2003). «Part 1: Oral delivery of poorly
soluble drugs.» Pharmaceutical Manufacturing and Packing Sourcher. Nummeret

som kom ut sommeren 2004.

Immecke, S. N., Baal., N. m.fl. (2011). «The Cyclophilin-Binding Agent
Sanglifehrin A Is a Dendritic Cell Chemokine and Migration Inhibitor.» PLOS én
6(3):€18406.

Inoue, K., K. Sekiyama, m.fl. (2003). «<Combined interferon alpha2b
and cyclosporin A in the treatment of chronic hepatitis C: controlled trial.» J
Gastroenterol 38(6):567—72.

Inoue, K., T. Umehara, m.fl. (2007). «Evaluation of a cyclophilin

inhibitor in hepatitis C virus- infected chimeric mice in vivo.» Hepatology 45(4):
921-8.

Ishii, N., K. Watashi, m.fl. (2006). «Diverse effects of cyclosporine on
hepatitis C virus strain replication.» J Viral 80(9): 4510-20.

Ke, J., E. L., R. Rozier, T. Marbury, N. Nguyen, D. Serra, K. Dole, J.
Praestgaard, M. Huang, T. Evans (2009). «Safety, And Tolerability Of Nim811,
A Novel Cyclophilin Inhibitor For Hcv, Following Single And Multiple Ascending
Doses In Healthy Volunteers And Hcv-Infected Patients.» Journal of

Hepatology 50(81): 8229.
Jacobson, I., McHutchison, JG, Sulkowski, M. (2007). Gastroenterol

& Hepatol 3(834): 1-10.

Kallen, J., R. Sedrani, m.fl. (2005). «Structure of human cyclophilin A
in complex with the novel immunosuppressant sanglifehrin Aat 1.6 A
resolution.» J Biol Chem 280(23): 21965-71.


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

72

Kawasaki, H., E. S. Mocarski, m.fl. (2007). «Cyclosporine inhibits
mouse cytomegalovirus infection via a cyclophilin-dependent pathway
specifically in neural stem/progenitor cells.» J Virol 81(17): 9013-23.

Konig, J. H., Glaeser, M. Keiser, K. Mandery, U. Klotz og M. F.
Fromm (2010); Drug Metab Dispos, 39, 1097-1102.

Manns, M. P., G. R. Foster, m.fl. (2007). «The way forward in HCV
treatment--finding the right path.» Nat Rev Drug Discov 6(12):991-1000.

Martin Cabrejas, L. M., S. Rohrbach, m.fl. (1999). «Macrolide
Analogues of the Novel Immunosuppressant Sanglifehrin: New Application of

the Ring-Closing Metathesis Reaction.» Angew Chem Int Ed Engl 38(16):
2443-2446.

Mathy, J. E., S. Ma, m.fl. (2008). «Combinations of cyclophilin
inhibitor NIM811 with hepatitis C Virus NS3-4A Protease or NS5B polymerase

inhibitors enhance antiviral activity and suppress the emergence of
resistance.» Antimicrob Agents Chemother 52(9): 3267-75.

Melnikova, I. (2008). «Hepatitis C therapies.» Nature Rev Drug Disc
7:799-800.

Metternich, R., Denni, D., Thai, B, Sedrani, R. (1999). «Toward a

Total Synthesis of the Immunosuppressant Sanglifehrin A. Preparation of Two

Relay Compounds by Degradation and Their Use in the Reassembly of the
Natural Product.» J. Org. Chem. 64:9632-9639.

Millay, D. P., M. A. Sargent, m.fl. (2008). «Genetic and
pharmacologic inhibition of mitochondrial-dependent necrosis attenuates
muscular dystrophy.» Nat Med 14(4): 442-7.

Nelson, D. R., Ghalib, R.H., Sulkowski, M., Schiff, E., Rustgi, V.,
Pockros, P.J., Wang, C., Decosterd Kerhuel, D. og P. Grosgurin, Porchet, H.,
Crabbe, R. (2009). «Efficacy And Safety Of The Cyclophilin Inhibitor Debio 025
In Combination With Pegylated Interferon Alpha-2a And Ribavirin In Previously

Null-Responder Genotype 1 Hcv Patients.» Journal of Hepatology 50(81):
840.



kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

73

Niwa, T., Yamamoto, S, Saito, M, Shiraga, T, Takagi, A. (2007).
«Effect of Cyclosporine and Tacrolimus on Cytochrome P450 Activities in
Human Liver Microsomes.» Yakugaku Zasshi 127(1): 209-216.

Paeshuyse, J., A. Kaul, m.fl. (2006). «The non-immunosuppressive

cyclosporin DEBIO-025 is a potent inhibitor of hepatitis C virus replication in
vitro.» Hepatology 43(4): 761-70.

Parfieniuk, A., J. Jaroszewfoz, m.fl. (2007). «Specifically targeted
antiviral therapy for hepatitis C virus.» World J Gastroenterol 13(43): 5673—-81.

Pawlotsky, J. M. (2000). «Hepatitis C virus resistance to antiviral
therapy.» Hepatology 32(5): 889-96.

Pawlotsky, J. M. (2005). «Current and future concepts in hepatitis C
therapy.» Semin_Liver Dis 25(1): 72—-83.

Pawlotsky, J. M. (2006). «Virology of hepatitis B and C viruses and

antiviral targets.» J Hepatol 44(1 suppl): 810-3.

Pemberton, T. J. og J. E. Kay (2003). «Cyclophilin sensitivity to
sanglifehrin A can be correlated to the same specific tryptophan residue as
cyclosporin A.» EEBS Lett 555(2): 335-40.

Pockros, P. (2008). «<Emerging Therapies for Chronic Hepatitis C
Virus.» Gastroenterol and Hepatology 4(10): 729-734.

Ptak, R. G., P. A. Gallay, m.fl. (2008). «Inhibition of human

immunodeficiency virus type 1 replication in human cells by Debio-025, a

novel cyclophilin binding agent.» Antimicrob Agents Chemother 52(4): 1302—
17.

Qu, X., Jiang, N. m.fl., (2011). «Cloning, sequencing and
characterization of the biosynthetic gene cluster of sanglifehrin A, a potent
cyclophilin inhibitor.» Mol. Biosyst. 7:852—861

Robida, J. M., H. B. Nelson, m.fl. (2007). «Characterization of
hepatitis C virus subgenomic replicon resistance to cyclosporine in vitro.» J
Viral 81(11):5829-40.

Hopkins, S. D. H., E. Gauvis, J. Lalezari, E. Glutzer, B. DiMassimo, P.
Rusnak, S. Wring, C. Smitley, Y. og Ribeill (2009). «Safety, plasma


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

NO/EP2691412

74

pharmacokinetics, and anti-viral activity of SCY-635 in adult patients with

chronic hepatitis C virus infection.» Journal of Hepatology 50(S 1): 836.

Sanglier, J. J., V. Quesniaux, m.fl. (1999). «Sanglifehrins A, B, C
and D, novel cyclophilin-binding compounds isolated from Streptomyces sp.
A92-308110. I. Taxonomy, fermentation, isolation and biological activity.» J
Antibiot {Tokyo) 52(5):466—73.

Schneider, M. D. (2005). «Cyclophilin D: knocking on death's door.»
Sci STKE 2005(287): pe26.

Sedrani, R., J. Kallen, m.fl. (2003). «Sanglifehrin-cyclophilin interaction:

degradation work, synthetic macrocyclic analogues, X-ray crystal structure, and
binding data.» J Am Chem Soc 125(13): 3849-59.

Seden, K. D. Back og S. Khoo (2010), J Antimicrob Chemother, 65,
1079-1085.

Smith, M. B.a. M., J. , red. (2001). March's advanced organic
chemistry, John Wiley and Sons Inc., UK.

Steinschulte, C., T. Taner m.fl. (2003). «Cutting edge: sanglifehrin A, a
novel cyclophilin-binding immunosuppressant blocks bioactive IL-12 production by
human dendritic cells.» J Immunol 171(2): 542-6.

Strader, D. B., T. Wright, m.fl. (2004). «Diagnosis, management,
and treatment of hepatitis C.» Hepatology 39(4): 1147-71.

Tropschug, M., I. B. Barthelmess, m.fl. (1989). «Sensitivity to
cyclosporin A is mediated by cyclophilin in Neurospora crassa and
Saccharomyces cerevisiae.» Nature 342(6252): 953-5.

Vrolijk, J. M., A. Kaul, m.fl. (2003). «A replicon-based bioassay
for the measurement of interferons in patients with chronic hepatitis C.» J
Viral Methods 110(2): 201-9.

Wring, S., C. Wille, C. Rewerts, R. Randolph, A. Scribner og S.
Hopkins (2010), Journal of Hepatology, 52, 8263.

Yang, F., J. M. Robotham, m.fl. (2008). «Cyclophilin A is an

essential cofactor for hepatitis C virus infection and the principal mediator

of cyclosporine resistance in vitro.» J Viral 82(11): 5269-78.


kls
Rektangel


10

15

NO/EP2691412

75

Zenke, G., U. Strittmatter, m.fl. (2001). «Sanglifehrin A, a novel
cyclophilin-binding compound showing immunosuppressive activity with a
new mechanism of action.» J Immunol 166(12): 7165-71.

Zhang, L. H. og J. O. Liu (2001). «Sanglifehrin A, a novel
cyclophilin-binding immunosuppressant, inhibits IL-2-dependent T cell
proliferation at the G1 phase of the cell cycle.» J Immunol 166(9): 5611-8.

Alle referanser, inkludert patenter og patentsgknader, som
omtales i denne sgknaden inkorporeres her ved referanse i stgrste mulige
utstrekning.

Gjennom hele spesifikasjonen og patentkravene nedenfor skal ordet
'innbefatte’ og variasjoner av det, som ’innbefatter’ eller liknende, forstas slik at det
innebeerer & inkludere et omtalt heltall eller trinn eller en gruppe av heltall, uten at
det utelukker noe annet heltall eller trinn eller noen annen gruppe av heltall eller

trinn.


kls
Rektangel


10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

76

Side 1 av 29

SEKVENSLISTE

<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cgctctgtgg cgcctggttt ccaagcggct cgcggaccgg caccggcaca tgcataatta

Biotica Technology Limited Moss,
Steven James Gregory, Matthew Alan
Wilkinson, Barrie

NY FORBINDELSE OG FRAMGANGSMATE FOR A PRODUSERE DEN
BOA-P1257PCT

GB1105293.3
2011-03-29

GB1113629.8
2011-08-08

GB1202060.8
2012-02-07

8

PatentIn versjon 3.3
1

77

DNA

Kunstig

Primer

1

accctcacta aagggcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tggatgtatc gtcgcaggac gcccagaatt cacctgcgac gtcctccaga tgcattaata

2

78

DNA
Kunstig

Primer

2

cgactcacta tagggctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

acaccggcca caccggcggce ggcctgcegtg tgecccgatgt tggacttcac cgaaccgagce

3

46596
DNA
Kunstig

Kosmid

3

NO/EP2691412

60

77

60

78

60


kls
Rektangel


eacagegget
Legecoages
coggoacogg
agaccgttog
tggeogtgga
cagecggtgs
cgotgacaad
agogocatog
gacgecgage
atgaggocag
acggtoctge
toogagoogs
tooagggooa
aagtoogogt
coogogtgat
aacggggtga
acgoogoogy
cgggogacyqy
aggtggecgy
agocoggbgy
agtbococttga
geggeghtgeg
gtgagetttc
cocacggacca
aggtocagos
gogagogogt
gogecgooca
gtggogggca
gocogogtagt
aagacggoog
Fogoggagoa

acgeeggegy

egtocagote
gogtgocogt
agagogaateg
acgagecgta
ggegggegte
agtaggaaga
agaagtogac
agoactogon
acgeggtgta
acagoacgot
goacgagetg
goagggactt
googotgetg
cgasconggo

coggatoogg

cgggogtogy
gotggooggt
ggcoctggge
tgocctgtoo
goeggbgegy
cottggegag
cgtggacgac

77

Side 2 av 29

ctgoocogtag
agogtgogoo
agggataaasc
ctggttgate
ggagagoogt
ggeggogaag
gaagacgtog
getgogoage
caaggbgaco
ggcggagttyg
ggcatagteos
egggtogaty
cgggtocate
gacgtoogog
gtggaagagg
ctegteggeg
cgocatgocg
cgoogtetoc
cgggttaagy
coggttgegy
gggggtcacy
cgtgagcagg

gtggcgagea
tccaccgeogt
cgetgotgeq
goggtgeooge
tccacgagga
gactbgoage
ggggcggaca
gockggatoeg
goagggoctt
cegatgeega
tggeogttgg
ceggogogtt
gecagegect
AggaAgooge
coogogaggt
agecagecges
acgatcgoga
teggogogtt
tggtogaacs
agttcgacgg
geggtgtegt
gtecgttoge
gegecegegy
acggoeggtga
geggagocgy
acgoogtogs
gogtgogaaa
geogogageg
aagaggoogg
tegtgcaggt
gtoctgguagy
gogtgctogy

gegoatgaga
coacgtooga
aaggacegtt
gracgacgga
goatgoogga
ggccgtocac
tgacggtgac
cocagtgoag
cocaggoogag
cgtagooata
tgoocgaggta
cgacggocto
egogeggoga
cotoocogoan
cocagoooog
acaggtoota
tgggatcgtc
cgocgaggag
egagggtege
cgytocagogs
cggtgtgges
gttocgogga
tggoggogog
cgooggtggs
egutggegeyg
gggcegogog
acaggooooa
cgtoccacgaa
aggtggagga
tacaggogga
cgatgacgce
cggtgatoag

atagataggy
gugcgtgage
cggggoogte
cagtacetgg
gaoataggac
ggccaggecy
agogoaggod
ggogacoagqo
gacgtaggcy
egegotetag
gacgoogacyg
aoaggoggte
gatooogaag
gtacgacgtyg
gtegtogaag
gggcgaggte
FECgEcaIdy
tteggeocage
gEgcaggogc
gtogaagooc
gaggacoacy
gatgagtooy
coggacgggy
gaacgaggty
gtogaacagy
cogoaggtog
cacotgggag
ggogtitgoce
gaacageacg
gtogacottyg
gteghocagyg

gtegageagy

NO/EP2691412

120
180
240
oo
360
420
480
540
&00
GED
T20
TR0
240
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1580


kls
Rektangel


goeggocagtt
gogogoagtt
aggacoagoo
gtoceggtgs
gtgggctogt
acggegatot
cegtegatgt
ooooacBogg
Egggtgagga
geggtoagea
Egoogacacyg
toggggcagy
teggeogogy
gggooggocy
ctgtegtogg

gegeegtoct
tegageggty
aggtcgagta
tgtococgoogy
aggoccagge
aaggcgragyg
gacacgoogt
tegeggegga
acggcggcey
agocaggooga

ccggegtoga

cggtgoggta
cgooggogag
ggocgtacges
agoaggtgan
cggtgogogy
cgggtteges
agaccagoas
gogoghtggge
cggccagacy
agogacgggae
goagoacgag
aggggtates
goagoggcac
tggocggegy
tggegtgoag
cgooocacgge
cogogagggo
tocagobcaac
Cogeggeeay
gotggbogbc
ogttoctooge

cckoctoggt

atcoggogag

tgggoaggto
ggacggegge
gagtgcogac
tcagcacogyg
JoACCAcgey

gocgtgtcic

78

Side 3 av 29

ggcggogog
gatcacggog
gtgcteggty
gaggacgacy
ggcgoggace
ggtggogagy
cagoctgocy
gaggtoggty
ggtgeccggec
googgoghgy
gItgoogggc
gggocagogga
gggcgtecac
gogoagggtc
ggtgacegty
gtgcagggty
gteggtgage
gytcacgtoyg
ggeggtgoeg
gteggegtog
gococagggtyg

cagttogeeq

cggggtgacyg
ggaggogacc
gacgtggogt
cteggegage
gacgacggog
gtgegggctyg
ctogascegt

JoogaggaTd

caggeggoga
togggggoog
accaggtgge

cegteggacy

tgetegecog

acgoogtgoo

gtoagotoga
gtgtgegaga

agogtoctge
gtgooggoog
gogocgagca
gIgocgotgy
cegtegggge
gaggtgagga
gtoegotegy
atctecacga
acgggetene

Ccogoooagoa

cggtcaccte
cgtogoogog
gggogoagag
gocacaggge
cgaggacoog
gotgttgoag
cgcgggogga
gotogacogg
cogogagoca
cggtgtogte
gUgCggCgac
goacggogat
acagoteghtg
cggtgagoac
eggggtgoag
aggegeogyy
gtasgoaoaa
cggtcacgte
graggacgaa
agtggacggo
ggegggotte
cgroggoogo
gracgogoco
gogggtgooo
gocagaagog
ageccacegt
gFcgIogogg
tggoctooge
acacggegtyg
goaggttgog
gagtggagty

goggatcagyg
gaccgogoog
ctoctgaaga
ggcogactgc
ggoggogagg
geogtogacy
gtogeggecg
ggoggotooyg
gegtacoege
gaccaggoog
geogeoggeg
ggtgtccggy
ggtogogtge
FacoggIcuyd
googacggtyg
gtgcagggec
ggtgaacacc
ggogeeggte
geggogetag
acoagtogacyg
googhtootog
cgtotootge
gocggagtog
gtaccagtag

gaaggogatyg
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2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
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gaacgocaca
accogotoca
tecaacgeea
tecacogoca
tcaccoggoa
gecgecagag
aacahcgoce
gtgtogaggt
gagagoages
ggggootect
QST EGE oG o
cocggaggece
seggogogoa
tggcogatgt
gtggoocagoa
tecacgaogt
cgctgotgaq
gocgagesges
tocagoacga
gecttgeage
ggggtogaca
gactggeegyg
goegggecte
coggtgooga
tggteggtga

Sgggocgaag
agtgggagge
ccatcacoto
gggcggogac
goagggogac
goagggoegac
cgatctoooa
Wtcﬂﬂcﬂll
acgooacogg
ﬂﬂq:lﬂlﬂhﬂ
tocccocacooca
accoggoaac
aagooogega
gegacgegge
gggoggegag
acggoaccoa
coaggatgag
gecggteggt
agtcgatgtg
gegegageas
tggacttoag
gagegttgge
egacgteggc
cggageogtt
ggaccacqgga
coacgoooga
ggccgteggg
tgaccatcac
ceaggtgeag
ceaggecgag

goagooooto
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thoggogaga
gtaghtogaca
ghocagogoa
goaaacgogt
ggagaccatg
gatoagggeg
ctgogaatga
cgacaccato
atcacoccage
agocataaga
ctgogooooo
acoogacaco
agoggooaca
AAggIACoag
cagggtagac
gaegeggegeq
gtgggogtty
COIIIIcoag
eggtgagggg
agtattgate
cgagoooagae
ctogatgggg
ggcggtgagy
uIUgcaTty
cagoacgggg
goootaggac
gacgaggccy
gocgocggeg
gyogacgaga
gotgtaggoc

gtoccacgocg

goggogogoa
gogatgogga
toggggtege
Coguaccacy
cogoogogoo
cagtocgeca
Cogaccacag
agogoccaca
acaccacgoa
aoogoganca
tgacocoggga
acaccctoca
tocagoggooa
gagaggtoca
tgotaggaga
gegoacgoegoy
gtgocgetgy
ACggoggcygc
gogtacasgt
acgaoggooa
cgoagaoggct
tegoagaggg
coggoggogg
agocooggagy
tggoogttge
cagaogatga
cgotgooggg
agggocagag
gaggacgaga
accoggoogg

gogaccgoge

cgocogogaa gacgocggtg gogotgosge

actoggotte
goagtogtac
cgotgaggac
gtgogagoog
cggocagoog
gogacagoas
cogacggoac
acacoggotyg
acgaccagca
coggogacga
acacgaacac
ceggotooon
coagoaooga
eocgggtocag
gogcgaooty
egggegegys
ogoogancga
cggtgacgag
goagggtgog
cgoococgooga
grgcgoggte
tggtgocggt
coagogogga
aggegocgto
ggegggegte
cgtoogogge
agaactoccac
ageattogos
aggoggtgte
agagcacgot
cgtgeogtga

gagggactog
cocogtoggoo
cacocgacgac
coghghbgacg
cteggogatyg
AcoOogoCAca
gacacogtac
aacgacatcc
cacgaacggc
atocagoaga
caccoggeoco
cgoggocaac
acgatgoggo
googgagtay
gaagogagoq
aggttoagos
agadacgoaa
ttogacggag
gagaacttag
geggcogaty
ctggcocgtag
googtgtgos
goggatgaco
ctggttgate
ggacagaeaga
ggcggogaac
gaaggcacgao
getgegoagy
cacgatgacg
ggogtagtte
gtogtagege

eggategacg
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3900
3380
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
d620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
8040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760
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cocggogtgcot
gocagegect
aggaageege
coghogagyt
aggagctgeo
accacggoca

gegeegtega

gaggogaggg
toggogtbgge
cgriocggcay
cgekbgegegy
acgggoggoc
coggtgooos
aggttggtoa
gotoeggtet
ctgacctega
cggacgggtt
cactocococcog
agatoagoca
acagogatac
gocasaseat
cggooogooa
atcococoocac
oogtoagooa
cogaccacag
accgoocaca
acaccacgoa
cocgogaaca
tgaccoggga

googactogg

cgaacgecte
cgogeggget
aotggyogoag
cocagoogeyg
acaggtegte
geggotogte
gocgggtgag
tggocagogt
agtogaagos
cgagcacgga
gggtocagoos
ggagegegan
agraccggtc
ggaagaagge
goagggtogy
cegtgegete
tgaagoccaeg
agogoaggtt
tcacggtgga
goagagoatea
gocgggocoy
SAGaSgagan
agoocacoan
tgooogooag
gogacaacan
cogacggoac
acaceggotg
acgacoagaoa
coggogacga
ACaCgaIFET

ogoottooge

80
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coaggogact
gatgoogaag
gtaggtgtgt
FECgUCaTIY
Fggcgagges
ggccggggty
cagatggtocg
caggeoggte
Fagggoggcy
ggcggtooge
ggccagotog
gogggtggcy
gogotggaag
ggtocagteg
caggoaggo
gacggtotoo
gtogecctgy
goggtaccag
Faacagogga
acgoacogga
caccococoga
Facgassgac
cagoctoctog
cgoogtoaaa
ACcogooaca
gacacogtac
aacgacatcos
cacgaacgga
atccagoaga
ggcgeggecy

cacggeggte

togaggaaca
aagtoggogt
coggocoggt
aagtogooga
actoogoocgg
QogogFacay
gtgagggcgy
goctoggtoca
aaacogogat
agocogtacca
tegogocagy
googggggea
gogtacgteyg
atgegoacge
cggtegoget
tgggtgecga
FOgAgCAgay
tagooggogt
acagtgecct
tocaccagoa
coooogoant
toagyasogt
acacoggacy
goectgetge
caagoagoog
gaacgooaca
accogotoca
tﬂﬂﬂﬂ.ﬂg’ﬂﬂl
toCacogooa
togoogacgyg

aggceggoga

geogetgoty
egaagoogga
cogggteggy
tgacgtcacy
ggaageggoa
cggEgoqggo
cogggttogy
gegeggtgcy
gegrttegat
ggtccatgac
gegtgeccte
gegrgogggo
goaggtoggs
cgtgegtgtyg
ggagggtgoc
cggtcagtac
cggogacggo
coagogoogt
LTl Tt |
cogaatgeoga
gagoocaggaa
tgacegoage
gocoggoage
geagggogac
cgatckococoo
cctoogooan
acgocacegyg
cogoacacto
tcococcacooa
cgoggoogog
goagggtgtc

agggtocats
ggogtogbte
gtegtagagg
gecttoggeg
ggccatgoog
CgggacggyIs
gtggtogaag
cagoogoagy
CgoggagITg
goggtgocgyg
gtoggeggte
cgotgagtas
cgggtgggct
ogoataggas
gacgacogag
ggggtgogga
gteggogtag
googtoogos
cacgaaotaa
ggcatagtog
ctoectocages
CACCgOCaR
gaccgacaco
gaccogggog
ctgogaatga
cgacaccats
atcasacaga
agoccatoogo
chgogoocoo

caccacsgtog

gtggtccgog
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5820
5880
5540
G000
B0ED
6120
6180
6240
6300
G360
G4z
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6360
T020
7080
7140
T200
T260
1320
7380
7440
7500
7560

Tae20
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cogaggacga
tegtgogggg
agteoggoodg

goctegtegy

egetectegg
toccacgtgga
coggocacac
agoggotogt
cocagooggg
gegtoggoca
cogotgotog
cegttgegge
cogaaccogt
tgoeggotgt
gocagogtgo
gaggagoagy
oggyaoggaga
accgggoogg
gtggagogaa
agoaccagoo
ceggegtaga
ggocggtogy
googagacog
cogooggggt
gootogogoa
agocagtttgg
JARFAOTooaC
cgotogggey
googocacee
cgggocagtt

gogtogagga

eggoegtogty
cogbooggga
tgggctoggyg
cgaacgacga
tgagoagtico
gogegogogy
cggeggegg s
ceegeteatg
tgoccogtaco
gogoctggeg
cgocgtooty
gegcgtcoga
cggoogoogs
actaggtgaa
actcoccogge
cggtgtocac
goacgotggy
tgatgtogga
gaooggoogg
getgotgegy
agtaagaogga
ggtoogggto
cgteggtese
agoggcaggso
googgcgeoy
coctegtoags

ggtogatcag

tgoogteggt

gggegoggte
cggogatgat

ggtggtegge
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ttegaaggoa
cgogygocgy
ggacagogto
cogggogggt
CACgEOCgag
cacggogoog
cagogtgoog
ctgegtgtge
goegtaggty
gtgoegoctos
gatcacgege
gttgatggeg
gagoogttoo
ggegaacges
CAaSgoogggo
gog-agocgag
gagagggag
cgaggtgooyg
gtagtaoctag
gtogatgooa
gtocatggos
googtogagg
gtagacogag
ateggtcacs
catgoocacg
ggcgacctgy
catoggtgea
gtocgaagagt
egtgecggeg
gatgcegteg
coggtoggeyg

Fagogoggos

gtacgggtag
tgggcgagga
Cacgggacga
gectgcteca
oggogoggot
goggtocagt
tggogoatgg
cegatgttag
gogaggagad
acggogtoga
tgetgggoga
gtgoogogga
aggacgagoa
tEgaagagge
gtggacagca
cggaccgoga
gggocotoca
gtgacgacgt
atgotgaage
gooogotoca
agogoctege
aatocogoctt
gocatghoco
agoogocaca
atogogatog
agatcgooeg
ﬂﬂﬂﬂﬂg‘tg‘vﬂq‘
togtoggogy
toccageggy
googgoagty
ctegectege
gggttogggt

tggogagggo
ggogrtiegge
cocggcagagt
ggatggogty
gocbecocogoa
cgacgtgcgy
cctgeaccat
actteacoga
cckgoegecto
cctggotege
gtoogttgoy
cocacggocag
tgecogegea
cgtoggooge
ocggtogocoo
ggtgcagggs
ggccgagggt
acccctocag
Ccgacgaacac
gggectoocoa
goegggotgat
cgcgggcgta
agoogoggta
ggtoctogag
gttogoggte
tgacetgote
gttogttogy
tgacgoegte
ecgogaggta
ogoogagoga
cggactogot

gotecgaacas

gagggccacy
ctgggegege
geggtecgtyg
ggogttggtg
cggocagtoc
tgacgocteg
attgatcaca
acogagooac
gatcgggtoyg
goooaggogy
ggcggtgagt
cacggggtgyg
cteggogaag
gagggocogs
googgtgage
GACCAIgAC
gtaggocgacc
cteggbgges
goocggrggeg
tgaggtetcoe
googaagadg
gaggttocyg
gcggyggaac
CgagTtoang
gegggecteg
gaggtagtog
cgogggboac
cagagoggec
cogoaggtge
gototocacg
cggoaggage
gatggtggtyg
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7680
7740
7800
7860
7920
7980
2040
aLog
aL1&0
2220
8280
8340
2400
a460
8520
a5ag
a640
8700
a7e0
Ba20
gaa0
2340
2000
2060
120
91480
9240
9300
9360
9420
9480

9540
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ggcagtogoa
togaagoocca
aggacgtogy
ggcagoscgy
Fagocgyocy
grggcgaggt
aacagggoca
acgtoggogg
goggoggtgc
ttggeggegg
agoacgaagg
goctteggge
tegagggaegs
agoagagogt
coocgoogogy
atggooagoa
aogagoacga
acgatcttge
BggIgacagy
toggtoagoa
tagtogacas
ogtoogoogy
agcacgacgt
egoegectagt
tacacctogyg
gecgogtgoa
caggeggtgy
acgggoacca

cogaggacte

acgtcgogga

geceggtgac
gttectitgaa
egacetgges
tgataagoga
gagtggcgac
coaggogoge
gtastteggs
cgtoocaggtyg
CHggcagygsa
egtagttggs
cggacaggto
goagtacgos
cegeggtatg
Cgagggcgac
coagttogge
ooaggtoacyg
cggogooggt
cggtgtgocg
toogggtagg
ggctetggac
cgggoaggos
gacggagoag
coatcteogg
aoagaaagga
cgocoagoag
coagoacoog
OFaASaCgIa
cgagoogooy
ggtogoogac
aggagaogat

agttoaggoe

82
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ggtgccgagy
geogeggteg
goggacgacy
gacoagggaos
caggoogags
ggtgacggte
ggoggaoata
coggItgagy
gcggcgsgy
ctgaegogagg
ottgtoctog
cggoagoogg
Qacaanogog
goggteggty
gaccaggtes
ggogocgtgt
gatcaggacyg
ggooctgggaa
cagocoggte
geagtogggy
ggoggggtoy
togoagogac
gaacogotga
agooogoags
cogogocaco
cteanaagaa
Cggoagggos
gtocaccacy
ggogaggtog
agogtogacs

cggttgegea
gutgocacog
togagoaggyg
Focgoacogy
agcagoggoy
acggoegtoge
gocasgatge
cCoggtggcgt
cgoeogttogy
gtgoogaggy
gtgagttegt
coggogecga
gtoagogaay
acgtegoagy
gogetgecag
toggacacca
gtgcegtegy
atgaacogga
agetogoceg
coeggeghtoca
aggoggtogg
gogtocacga
gogaactoog
acctoghbget
cgoacogogy
agoaseoogg
Foggogogga
gegagggtge
gtgacgtoog
togtoogggt

acggegatgo

gttocacgge
egtegegtea
eggagIogog
geaccgggcyg
qagtgggcga
eggtggeggt
ggttgoggoc
cggocoacag
egagegegte
tggoogoage
goaggtgoca
gtteggtoag
cotoggoggt
tctogaagog
gagegaogga
gatgooggyc
cgtacgggge
acgoggtgog
ccteggogtyg
goagoaggto
tcttgoogag
acteacaagt
tatocogoga
tgoocgggact
coatgoooan
ccacatogog
coccaggacca
egaagoogaa
gogcgacoga
acatgtcgag
ggacctgges

ggtocagogag
aoggtgtaco
atogggagog
gEoggaggac
ggoggaggog
ggcegtgtag
ggcgegggoy
[+ [alalafal Ts[4Lalal
gaggaaggog
gyaggagaac
ggcggegteg
cacgaogtog
cagottggog
gacggtggcyg
geagegacgy
gagcatgocg
gacggtgaga
egegteggeyg
ggogacgaca
gascgIgagy
EEEEIEIIIE
gagggagtta
agacgocaca
cgoogtogoa
ascacoggaa
Cagogogaac
googacggga
aggaacsatg
gaccacggtyg
cgogoacags

gugtgocagy
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9600

9660

9720

9780

3840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10380
11040
11100
11160
11220
11280
113440

11400
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ggggcggtgy
acgtegacge
gtgagooggy
googgoacag
gagtgctagy
taotaogoogg
aacoggtogt
geggeggega
gogtagatgt
aggacggoge
aacagogogt
agoagaogan
ctoagogtgt
tgoacggton
gogggcacygy
togaoggtgt
cgoaggoook
cogtacacoqg
ggctoggecy
gagtgggagt

Egggegoggt

cggoogghga
tgooctoogg
cagtagoget
togaacaggyg

cococgoogoot
acgaagoegt
tegegeaggt

grgacggLgy

egtegggage

cgacgaggey
egtecaggga

tetgegegga

acacatogge

cggogagggc

egegogtgoc

eggegeteote
ogooggtoca
cetgggtgac
cguggagtte
TTAAGICATT
ggacoggobo
gotoggeogy

ggacggogac

egageoggty
tgoccocagoac
ggagcaggce
cggtgaggco
cgogobggaa

ggogooagto
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ggogacggeg
ggcgoogacy
ttegoogtog
ggegggtgty
gegeaceagy
gacggogtge
ctegtgeage
teectgegebg
ggtgcteagg
ggegggtgte
ageggegges

ctocacgacyg

ggtgancgge
ggegtegage
gaccteggeq
ccogtagoog
agcgecegee
tgeccaggacy
egrgeggcay
agggacgceg
geeggegtay
gutgtgotog

gaccggeacy
ctegtogegy
ctgoatggeg
ggcgageaga
gtagogggeg
cacgtegoog

togacgoogt
qUegIIcyca
cggagegegy
cogtoggtgt
coocagacag
cgggtgacga
agttocagca
ACgIFagoOga
ggegeggoga
teggegtogg
acggegegga
ggooggooot
ogoAScogas
agcagoagayg
agegeegggt
tagacctogg
tageogogoy
gUuggccacy
coogtggogt
coggacoogt
atgggegegg
goocacoataot
grcagecagy
gggagttegg
aggccgccgy
ggcagticga
cogtoggogg
CECAguTtow
accgtgageoa
tegotgateg
cocagttoge
teccggggas

cgatgobgoo
gegeggtote
tetgeggete
QB B By
oggoggoggs
tcgogagocg
cotgggoggt
ggacgaggto
ggocttoogyg
gugtctgoca
gotgooogge
cgoggteggt
Fgacooggge
gogagtoota
gaacgagatg
tgtoooggeg
aggagaang
cgooggtoto
goagggtooa
cggcgoogty
coagggtoag
Coaggacgge
ggtgegtete
ecteggegge
cggoggcctyg
cogggeggge
aoasatagga
cggogacoog
cggogtgcgy
agttotggaa
tgoogtogat

ggatgocctt

gggcocggace
ageggeccyy
gtogoocgacyg
gaacoggtay
cggategagt
ggcctgcceg
ggccogatgg
cacegegeeg
teoogtogooo
ggtcacgogy
egacgeggge
egegutgagy
oggacogeag
gagctaggcy
qooggogaty
coacagggog
gtagtacacyg
gggctocgon
googtogocyg
cacggtgacy
ctectogate
ggtgccggge
ggggctgate
gagtagogga
gggggtgage
googgtggeg
cagtgoggtyg
cagttogghtg
gotgatotee
gagaacgggd
coagteggeg
gaggtoggog
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114860
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
115940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260

13320
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agcagooget
cggooggoge
tageocegoga
aagogotooa
aggoogggca
agggtgaggy
goagoaggea
agoacoggot
acgtecacga
goggogaaca
tggooggoga
gegtoggege
CoOACgRCYY

gaggogggct

gagoaggogg
coggocacoa

ceggogagca

googtacgga
goagococte
cgacocagoga
goatocogote
ggtoggogac
egeeggegac
egacgoogty
goaccacgto
cogaccagte
cogggtgggt
agacgangac
egocogogas
cggogoggty
cgaggocgay
ectoggtgcy
cttecteggy
acgaggacac
geageogtac
EcEtegggag
cggcggccty
ggtectggees
cggtgoogty
coctgocggac
egtectggtt
cgtoggagag
eggocttgge
cgacgaacag
egoccgagog
tgtocacegt
egotggocag

gogaggagta

84
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ctecacctge
gtogtogoag
gogggggaty
gacgttagao
ggocttggog
goaggeggag
gragageaan
gacgeggoty
caggtagygy
gtogagoagt
gacgatgoag
gagoacgtog
ctogaasgog
greggeggey
cgeggasage
ttogggogan
goeggocogyg
gtogeaggac
cagtoogtga
gecgtggccy
gtaggaggag
goocctocaag
cacgegotge
gacggoggty
cogotacaga
gtacgagegy
ctooggegte
cagocgacaga
gaaggogaay
geggooggtc
ggactgggey

ggggagtgeg
aggtegagea
ttggeagegy
gcgggIIcyy

cgcagogoga
gogabtcbogao

Acogeggoca
agoggeggeg

gegagggege

tecacgeoooa
teggekeegyg
agogoggoga
TEICYICTIY
acgaactege
tgocagggoa
tocgocacga
cggygacgct
acocagteca
cggagogoga
aggttggact
aggagtgect
gogtocacgt
tgggeggege
cogggoagoa
aggagoatge
cagogacogt

ggcatgacgg

acttocaggeo
agggegtgece
ttggogeoga

aggogtagto
gotactocag
agatgoogag
cgacgaaggc
cggtottege
catgggagty
gegagaccat
agtactagge
gotegoacte
tgoagagaca
cggtgecyaeg
goagttagge
tggccagyyt
geageeggge
eggggagega
tocacatggge
egeccegagg
egtgeggggt
goacogtott
tocagegages
gggectagat
cggocgggacy
egekeggege
gggCgagoac
cgacgooota
cotoggacag
tcacaccgoo
goagggogac
cgaggacgta
cgtogoogoc
Ccgaacacgos

ogeggogacg
groatagogg
coggooggge
catgoogoag
ggcgtegtan
gocgaccacyg
gagogogaac
teogegoags
ggceatgege
ckgteegoas
gacgacggaa
goggtocoogyg
gaaccogacy

ggoctgtteg

gatcactoog
cagocatags
ggggtogece
cagtocggeg
gytgaggecy
cgggtggceg
ggaccagooyg

goegecctge

gagggaggac
ggagatgegy
ttoogggatyg

gacgegtocy
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13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
L4040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
144860
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120

15180
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aooogocacy
agcagooget
gogtogaaca
cogtoogggt
gogtegogot
aagoggeagy
tegtegtect
BTy
cggctgagos
gecoggbtoog
cggaccaggt
gogagogogy
ctocagogoT
ctgtagcage
ggcgoggtgt
gaggtgocag
googagttog
ggggtocagy
gtogagggcy
gtegacgoge
ggtgoggoca
cgtggocgtyg
ceg@ogggog
gtogtgggoo
goggogosag
gaagqgtgaag
tagtgoogog
ggogatgtag
gogoigiaga
FECgoggecd
caggatcacs

gogeacgace

agoogggtgc
gotgggggte
gggcgacgte
CEFoFagTTc
cocbocagoac
ccatgocgac
cggogagoeog
COFEIIITLY
goagoagoag
goggtacgto
ccaggacgac
geggckgage
tooggtgogt
goggoggtge
acgacgtgte
cgggogtacy
cogagttoga
cogaggecte
gtgtococogga
aggggcacga
gocaccgggg
aancgoggoca
gtggogacaa
gogtoggocy
tggcogagat
tagacgtact
taggogoogy
tgcaccgtoa
acoggtacos
goggtotegt
gacgooggat

toggteaggy
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gacgooggoo
catcagetgg
gtogaggaat
ggcgaggtocc
gagocogooac
cacggegace
gacgtgcogyg
grogtagatyg
ttgtacggeg
FIcggcggty
gogocggege
agocttoggg
gcagtgcogga
cggooagoag
eggtgaggoa
coctgttggeo
cgttgacgag
cgasgacgag
coogotooag
agttggogaa
agoogacggo
goagggtaat
gIcogIoggy
guacgoccgy
gggogtogag
ggacgggcag
acagttoggt
goAJoaAggan
ggacgaggto
cggocacgta
agtagooggy

egoggoccag

cgotocageg
gootegogog
cogoogtgoa
cagoocgoggt
agotegtegy
gggtogtagt
coggaguogy
geggtogtag
gtoagogage
cogaggtoga
tegogttegg
teggtcageg
gacgggcagy
gocgtocacg
goegtogggy
cgtgaactge
ctggaacang
ttoocagggo
caggocggog
gaagoogato
gaggtcogtec
gtagagggtyg
CAgoogooac
cagggcgagg
agaggotoog
ttegggoage
coagagoacy
gtggtogtog
Faacggoogyg
cacocggghtoc
CACgaagacc

caggtocgeg

coteccagot
ggotgatgon
gogtgcggct
cggoggggaa
gggtggtoac
cggoogogog
cgtocgaccag
geagoetteoac
goagboogag
goacctoogo
goagacoggo
gotcagtoat
cogggttogy
acgeghegge
toctogacea
tegacgoggg
acgtogacca
agggcctggt
aaggacgggt
agoococtoga
gtgococogooo
gogtogbget
toggtcagoa
ggoogoaggo
gtoagoccagy
teggooggac
coctgggace
ggggogatec
geogotgoct
agcacgatgt
gtgogcageyg
teocagttoge

ggtatacaga
gaagaagoog
goccgaggyy
cggegtgatyg
acegoceggg
ctgtacggge
gacgtoogoo
geoggtgocg
ttoaoggata
gacctgtgte
gageoggtge
gogtggtaca
cgagtgoggs
cgagggogga
ggtgcaccteo
cgooaggoag
goggotgtta
FegcgLagyge
cgoagatgag
coctoggooog
agogggcgag
cggogoogac
cgeogglgge
cgtocagoog
accgotgoca
ggttctcteg
agocgteggt
goagoagtge
cgtoggooag
cegtggcggy
coctogtgoog

cggtgatoog
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15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15500
15960
16020
1a080
16140
1a200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
le680
16740
16800
16860
16320
16980
17040

17100
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cacggooagse
oogoagotgg
tacggooeghtg
gaacagotes
ggoogogaco
gagtotoocage
ggtgaagccy
cttgooggtyg
ghooggbacy
gaggacggge
gqatgacggog
SRCCofgRay
grtogggecge
egagtegggc
teoggggccy

ccgtbogtog
gaccagogto
gagggoggty
ggegagoaty
gocggaggty
Sgegggegge
gacgteogeg
coggatoogyg
gatgecegate
gtocggoces

cgeggegtag

gggatogtoo
oocagogaca
cgoggggcca
ogcagyaca
agogagtgoo
accteoggoga
gtgtocgageg
gtogtcageg
gogtoggoca
acgacgtago
ogggtgacet
oocoggatet
cagogooca
acgaacttot
gogaagoaga
taggcgogey
teagogggoa
agacgoagac
tegoocogoct
toggegagog
agoocagoggg
tegeegtaca
aactgggogyg
ttgaccacac
tagacgacgt
tectgecegy
tgagocoggt
tococogggogt
agagoggoca
acgooctggg

gtgaggacgt
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agacegggte
goggCagggy
cggogacgac
ecteggegen
cgoccgagoge
acacctogca
tggtgcgoag
ggaacgegte
qgtgggegeg
egacgageeq
cgIIItagcy
tgacetggty
gotoccoggt
gegeegtoag
gttegeegge
agttgtogac
gggtgaagga
999gceggge
gugagatgty
egoggateat
cgaageggge
ggagegegga
tgoegegtges
acegggcggy
aggegaggga
ceggggogte
cggtgacggc
ggctegggte
tctgoacggt

coogoagooo

cgtoctogoa

gocggggtog
ctoctgoogg
ctoggagagg
cagogootag
gaagaagtog
cagogtotgo
gtocggggayg
cagegogacy
cagoogggac
attgacgoag
cagoaggacyg
gtogagacqgy
qeggtagagy
ttoaggattyg
cacgaaaaag
cggetegees
ggtgacgass
ggcgoagaas
cogoagogag
caggttgggo
cgagtogegy
gagoasstas
gogtoagoaa
catggogatg
gtoggggoog
cacgaggacg
gacggtoats
gateggeaca
gocgagataa
ggcggcgatc

ctoocacggog

gectogtgea
gacacocggoa
qogogogggg
cggatcoggy
togtogatge
tecgeacogy
ggcagogogy
agegecgacyg
ggeagoecte
goggegtect
gectegacet
cocaggtatt
ogggagocgy
cogacgtage
gogacegges
aggtagtgcay
tggatetegy
togogoagoa
gtgagcogag
aogaatatot
cgggtotock
tgoacatgea
ggtacogrot
cocottgggca
ggtogtoogg

ogeteggeock
cgggogoogyg

googocacag
cocaggggogy
tgoggtgaotyg
cgacegtgeg
cgaccoogoo
tacggggtge
cecggtagat
geaccatgta
egteggtaca
egegggegas
egoeceagata
coaggetgon
gegggesgan
cgogggogag
gcagocggta
teoggggeca
tggageegta
cgrtgtocag
ecoggecgga
gotogacgga
cgTtgggat
cgtogaaggt
tottotgooa
cgooggtgga
cggoogtigo
cotoggogaa
cgacgatgag
eggecttgag
cgacgaggto
cgtggtocag
gagtgoggge
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17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
1BE00
1BEED
18720
18780
1B840
18500

1E960
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gacctgetog
coacogotoo
cgogtocggg
gacegtgtes
gtecteggty
thocaggogg
gaccacctgyg
gtgetogaag
cageaggtog
gaagaagoog
ggegacgteos
catgtagagg
gggeagttos
caggggaagt
ctocagtitog
aggeagtteg
ctegocaaag
gacggogtgg
caggtogaadg
gacgteogty
ggcgtcggcy
ceggecgagg
gaagcogotyg
cggaagegeg
gocgagggte
gtogggooog
goccagggeg
gatoctogoac
cgagogggty
gaacgogteg
gtgggogoge

gaccaggoge

gogaacagot
agoagoagga
toggogagyy
gectoegaaca
aggtgoactt
geggogecyga
accagogggt
ggeaggtact
cggaaggtcg
atcageeget
teggtgcogy
gtggogecct
cacggotgog
tocagggggs
gegooggtga
ggoagttegg
aacacggogt
tocctoggeog
gIgagogogy
acctocaggeo
gogaagacgg
gogtogacgt
toocggggtga
gegoagtooa
toggocagoo
aagogggoga
aagaagtegt
agcaccogot
togogegegy
agogogacga
agggogggca

ttgtegoceg
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coacgagogy
geoggtegte
cggcgegcay
gegeggtgga
agaggtogasc
g9cggteges
tgegggacag
ggtggytcaat
gatcgocgga
coacsteggg
agaacagtga
cggtgtogeos
aggogaocga
goagooegge
googgeccty
eggggtogos
gogaccagos
cgaggegeag
ogtocogocte
guageggggt
tgogoagage
cgagoggges
gecggtooag
googggeogg
FEcIcITgTa
ggatceggge
cgteggogoa
coegoctoggt
goagggccog
acgoogacgg
goacgotoge

ggatgtecte

gacgtocogy
gtogtocage
cagoaccygty
gtgcagcacy
gogggtgaayg
cttgbocooyg
gtacegekeg
gyogoooacs
gacgtogyty
gogggtacgg
LET T BT |
Faacgogoge
Ll T e e
gagoogogoc
ctgocagacyg
ggacagttog
gtoogbgaco
cacgegIgeq
FIcCagIgog
cgoegggecgt
et gk agegg
gtgggegogt
gaaccacagqy
et gaog
gogecgtieg
gatggogegy
Tl T T L
L L
goggtegate
Aot ag
geoggectog

gogtacggog

tacgggaggg
agcgagageg
tggtgatgoa
gtgoogegoa
gegtgetegt
ggogococogea
ggtgecaggg
acogtotoge
cgocagocacoa
cotgocacgg
gtgaaggogg
goggcocogga
accgogggga
cgocagtagg
gogaagtoge
gegeggtagg
gegtggtgog

cgtacctogy
acgacggooa
gagaccacca
acgoocoatog
egoogetggg

toogeggeeg

gtggocagoa
acgtocagea
acgtaccogo
ttgeegatgg
tegggtacgg
ggctocagoa

acggtgacct

cggtgtegtt
cggacagogy
goaggaggeg
aoaggtagos
coagoagogg
toagotggaa
totooacaag
goacaaggos
goatgttgac
gggagocgac
tcagoagogt
coaggtocte
goggocggta
tgaggtaccy
cgtactggac
cotoggooag
cgutgatcag
gteceaggge
coctogtegge
taggeteges
gggacagtga
cocacgttoca
aAggacgacag
tgoogggota
ggagoggoac
gogagtgooa
cocteggogaa
teteggegac
tggacagegy
agocogogge
ccacatagge

gogagaccgo
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19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
13860
19920
13980
20040
20100
20180
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880


kls
Rektangel


cgggtgccge
gacctggacg
gtegocegta
ggcggtcagy
ttogocogee
gttgtegateo
cgggaacage
Frtgcgggtgy
gagoacctog
ggtgogggo
cggttogacy
cagotegtag
googttgeote
goccttggge
cgggtogata
gatgoogtog
cacgatgoga
egoottgage
gacoggttog
coggtanagt
gEtgoggecy
egtgtegtta
ggagacegge
cagotggogy
etagtogaag
gtogascggs
chtggaacgos
caccaggtge
coggoocagy
gttgacgaag

goooacggog

agoagogogg
teggogogge
cggtacatas
Logggccgys
acgoooagog
ggogogacga
gtggtgaacy
goggocatoa
cgoagoaage
aggoacatog
tgotegtogy
gtggagatgt
cagoggoggt
togoogotgy
coggggtogg
gtgoocgggoa
toggtgogga
acgoogagoa
teggegasga
toggogtagy
goctgotegy
caggogasaa
cggtoggggt
acggtgteogy
gtotogaogg
toggocoggg
acctgoacga
togaagggga
agttocogga
aagcogatca

atgtoctegg
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cetoegascte
agaggaactsa
gotogooogy
ccaggtagoe
gogoogggog
tgggoaccag
cggtegecte
cotgggegas
cgasgoacts
cggtgacgos
tggogacgac
cggtggecag
cggoggocag
accoggaggt
tgtogggeoe
cogggeggte
coggggggtt
cggoggocac
egeagbggge
tgacocogete
cgtagagaog
gogtgoggty
cggogagcac
cgtogaacag
cgtgoaccte
cgooctgoca
gegggttgeg
ogtoctgghtyg
aggtegggte
gegoctoggt
tgogggogta

geegggetes
cagogegeeg
CoogoooCac
gegogecace
gagggtgteg
ggagooggog
ggtcgggccy
ggtetegeeg
catgoactoo
gtgctogegyg
gatetgettyg
cggatagtge
cacgacgacyg
gtagatgacg
qIIICCogyg
ggcgatgacyg
gogogggtog
catgooggtyg
cageaggagy

gtogeogeaq

coggtoggee
ctegoogagyg
gteggecgeg
caggtccatc

ggacaggteyg

ctogacggeq

cteggegegy

cogggacagg

Accaggaage
Cogggoagoo
gggtccggca
cggggeoogs
togaggacgt
agooggaags
taggegtegg
gacacsggact
toggaaagga
atgagooggt
coggtoagoa
agoagoacaa
ttgoggtgog
tacgoogtgg
toggtgacgt
acgogoagos
agoggoacgt
gagoegtocogy
tgggogaago
atcagggcga
cogtocggca
togtogagoa
aCcacogaca
tacaggacgg
cgggtgtacyg
cggggegegt
cgotoggggs
cogaccacog
toggtgogga
gtooggoogg

acgagggtga

egoggatett
acogtacgac
cgaacttcte
cgatgaccag
acaccegagt
cgggttocat

ggctgaacag
cgaaggtgtyg
ggaacggoca
gtteghggte
tcacggccac
tgteggagty
cgaggacggt
cogaggtgge
aggeggcgee
tggogacgoo

ggttggoceg

tggtegoogo
cgtggtgcat
tegegeogac

cgtggtogat

goagooghbco
actoccogtac
eggogacgac
coghoggoga

aTYogoCadg
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20940
21000
Z1060
21120
211EB0
21240
21300
21360
21420
Z14E0D
21540
21600
Z1E6E0
21720
Z1TED
21840
21500
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680

22740
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gagocaccatg
eteggeggge

ettgtocage

ctggacggge
cagggoectgg
gqrogaaggey
ggtggacage
cogoeggggog
gaaggtggty
ctoggggtoe
gggggogags
gtogoggtoo
cacogagqgoc
gocgaadqgog
tacgaagang
goacagegoo
= e 4= e e e
gaggacgaag
ggcggeggty
ggcogggccy
gacggooteg
geggoSgagdg
Elbﬂﬂ?ﬂcbﬂ
coggocggog
Jascgggacy
goegatggge
gaaggtggty
gogoacgegy
goocggocagy
cagogeggtyg

gogoCggEgoc

tagagogtogg
agotgocagg
ggocagttoca
agocacctegs
agttegggoa
gaccagoogt
agceggagea
toggoggagyg
accggogogg
cgcagggtot
agoggtoogs
tggtocagga
gogggcacca
agggcotegeg
egggogatta
tegtoctegy
egotoggegt
agogoggoge
goocgagggoa

teggtggtge

tcacogogoa
acctegoogy
sactoocagga
cocogooggte
tagecgeggg
gycogoagos
accoggooge
gtetoggtog
gocacggteg
caggtgacgt
acgoectggt

accacgacgao
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gtoootogag

geagggtges
gcggggcgag
eggtoageca
geggggegac
oggtogogat
gegtggegeg
cogoggogeg
EggogEcgat
egtgecggyge
geacgegeag
lﬂﬂﬂﬂltﬂﬂﬂ
goggoggogo
gggtgcggtg
gogogacqag
cgocgaacge
eggtgegegy
ggtogacett
ccaggtagte
ggeeggegeg
coacgacggo
gotegaceog
egecgteggy
cggacgggtc
ecaggegegy
ggtcgtogag
cgggggccgy
ggoegtagoa
coggggacac
E:t::tﬁglﬂ
aggogacgas

ggcggccgga

ggcggogacy
cgoccgeceqg
googgocage
ggacegotge
gtogtacgog
gtggtgcacy
cageagegayg
tgoogegtog
gacagaggeg
gacgacogooc
gaotocgoeg
ctgotgggog
cgggtoeggoc
ctogaacace
gogggtggeg
gtoggogteg
googgosagdg
goeggtggeg
gggoagggoc
cgggacgacdg
gucgtgegoyg
gaggeegoge
FogFoSgIogs
gogcaggaag
goegoogacy
gacgtgggey
gteggoogge
gttgacgaaa
gutgtogoeg
cacgaggteg
acgggogagd

cagcageggyg

gococgggcgt
TEFICTacyy
cggccggtec
eatasggegt
goggogatat
gogacgacga
cococogogtoa
goegtogggta
ggcacgoegt
gacagggege
gaggtgtacg
BAQTACAga]
guggagogogy
tegegoageg
agcagogagt
agcagetogyg
coggogtocg
gtcageoggeoa
goegoggegt
tgggogacga
ACYICIIITE
agcktegoct
accacgLoge
cgocteggegg
tacagttoge
CEITEIEEgT
gogatogggt
gtoaggtoog
cocgacgacga
Aagaggeogy
FeggogygLe
gaccacagtt

cooggatoag
CQggocgggc
agtagoogge
ggtegoogta
Oggoooacag
ggacgtggtc
ggtogaacoo
cgtagacgat
aggagacagt
cggocagoag
aggagatgas
goagoagaag
cgooggogac
ggacataggt
ggcogocgog
cgaagatotao
cogtataaga
gegegtegye
gggogogoag
goegottgoo
gggoggocag
ggtogtogge
cggtgoggta
tggoogoogy
ocgggoacgoa
coagggggct
ggagggtgge
gatgggcgec
grtcgoggac
aggtcagoca
cgagggogoa

cgraggrgga
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22800
22860
22020
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600

24660
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gucgtogaac
cegutagagy
ggtggaaccg
agoogtgtog
googgogggt
gUcgegggte
gaggacogaog
gotetogggt
cagotgggcy
gaeggectay
cagggaggad
cggooggtog
ctogacggte
ctaggagtas
gaagggttog
ctggaagacyg
caccaggtas
gogttogacyg
gttgacgaag
ggogacggag
caggytoatg
gtoogeaggs
coggtagage
cogoogotoo
ctgoacaggo

ggtcagotog

gactgagaay
gegagggegy
gaggtggaca
ggggctgtga
gogggacoga
cgggegyccyg
AJOASYYOga
coggotoogt
taggtgaggt
goeggogaaca
aggtocaggg
gucteggege
toooggtega
togoogaggt
goggtggtge
acctgggoga
togaacggoa
agttoogoga
aatoogatga
acgtoctogy
tgcagggtog
agoogoocagg

tegaagogge
toggtcacgy
tggtoggoga
gocagoagge
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agtgoagoag
cecacggegeg
teacgtacge
cggggacgge
egteggtoag
ggttgeggge
cgaccaggty
ggcoeggcecag
gttcogtoce
getegggoag
cogegtocte
aggeggegeg
acagggegog
agacctocag
cggggaacgy
gegggttgeg
cgtoctggty
aggtggggte
gttgetegae
tgcgggegty
cgococtgoog
tQIBQIﬂqﬂE
gcgggggcag
gogacagggt
gegegggety
ggcogtgoga
cgtoggcgag
gegeggeota
gascgggoan
agacggtgcg
cggegocgag

gacaagttag
gtogoteogtyg
gaggcogtoc
gegoaggtat
cagoagQagog
gtegagegge
ggcggaacgt
gacatgggog
gteggocacy
ogaggocteg
goocgegtog
cagoaggges
gotgtagttg
gtacatgagyg
CYcgUTgcye
ggacaggtog
cgoocatotog
gecgoogagy
et aggaaagg
cogooogagg
tgoggogacy
gooataggadg
googgooage
acggogotgo
coggaaghag
coagoogtog
cegoagoagy
ctogaaggas
cggctoegge
cagggtotog
cgggctgogy

tgggegeege
goegacggoot
gggoogacgg
acggooggoa
goaccggtgt
aggtaggege
toogtogooa
agcoggttgg
gogacggogt
ggcagoggta
gtcatogtoa
gtcaggtgge
atcagtooot
gtgaaggoge
geggogggeec
egetegggga
tocaccgagy
teggtgoggy
ggocggocgy
accgogotga

Faggogqacey

cggtoctgoo

gocagggcgy
gtggcgatgt

aggaccageg
tagggogtgac
tgttoggoan
ggtgctoggt
cggogaggac
agaaggaatt
gegegacgac
cggogeggte
cegggatgog
agooggtgoo
googggacag
JUUScagocy
agacgoagoo
gutcgocage
ggggcacgta
coagoogoto
cggogoggac
tgacgacggt
cgacoggotg
acgoggooag
cggogacggo
eegugegagy
agtacgooag
agteggogta
tgtaggooge
gatgoacogt
geaggggyec
agtoggoota
cggcgoogge
cgacacagct

cggtgocgas
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24720
24780
24840
24900
24960
28020
25080
25140
25200
28260
25320
25380
25440
25500
25560
28620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
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grigtagaag
cgacagotboe
cotogoogtyg
cocctgogto
atcacgobgg
cgoogoogoa
aAccogoagqgg
tootggtoca
tocageacgg
aagtoccagyg
gogocatgga
togacgttoa
gooteggogt
gugscgtogt
acgacgoogt
agotgaotgos
ggegatateg
agaatoggtg
gtagtegcgg
gocgagaoagt
gtocaggtog
gegcgutteg
cacattatga
gtagttggtyg
gaagtegtoo
gotgtagoog
gtgcgoggog
gogttogtog
ggtotoogog
cagggagaa
cacoggoogo

ggoccactgg

goegotgtoog
ageggooggt
egqotasagga
atcoeggotgt
cocagggegey
tcggggcagy
tgaaggagas
agoogogooa
eggeggagte
tgggggoaga
agacgatgag
tgtggoocgat
cggogaogta
egtgagaggt
cgoaataota
ttgattoogg
coagogogga
gagaaatgga
cogatoagoa
teggaagggt
grgtgttoge
acggacacoa
togtactgga
cogoogtggt
acggoggocg
tagogggoga
acotaggoog
ancgegggoa
cactagggoa
agaagghooa
acacoggtgyg
aggtagtogt
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goatcagoeg
cgogggggac
googgttgag
ctocogotoe
gtgggtgceg
cttetectgg
caggooggge
gaagooggac
ggcggtggge
gggogtgace
agoooggtog
cagggtggag
gugtoogtge
gacgaceatt
coggtacage
tggageggte
cogocacoat
ogtagatgeoo
agteoocoge
cggtggagte
cogtgggoag
ggegggagge
ggoggtagag
agogoatgat
ggtegaagac
ACACOgOgoa
cgototggoc
googgtgeag

gECIIIog

cctocacgoe

ggtactogat

gtogaggaac
coggotgatyg
tgoogagtoo
tegteggett
gactogottg
ctgagotiga
gogatotggo
toccagoogoo
tecactgtge
cogtagacog

coggagegea

goacoggaan
ctegtocegg
graccoggtg
gaactocacy

gttecaktcacs

cacagoogot
coogogggty
agtocaggoo
cggtgagtoe
cttegaactyg
acatogtotg
ggaagtagte
gggcggtgte
cgttocacgtyg
teggogagac
tooggogooa
ggacggtgoc
caggagegtyg
tgtgtogoag
acacgttoage
oggoegocgy
gtggaggoga
toccoggbgy
cggagggoege
gogtacaoga
cgtacggcgy
egoagoagag
acgtoctoghe
acctogggog
aacgggotgy
tgogggtage
acgacggooo
ctgtgocaga
gogaggacga
lﬂﬂl{'.{'.t.{'.ﬂﬂ-
aggtggttca
agoagggtgt

gobgggogaa
teghbgooggt
gtogogaget
geggtogege
ctegaccacg
cacggaateg
gagggaggac
ggagacgatyg
gacggegatyg
atageoogtge
ctgegggtte
cgcggcgacy
ggtggocace
TN LT T
cootgtbooo
tgategaceyg
tgocgtgggt
tgoogagooyg
cggagacges
cocaggtogge
cggattookyg

cgacgacggc
gggcgaagta
agtoggogac

ggtccatgag

egegttegee

ggtttctggt

cggcttoggt

gotggtigat

NO/EP2691412

28580
26640
268700
26760
26B20
ZBEEO
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27500
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
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gaagtegace

attgagoates
catcoocooga
ttoggattca
gacgteocagh
gotcatatat
tcacctgoga
tgggttatgt
gaacggaagh
cogoggegy
tggacggegt
gogaacoggt
tocogtogagt
toggooagagqg
aatecqrtoa
coccacoboga
toogogageo
totggaatgg
tgobgataca
cocotactta
cogeatcaac
togoaagagt
ogteatocogs
cogataggag
aaatcactgyg
ttgtggtgoc
togggotgte
coggogaata
toggoggogt

gaggcgtgoy

coocgogoan

agcoggtoct
gtggocgatgt
tgoccagooga
tggagegoca
actteotgatt
caacogocat
cgtectecag
egqtagtogac
gotecagota
cgtooagoag
ecteggacte
cgtoggooag
agaaggytot
agoegoagas
gotggtogag
googeteeges
gettggaaan
getegocggy
cegacgasgs
catogacaga
cttoccttgt
tttctatgeg
accgooggaa
cgggooctag
cctaaatoct
gagogtttog
gegtegogty
totecaggas
tgogacogag
cottgaccte

gggtgetgat
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totoctggag
cottgagaaa
attoocttctg
cogooaggge
cagggotaty
tagttttteoa
atgogtgagy
gtogggocaty
goocgtaggag
geegeatteg
casaatgags
ggogotgoeg
cgogotgtog
cagggogaag
coggtoggac
cgectegacy
caggogacan
cacataggog
ggttaatteg
aggcagoagt
cocagoogatt
coogatatgh
coggagtcaa
gogattecte
toatgaggac
grgtccggys
ggogeogggt
caagoogtgg
cogottooge

cogegecgos

cttotogoog

ataggacagg
ggacacckgg
cttotoccagg
gagattogoeg
ctgogoagtyg
atggatgtat
gaacgogogo
toggogatat
gagacgacgo
agegtgaace
aoggoctege
tgoocagatga
cggaggtact
gIaacaaoge
acttoacgoa
aactooggeg
agagcoghgok
goagogottyg
ggcgagooog
tgotghooga
cattaggaco
accotbbbgg
gegttggetc
agatcoggec
cogtoagott
aggscgogeyg
tocacggete
goggtgaggt
togtacacoyg
ctoagogoct
aagatghagt

aatccgaaat
agegaggage
aaaagggect
goacogaata
gatgattgot
cgtogcagga
tgtaaaaggt
ceageggoog
tggogoogta
agaaggtott
eggocaggog
cockogtgoag
gggtggagtyg
cggacgogyy
actgegggac
cogocatgtyg
cggogtoogt
cggogatttyg
agoogattto
agotattttyg
ctacaagcca
goagactoac
gycagggcygy
ggogegttog
gocgacggac
gFgagogocce
cgggagtock
ggrtocggogag
tgaagatgac
ceteccggaa

cgegegagat

cactggtggg
coocooaggag
tocoggegge
ogattooggt
ctgogagooyg
cgoccagaat
gtoetggtac
gatotaogag
FIccogIIFe
ggogacgaac
gtacagghtyg
gatgtooggt
gaagtacccg
gogtaggogyg
geegtogocyg
coggtgoogy
gtactogace
gtoacgoogs
cacgaactts
gttoggacge
cococgoagoac
ocggaaattat
cttcaagtte
gotgtgtoce
gotctttoge
aactgoogog
tegacaggge
ggcggtgagt
acggoagtyt
cttegggctyg

goegtgttty
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28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28580
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
23520
23580
29640
29700
23760
29820
23880
23940
A0000
30060
30120
30180
30240

30300
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Rektangel


gogagogogt
categtggca
TATCRGETET
tacggteocge
ttgacggtga
agoaoggata
acggtgtagg
tococogeatct
aggctcttga
ceggeegtac
gogtoggoog
gacgagacga
cttogoogag
coctoacatyg
ectegtotee
goegtocagy
cagogogtog
gobgegagag
ccactotgog
gUcggoooga
aaggogtoca
agctogoooo
gtgacaacca
ctgtgacageo
ccgecgoage
ggctacggac
cggtacagcoa
aagaagocegt
ecgecgacga
agtgocttgyg
gtgtgegtee
ccegoeggyta

cgagetggga
gegegegtoa
guoggagttc
ceggogogog
acgtggeges
egtgocagac
tgoacacega
cgocogocgt
ttocoggagtt
tggtgtagtg
Aggagacgan
caaggoegott
egototgogo
ggcagaacta
attgggggcy
atgtgeageoc
tocacocgooo
teoegagtges
cocgocoogte
cgagoagaga
AAAACTCCTA
cagoagoage
gattgtgacg
ggactggect
tcaggggoge
agacgtggat
ggagcacgat
tgatggagtyg
tgoogatgag
cgatggogoo
tttgetgtag

geteegegeg
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gteacttoge
gatgegeggs
accgogteogt
ggoegegate
tEggagegag
gecattggyge
ggeegtegeg
gggcgcaagy
gtoggocacy
ggcggtggea
caccacggtyg
ggacatgaag
acegeggegt
Et:llﬂﬁﬂll
ggtattgage
ggtctgoaag
gegacgtgag
ggegeggeaa
accocgtacog
atccagoace
ttogoogoot
ggctactgte
tteggtgate
cgaaggtgga
agtgeceges
egeeggtege
caccgagccg
cacgoogaag
catogtgacyg
cgocgatgagy
gtggtgccga

gacgacegge

atgoataaga

gtogoooooa
goeggttoanc
atoattaagy
aaggtogtgt
aacgaoggogy
gaagtogoot
cococgaactog
gtggegetga
tLtgagatat
coggoancga
tatcocctcoa
tgtgtacaca
gtactocagac
aggogetttt
cttogtogog
gtacacogoa
ogacacattg
gtecgeggeg
gocagotgoa
coocacacoga
accegttagyg
gtgacacaasa
cocgaatgoag
cgoagoacag
ggtcagogoyg
acgacogogg
atcacottga
aggoagoaga
cocgatgagaa
ggaaggoocg

gacatacgga

qacgegogegy
ggtgaactes
gggtccaaty
aIIIIogTaq
agtggtoctt
cttackbgge
tgoacgtgge
coggocagygc
aggtgagcga
aoggottgge
cggotgoggc
tagatgaccg
gooctgtobog
gocotgagot
cgaatgtgge
atcaggacct
goggocagoa
togtoogaaa
cagocggtec
agacgagogg
toocacagga
cggogggoga
ttoggagotg
ttocttgacag
toggttoagg
aacgotgtoo
cgatccatgt
cgagaaagaa
cogggtoctt
tocaggogat
acgaggotaa

tatcogotoo

agtggtgogy
gtoogoaatyg
gaggtogaoga
cegtoagtge
gaegItggac
egagetatte
ttocotogaca
gagoaccoges
ggogotoooa
eggoacagag
cacggogags
ctactggtot
acggococtgae
tgtegttoaa
gtecagoaoa
tcagoagato
gegttgbgag
ogtacogoga
agctocacca
catooogoas
caggcoggac
gacagagooo
goocogotgac
caaagacgga
gotegacgoe
ggtgaagagyg
cgagaggtag
gocgagoaga
gocgggoatyg
gatgcoccacg
gocggggcty

ggaacacktoo
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30360
30420
0480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160

32220
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acasgggroa
atceggytoga
ctgtocacagyg
gtoaggoggg
acggoecteg
agctggcgag
cacgegtgck
tocooggotg
goctgggtgt
agcaggtogt
aagggagttyg
ggcggctogt
gegtggaace
cgctogoaca
gggaagtgac
gatgectogy
ttgegtoggy
cgocatatet
aggagoagoea
caaggoggey
cgogatecct
geggatctrt
Loggtgoaga

gocaccaacc

atggoggagt
gecegetgga
aagqgggcccc
googtgeggy
caggbtggaac

tcocgoogoot

aaggtocogt
cggoggatte
teoatcegooe
tocattoota
gtgttatgga
Jagggcgrgc
catteggogy
ggccoggoty
cggggtotgt
gaaaggtgac
sggotgotta
agoctgaggat
actooagoag
qqﬁ:nq:auh
ggcgcacggt
egoogtgoga
cgtoccgagog
tagoggoaca
ccatgoocag
cocacggotog
cgtogaagtc
cogacogggc
tgoeocgeoccat
togtggacge
toggtgaaca
acttccacac
eqrtgateas
goggoggact
acatocggoac
tggaactgge

ggggegtgee
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ttoctoogac
getgactggt
tocagtoccte
aggatooooa
taagoogaag
cgaggoagtt
acttoctgte
agggatgaga
gtggtgctog
gtgcggtgoa
gattaagooa
atgggogaat
tgoggtgogg
gogataatgg
cgoocgaacog
ggogastteg
ctggocagta
cgaaacggog
cagoagogat
cgogottttyg
cgocogggog
ctoccotogac
gaccgagace
ggogaagata
caccogggto
caagoaggoyg
gecegectbe
gctgacggta
goccgoggca
tggtgacctt

cgtgaccgeg

ogacoccacco
caaccttoga
aggtegeces
gotgockcac
otcaggacgt
cggttgtoac
acoggogocg
aottacaogg
gtggccaggg
acogocttgt
aogoagotot
cogogggetyg
cagtactegg
aagacggott
acgooctgoga
gotteggoga
atggtotect
guccoogoog
accgtoatgg
goocgooaagg
atcgaggoge
coggogytog
agegtggact
gogggagtac
googuctagyd
atcatggagog
ttoatggaga
ctgaagcogy
cacgeooctoo
egoacgatgg

cectocootga

ggcatcogat
tggogetoga
teggaaggeg
agggtgotgy
totcacggog
cgaggaggca
acgagoogga
Cgaggogyas
cgatgoogac
egoggatggs
toggggaggy
agacggcgta
acgeactoag
cgaggagqoga
tgogggogat
cggogaggat
ogtEgotaag
ttttgtetet
toacoggoge
tgocegbacy
tgggegegga
agggggtoocyg
tegogagoega
ggcagttogt
sogagggecy
cggtgegtgg
asstgoooot
acaccgaact
gagacoooga
agcagatege

gogtggaaga

cogtoggooy
tocaaggktteg
tecaccagag
gyaccogIgy
acgooggatg
toocacttet
gttecoggge
gaggoggteg
googagggtc
cegetggags
ttettoggtyg
goggacqgaag
cogatgggog
coggogggtg
ctgotoctgg
gogotgatag
tggcgggecs
coggoocttg
cacogyocag
tgogotogta
actggtacgs
cgoggtgtee
actocgoocag
acagtecteg
ctggucggcy
tgcgggttto
gotggoaces
ggcctiggtyg
ccggttocac
geagacctbg

ggcoccttgeo
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32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
A2Te0
32820
32880
32540
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33TED
33840
33900
33960
34020
34080
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gogggoatga
cggocoacat
gagoagttga
acggggagag
cootggacgg
goacgacghtyg
ggaggoatag
tggagtogta
etgoocgggt
aggaggaata
ggaagggtaa
catgaggoog
agotgaggan
coacgtggga
totagoooot
coggagtoca
goacocaggoa
atogoogett
teggacagot
cgtgogggte
cgggocagot
goggacaggs
Egotogggcg
cttococtte
cgggogacgy
gtgactocogy
attetgtggg
catooogaga
coacgoggto
tgttecgooa
cgagoaggte
teggtagtay

cgaagtggag
togoocoggaa
cacatgtgte
cggoggtige
gotgoaatga
gocatcaggg
goooagtgeg
gtggcttogg
gtogetegeg
aotogggtas
egoccatoag
googtogtag
gagocacagga
ogacoogans
ctoctaatag
aggttocogoa
teasagoooa
coocagbgoge
accgoagett
ggaagcggag
ctoogatott
agtegggocyg
goaggtagat
gtcagotgag
gottobgght
atcocgotgoa

atctooogoo
getegoegas
ctoeccogos
gocegetece
cogttgtgaa
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agooggacac
gtegggeate
tgattagggyg
cogoagaggy
goaggacago
SFEogggegy
ctgaettooge
agoocegtooyg
tgggggaacy
togoootett
cacgagoaca
aogokeoget
tocogggacgg
tecteogteg
cogoatooge
cagcgagate
fgacgagoog
tggttgatga
googegaocyg
gotoggoogy
ctoctoggge
tgagoagtge
cgotgogoag
guogotgoog
coogtootta
agoggagoaa
togtocogog
tgoatocaoggy
ceggtgggeg
coCCcagggog
ggagaggood

cocgocacgeg

gagtggasca
cogotoacoa
tgtggoggca
cattgoggta
goagaggggt
tacgggatgy
tgttegogag
ggaagtacas
agtacogoaa
ectegtagat
cogegogoan
cogatagooa
tgocategge
toecacgteote
accoggooga
ctegaaaagyg
accgagogoa
gttcaggas
cogoooggag
cgaggttoge
agtocoggaca
googacgata
Cogacgocaca
tggcaggtat
togacttoga
ggcacgrcag
acactogege
oggogocaas
acctogogoc
agtooctoget

cagoatoacyg

acghtggbtoct
cottogooga
agggogegec
ggggggcate
ggadacgaga
ggatgatgta
gotgooggea
geegtgggey
ggacgeggge
atagttooag
agotgoogoo
cetggootec
cagoaacacoc
cotatoacot
acgoacggat
tgacctogoa
gaccacogas
agoggggtoa
eggeggttge
cgtogatgaa
tcoctgacggeo
coggaagtaa
gatagattga
tgoaggagoc
cagagtgata
acattttooo
getaccggac
ggocgagooog
gocacgtteoo
gegotogoag

gecegtoaag

coagooogao
gtgggcggat
attgacocoot
ggtgocggta
toocotggagt
Tcgogegtgt
gooctgttogt
chggecoaty
gatgeggett
togagagoge
agoggtoege
gctcoggaag
cogacogoac
teacccatog
acagacgatt
cctoccacegt
gacgaagoge
cttototaca
toggegecog
gacggoacga
ctggogoact
gaccgtogga
togcaaggog
ggtccagokta
ggtgtgctea
aggatgcooog
cgggcggges
aacototggg
cactgogoge
tactgoogoa

gtgotoogga

cogoooggct ogtoggocty gocatogooo

NO/EP2691412

34140
34200
34260
34320
34380
4440
34500
24560
34620
34680
4740
4800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
3sa20
35880
355940

36000
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ggoctgrees
tocctgatoak
cgoocckbogac
gtagoacgge
teggoggoac
acggogocgo
gatggocogoyg
cgteggogac
gtgoccogac
ggcgcagtte
gtiteggtoog
cotgggocog
ggtocagoag
gobtgggetac
tgaagtageg
acgeogtcatyg
coogggettt
aktccagatoo
gagatoggoe
tggtacctgo
cctotgateco
gogttoggog
acgtacgooc
gaccacgbge
gacctoggos
acgcogggga
caattggoga
ttectgegeg
gtggtcagog
ctgaccgtac
gaagagacgg

egotcaggat
cggatteggy
cgggacayty
gatggeectyg
goeggteceg
cectEocgoog
cgggaccacy
gageggeage
gtegeggeag
cogeacggcy
ggcttgttca
goggaggaas
togtgtgocy
gtgcaggtog
CACCAGOOOE
cogtttogga

gactgaagga

tgacogtgot
aatggaaggg
agcteggtge
gtgtegacck
tocaagogogy
cgagtotgga
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gocggggogy
togooottge
acgaggtogyg
cogotogoga
aggaactggt
gocagttott
agcatcoggg
gyggocogog
tgcagatgoa
goagtgatca
cgoacggooa
gtecggecgy
agatatttcot
goggoggocc
agttecaggt
atggtcagat
goaacgttte
tgggcocggaa
getegtecgg
gaaggtcatyg
catgtoggge
gatettegge
cgogooggot
ggogoogaty
gtebecktte
ggtCaacggy
ggcacacgtc
egatgagtte
gotgatogac
cggoacootyg
catcaceghte

toaggacgge
ggotgaccag
gacgoagtga
cgagttogag
dggaagooca
aogogghoas
gotocctegta
cgatcaggge
gogtggogat
coaggtette
goteggectyg
coggaghgag
cgagoogttg
ggccgaaghty
sotgaaagag
tgoocgaacey
cESgagaaag
gtrotgoggt
gtgcacgogy
soggocggTa
qrggtccagg
atgotgoggt
totgacotgyg
googtgotoa
accggooagy
googooggtg
atcgocggtgy
ategactaca
accgtoggog
ctocogggt
togaacatte

etbEggoagaa
gacgacoogg
gebgogooga
ctbgtoctog
goctgoggte
Sgacgogogg
cagcggguty
gtogacgogo
ctoggegtog
gacgtagoog
gegggoggoec
cogggbgoce
gatctgacgyg
ctggtgeges
atagtbtoacs
gtettggacg
cgacaggogc
acgacgaggt
cgggcatcaa
tgaggooggo
cggtogotoc
tocooggatt
ctoacaagoo
cggoctggoa
tgoacoagos
gagtgggooa
cotoaaghog
coasgacgoa
gocoggacgg
tottogooga

aggtacgtte

agooggaaat
ctggggggag
togoocgacog
tagetotoga
tegaacgoac
teggecagag
gtgaacacgt
ctgteggaca
gogtaacgge
atggogatte
cgoagoaggg
togggggtge
ctoagogoog
gooacoacgg
stegeagagt
gocatgoogt
gatgaaggog
googgotoaa
coogooggac
gotggagtto
ggacgtgoog
egacggocgy
ggccggtato
gtacctggte
ggtgoogate
tttogogatyg
goacgagogy
ggccgoggac

ctcacgektto

gtacgaccog
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36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
3e780
36840
38900
36360
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
ITEBD
37740
37800

37860
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cagotagoeg
acctasooga
ggoaagatog
tacgoccacy
accasctgga
goagoggogg
gacoggooog
cogogageag
cacgooggbt
cttoggaaga
tgectoogetyg
egoctoggog
cgtoogogac
ggttocatgte

cgtacacctyg
accagtocte
tegoggogaa
ceatcbccbo
cgtagaagac
bcecgatcat
cogogggcgc
gtegtggaag
catcatakbeq
tggtgcaccy
ggaacgacgyg
egoogacoka
ctogoocoget
gagcgageag

ttgacacaca

agatogggog
b oogaagee
tgctgacggt
cctbggacga
cogteacgat
tgotogactt
ggacctocagoe
cogoggogos
tectogogte
cgctgacogo
cogbgoogac
acogatogos
chocoggacy
gatcacgagg
aagegtoogg
gatgocggoge
gogataggge
catokocagg
gtagatogac
tegogtobge
aggaccggcg
catgotooca
googoogacy
gattococegeg
cgeccoaggs
goacggadgog
gatagoggga
agtggtggga
cacaggttoa
cotooocogga
cocgagootgt

gegegtegeg
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cotgttogac
ggtcagcogea
ggcctogtga
gttgeatata
O L ALy
catottoate
agttgooocag
atcttgacgg
getgtoggyoc
cgoctoccoog
gaggtcteeg
gegoagoegta
acacgottog
acategotgg
tagtactega
agcaccgtot
aggoogtoga
gaactgatoo
cggtogagga
aagaagtaga
gtgtagaaga
agototttgg
cagatcactg
cacoggotot
goaggtgacy
gtgttogaat
tcatoggagy
caggggocac
ctotoacegg
acagogogta
gtggacgeeg

aggoocteca

gaggygoacac
cacacgogag
tocgocgaaac
coegagotagg
gogatgoteg
cococogtghboa
cogaccogat
goaggoocag
aagtoagogyg
atcctggatg
gacggotgag
agatgogaoog
cgtogteggyg
cggaatagtyg
cgagactttg
cgaagtoege
totoaagoat
tgoocgaggte
cgttgtegte
gotggagaag
goggocaggat
cgatoagate
cocatacoctog
tocacggoac
agoatggoot
ctacgtgoto
tgatcatgta
tgaogaaagt
tgaccaagga
caccgatocag
aacgtgtogg

gocatacgag

tocogggtogy
cogogcagyy
tocagoagge
aaseggteot
goocogtoga
gctoggtgag
gagogoggge
tegegetgoc
teattgtgoe
cggoggottt
cegtgotgeq
gackttogoo
gobgttocace
ctogtgoacs
gtoctgotog
totgagatac
catetesgog
gtgattgact
ctgtttgtac
gaagggatag
cgggtigtoo
goocacgott
ctbtoctttocoo
acgoaccgoo
cogtoggacy
gtgooctgga
gegggtgggc
atcogoagoc
aagatogooo
gagaacgacy
ttaccactog
ggoctoghtoo

getggacage
ccacatccaa
ggtggcgaac
ggeagaagan
cggasgogag
cggtgtoocca
goegagtige
gegtoeggatt
accagtoaoa
cacggoacgo
catgosgege
acggoaaggy
acgtoggtge
cagtogtegt
aagtoacgaoa
accatgagat
agoaacsoot
ttggogaagt
gecteocttga
cgottegoog
tccacgotot
gtettecoga
gggacacogt
geggagcgca
accgaagogy
tggaagacga
gyaacgacygc
goegotggagt
goatgocagy
cogogaccoo
acgaccagoos

eceggtgega
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37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000
39060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720

357840


kls
Rektangel


grogoaggoc
coagtggoge
gggegotgat
acgagacgat
tggocactog
gatocctecac
tocaatbgatg
actagatgog
gocogggege
tatggogges
egtogananc
Jaaggggoga
coagoagtgc
tgascgetge
tegagtiggg
ctotgobgag
acatghgato
Iyaaggcay
cotgtboggt
acgaccoate
gocegebgtt
ggcggacaga
toagogoato
ggcaccgaac
togetgtggea
cagoggogto
cgagoggess
gaacgtoogy
gogcocacage
ggtgaagtec
gogoagtgog

FIFFaagoge
goccatgoac
cttogoacos
gacggootot
gggaaaactyg
ggattgoceg

ggoggtggto

ggatatcboa
atcoctettt
tetbotgogy
gggoogotoc
agoatancog
greggeggoc
tecggegace
tgagaggtog
acgtgtgtog
accagbggge
CRgUURCCy
cggasacgos
qogrggcggc
cggtetgeas
coggatgoeg
cogoogtoge
tgegteggee
agggogtogt
gogatotoge
gegacoggog
gtgaggcggy
gogtagtact
atctogtgea
gatgogggat
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tgocacaage
cggtgggogs
gatgtgoans
cottggegea
ataggtgtgy
togagegegt
togtaacogy
cocogackgot
chttogatca
gttocatgag
googooggoa
cbgaccaggt
tocochogatoa
cggogoagoa
acggatocoa
Jogagegogy
atcogoacoo
accotgtggt
goggggtgto
cgggtocgugs
getgttegag
gatgttogte
ggectgacge
egtagacctyg
CAaARgoggag
gucaggtogt
tocaggtgge
ggcogaagtc
cgtoccacte
tgacgacgat

cgggcaggta

gogtoagago
agtgtaogan
atagttoggo
cogtegtoce
acggegtett
cacaggtgag
coatgagaag
caagcogoac
gtgaggacat
gogtoatgto
ogoagagoag
cggagootgyg
cagatgecty
gugagtggte
atttaggage
agagooooac
gtttgacgge
gatoganagt
tgtotoooct
gagcogggott
ctgocagget
acgtagogog
gttggacgoc
agetetgegg
gtggtoogge
gotgagocag
cacttoogge

FEIFacgycy

catcaggatyg

gatctbtoate

tgtgaggtgt
gtocatgatkg
gooccaggaca
geggagcage
cagttogagt
tgocagtoog
cagogogeko
gtactbgata
gaacagogoa
tgageboanc
coocogoaace
tgoggtgact
agoacogtos
ALCgOoTtay
ggogtagtog
ctocacttgat
goocggacatg
googoogacy
tttecacege
teggoggaca
cacggtgrgt
tgbtggtotoa
JacAgTacga
accgtgacge
ttgaggacoeg
tgoocggagge
coggocogooa
ggacgtgacyg
ttcagoaggg

tacctgooga

tggagangan
goaggoogga
cogtgoagaa
aggtoctoga
toctcaacca
atggoaagga
aggttgatca
aggagatoot
agagtoagga
groacggagyg
gagasaatgg
tgtagoogat
cgggegotyy
agactaatga
gtggoagoag
gtgacoagog
ggegotgoca
gtegattact
googtgggag
CoggaLggeg
gacaggattt
toccoctgocte
gocgagogtyg
ggtocoggay
cggogttgoyg
cgggatetos
cggogtogay
gyaaggggcc
gegacgtgtt
acgtocagacyg

coaggacgto
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39840
359900
319960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
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gaacttoato
gagoocogoo
tococcacgacy
toaggoaaag
ttaggtgaac
gtaacocgagao
gttococacg
aggaagtgag
tgboogaagg
googoacgan
tgtgttgogt
agaggoggoa
cgggtgtgta
tgatoacota
cacoggtoge
agtaoooggt
cggooggLyc
cacktgasoadg
tocagttogte
eogocagggt
coggogogan
teacogogat
ggacgtagog
cooggatooa
egtegtgoag
gooaggtgoa
cggoogoocac
tgtactgaac
aoacakoogg
goagegagcg
cggaggtgcyg

cogegacoga

ggocaggbga
toctghtgoca
tgtcageogg
atgtogagga
ggcgagatcg
aggtatgogt
goaggtggoo
gtgtggtocg
CQIoPTISTT
ctegategtg
cgtggoacga
tooccboghog
cagoacgaco
ttbegbgoegy
caaccagoog
gotogtgacy
geegotegeq
ttogogacac
coggtoggoa
cgoctoogoo
acgotoggcy
gogocagogg
gragocggag
gtoaccogga
cageggtgto
gocgacgtog
grigocgLgy
gacggcegyg
caccaggagt
catggcogga
coggagatag

gocogooges
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agtoggocag
ggatcogoge
gocogaccag
cgetcatocoe
cotogtictyg
cgtgogooat
agggggctec
gtgttecggy
cgcagagoct
togggtgtga
oggotegoct
checagatet
gectogatgt
cocacgabgt
CCoQUAAggR
gqacgocccocoo
gtggtgagee
ggoccoggege
cgoagoacck
agtcegtagy
aaggeogteck
gagagatcga
toaggagoca
ctgegoaggt
AAAAgFaRS
gtoctggoga
chgagoacga
LeCgacg oo
acgtogaceg
goegtoagea
gegteggacy

agoacgooga

gtocgoggot
ctbgtggacyg
ttgggoggoa
cggacgtact
aagggtoage
gogaggecte
goggtgtotg
tabtgtocacga
tgoogotgga
bgoooagata
cgrtogtgoag
goctocggocag
egotegaaan
acagotogon
ggacgogacg
ggacotagas
ggaccteggt
cggacggoac
tggecgggog
ceggoaggas
gaagoogocg
ggecggaagy
tggtgaaggt
agtecteogg
ogatoaggaa
googtgtgoc
egoccogegy
coogagagan
ggcgggogoc
cggtcogtac
accogasggy

agaaggegeg

tegtacegea
gttecggggt
agoagagaga
coggoogace
ctttggtget
cagggooggt
gagcactgag
acoggagogg
ggtgogtgeg
ggocaccaca
agtagtatog
gacgoogtgy
gtggttegeg
gtogtgecac
gotototbog
ggogoogace
aCgoogoacs
cggtacgtan
googagggga
gacgttotog
gtogaccgge
oggogeegeg
cgoocccage
tgtcagoaga
catgtogtgy
atgggogatyg
ttegotgete
gtgggeageg
gtoggacagt
cogagagegy
egogggacey

egegaagtes

cogagtooge
cgegotegat
egtatcocag
goagggtgcyg
cgctatcgga
cgtgogggga
tgococotghag
gacatgtacg
atcocogoogo
cgtgogegga
Acgacgagoa
acgaggaggc
cegaagacga
aggeceaggt
goTtggoggt
q‘tﬂ'ﬂﬂmﬂl
ggogttecca
cggoocoggt
gggaaggega
gacagtcogy
toggogoogt
tegegectea

tggatgtega

aagaggggea

gtgocogacy
gacggotegy

cocaggacoga
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41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42800
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
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Foaggacgag
Soagaaogga
goagoacgtyg
gggtcacgac
ctocogeacg
otogatotoo
atoggtgtec
gacggtetgt
gtgaggoogg
FoCgIE oy
gtegtegtec
gtogbgotgy
catgooogoc
cagogeggog
ogoacgyoag
ctocgacaca
gttcatcatg
cgogtgotic
gtgccgggat
ccattoooge
ggtgaggaag
cteggtocag
gaggtagtag
ttegacegag
gtocagtgct
cogggtocgy
gtecgesceg
gtgocagtog
cotttoggeg
ggagggegta

gtggggcteg

ggogacoaga
ateggogasg
catgeccogt
agoggttecy
gtgotogtot
agoacgatot
acgoocacet
tegatgtegy
cgogbogggy
cgggocaggy
gooagagos
atggtoboga
gggtgcttga
goctgatggy
tgoogggoct
tgggoggoga
agggrggcgy
gaacggagty
toctasgoas
aggaagttgc
teccacggtes
tocccagogog
teggtgtaga
gtogtgaacs
tocogoocages
ttgaacttog
atccacacag
gegrgtgccy
ggggagactyg

atototgtag

gotoogtaac
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tagoogggte
aggtogotgt
coggagectt
tgoaggacta
cgaagacgat
ggagcgogtyg
cctogacace
tgacacktage
cgoggoggga
cgogoagott
ggacgatcga
tacggoggat
cgeogttget

coggatoget

agacccogat
coccattgoag
gagogooggy
gttogtogag
togtoctogaa
ggtegtecgt
attagggoge
ogggaaccgy
agtgocgacog
aogegagote
googgtocac
cggtggtggy
gtotgagoag

acgtgogtge

goaccoogog
aggacagege
gtgoggogac
cgogatoaco
goggtocteo
gatcgagteg
gatgoegoagt
cEgtgacatyg

ggoggacgoo

ggotbttgatyg
catcaccttyg
gecggccgty
acggtoogog
groegoacagt
caggagooge
gagggoggac
gocctgogga
coggtocagy
tgocoaggag
tagggtgocg
catgaogtga
coagtogaag
patoagogedg
cacogoggog
gooegeogta
cagegosogyg
ggatgacggt
ggtgacgteg
tgocagoagy
googtoggog
cgegacgtca

cgacagoags
gtegecgtee
goggacgags
ttggtgatag
acctogatgh
dagogoggoa
tgotoggoga
gogtggtgtt
gagactgacyg
tocagagggdg
gogtocgogyg
gatgtggaat
agoaagatgt
toocogoatga
cagattetge
gogogtgact
tacggetete
tagegggoct
gagaagotga
aactegatga
togatgoggt
atcttghttga
cggtgegooe
FFooggacga
tegggecega
acggogggca
togaactogt
cogaaggogy
gogatgghtgt
agcaccttgeo

gagoogooog

coogoggooa
tggcccegge
goggogaaca
cggcogogaa
cgtagtgcty
aggagogoag
cggatoggeg
gtoctgttet
gtocagogage
tetococaacga
cgtococacoga
gogggragaa
aggocatgeg
agacggagaa
ggatcacegy
cogagatcac
gtttgtagag
goaccagtga
coctogtecty
cggocgecte
coaggtoocan
aggtcatgte
Joagggooag
tgtoctogas
cgacgtacas
geggetegge
gcaggtageg
ggacggtgag
gegggFgoac
cgogegtigt

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

45420
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10

15

20

tgatgacgct
cggtgageeg
gggggacgte
tctococbggac
geagacgeeg
ggtaggegaa
cgaggagece
t.lzlqtqﬂﬂtq
egotgteggt
Etgﬂﬂtﬂﬂﬂl
cctegtggty

tocoogocgo

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gagtacgggce
cgtgteggac
ctocagotgy
gaggtggocy
cgggtocoegy
googgogaty
coagogoates
cagttgcteg
ctggtggccy
gtegtetecy
gegacgteg
ctgtteggoy
cttgegotga
agocttgogy
gtcgacgagyg
gtegaccagt
cjogacgasg
gtgegtgatt
cggaatogaa

ccgoaggcay

4

37

DNA
Kunstig

Primer

4
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agegectega
gyggocagas
agacgggoaa
gooctgoogos
Ccoogoogags
acgacgtect
gtotectega
guetgggtga
gogaagaaca
toctggagtyg
gogacgatot
gagttgtteg
gggatoaaaa
agatocacog
cgttecacce
cagogoagos
cocatcaacg
cocottggoga
Cacgooogoa

gogttotecg

tgetgttget
goacgtoggy
ggtgtgtooc
ggcggacgbe
cgaaggacgo
aggtegggta
coacogoact
geagogogtyg
tocagoaggat
cogtgagoag
coocggagoag
tacgggtotyg
goaggtooga
googgtctte
cocgggogoat
googgtgato

gocaccogto
coctgggate

cagagaattc gcggtacggg gcggacgaca aggtgtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

39

DNA
Kunstig

Primer

5

gcgcatgcat gtgccggtge cggtccgcga geccgecttgg

gacgaacgag
gaaccgggtyg
gatacagaag
gaagaggtoc
gaggatggeot
gogoateggy
cocacgggace
goaggegttyg
catgoegtgo
gacgotgatg
cgottegate
catgooggtg
gatgacggtyg
cggoogtgtyg
ggectocace
cgogacghgo
cggoacttog
cgtoagoact

gagttggace

ggcacgggoc
AAgAAtoogy
tgcgggocgt
gegtocggec
tetecceggt
aactggttea
tococoggogoe
acgagtacgt
agttegetgt
aggtogtocc
cgtocgtoga
agoacgtgca
gtggggatgy
gogagotggt
cgttocgggy
g'l.-l.t E q‘l.t. ga
cogogugcsy
cggogoaggt
ggaacggctc

37

39
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45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560

46536
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10

15

20

25

30

35

<210> 6
<211> 40
<212> DNA
<213> Kunstig
<220>

<223> Primer
<400> 6
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cctcatgcat ctggaggacg tcgcaggtga attctgggcg

<210> 7

<211> 33
<212> DNA
<213> Kunstig
<220>

<223> Primer
<400> 7

gggcaagctt ctcctggctg agcttgaaca tcg

<210> 8

<211> 3994

<212>
<213>

DNA

<220>

<223> DNA

<400> 8
cagaggatoo

ctegeagect
acgegetgga
tggacggcgg
agacgaggtt
tgtgagggge
cqgcgsagaq
gtetegtege
gocgacgoog
acggoogaty
aagagectge
atgogggatg
tacacocgtga
teogtgetgg

Kunstig

fragment

goggracggy
cacaacgctg
tocbgobgaag
tgctggacge
gascgacaag
agggeegteg
accagtageq
togeegtage
ctgtgecgge
ggagegeocte
gagtgctege
tegaggaage
agagctegge

ccaccgocaa

goggacgaca
ctggeegegy
gtectgatog
cacattocgaa
choagggogt
agacaggctyg
gtcatctatyg
cgoagoogte

gotocacctto

etggecggeg

caaggaagoc

ggaccacgac

aggtgtogtt
eggtgtacet
ocgacgaagat
aagogoctgo
etgagtactt
tgtacacaag
aggggatact
grtgoocggoa
atctocaaagyg
agogooacog
agttogggas
gogacttoog

gocgogttge

acgacottaog

googogocgy
cacgtogogg
tgcagacogyg
tcaatacocog
cggttgagta
googoggtge
tcatgtocaa
cegtggtgtt
CCACogoooa
tggoogacaa
ttgegoocac
cgacggockta
coaagggogt

agococaagy

40

33

cactoggact
goggtggacy
etgeacates
cocooaacgyg
gttetgooea

goagagogot

ggcgggegey
ggtgtgcace
ctggcacgta

NO/EP2691412

60
120
180
240
300
380
420
480
540
&0n
BE0
720
TEO

8B40
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accgtoaago
ggacogtata
cactgocaoa
cocacgatgoo
gogotogoca
gogogggyoa
cacgooooac
gocgoogaac
ttegooggge
CAgooogag
CACCACAAgC
agtgatttgg
cctatoggga
ggatgacgat
tettgogagt
tgatgogggc
agraggggga
tatcageoage
attccagagyg
ctegeggace
tgogacgata
aatcatcoac
teggtgoage
aactEttoct
cctogotoca
taggattaat
coctgotgoo
accacctggt
aggtagtaga
toctogocto
ggoacagote

cegtogtagt

actgacgget
gogacctooa
gagoggacgy
goaccactoo
aacacggaoat
gooagaaght
actgoogtgt
tocacogooct
cotgtoagaag
cggoagttgy
gaaagagogt
Jqacacacceg
acttgaagoco
aattteooggt
getgegogtyg
gtcocgaacca
agttegtgga
qgoegbgacca
togagtacac
gooacoggoa
catccattga
tgogoagoag
gaataotogoa
ggagaagcag
ggtgtocttt
gtoctatotao
ctoccoggato
cgagtacggs
gotagacgtg
cggoctgogo
coagttgotg

eggegeegge

103
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cogoccoges ggaatgatga tagoggooog

ttggaccogt
agttcacckg
gogogogggc
ctogogegac
aogggaggag
catcttcacg
cgoogaccac
gactocogga
ggcgotococey
cogteggoaa
aacgegecgg
goococtgooga
gagtctgooe
gotbgtaggy
aaatagotto
aateggotog
aateogoogoa
ggacgoogag
catgoatatyg
aaaactaatyg
agocoggaat
ctggoggtgy
aaggaattog
ctocaaggaca
caggyagaagg
gagtaccacy
gtggaggaca
ctoegoogygg
cocoggotge
cacaggatga

cagagegegy

tgaacogoan
goggogacgao
ggatgoagge
tacatattog
gogotgaggg
gtgtacgageo
ctoacegeoaes
geagtggaaa
cgoggoctgo
getgacgggt
coggatatga
gocaacgett
aaaagggtac
tootaatgas
ggacagoaac
ggogagooag
agogotgeooyg
cacgeoteotgt
gaggacgteg
goggttgata
cagaagtact
cgotocatga
gotggoateg
togooaogat
acoggobggt
actacctoca
coggtgtgeg
acogggtggt
cogaggIegc
cogogttoga

cogaggtege

gacgoggtga
cgogoatcty
gaagtgacte
gogagaagat
aggogoggga
ggaageggot
acggotbggt
aoggogooca
coggacacog
cctecatgaag
ggaatogeot
gactocoggtt
atagegggeg
taggobggac
tgetgectte
asttascege
cctatgtgoo
ggogectggt
caggtgaatt
tatgaccegyg
ggacgtcaca
atcogaagoo
ggggatgete
gogoaatooa
cgacttcate
gtgggocges
googgtgaca
ogococoggaca
ggagaccgyc
ocgaacgooog

cgogoaccea

cgogocggga
actoogooca
acgogogotg
ceagotogas
cagoacoagg
ggtcaaggeg
eggtegoaas
cetggagata
coogacgaga
aaacgocogg
gatttaggaa
agggocagat
ccggeggtge
catagaaaas
aagggaaggt
tgtogatgga
gtegtoggtg
cggogagooo
ttocaagegy
ctgggogtoo
ctogoagage
ggaatoggat
gocgggaagg
ctggggggct
accagtgatt
aaccagcaca
gaceggotga
gaagcoggtg
agaaacctog
gaacgogtot
cooagooggg

atggacogok
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200

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760
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accogoaggo
geocogttege
cogaggtoaa
aggacgtoot
ggctgogggt
cogtacgogt
tgtacgocas
aoctaagoog
coggggattt
cetecacoctk
goggoogghy
gaagtgtacyg
cgacacaace
gegooggtgo
acogtocogo
cgocggatge
togoogacgg
grgaacggca
acegocagga
tacttocgoo

acgatgttcoa

cgaggtgtge
caacogogto
goaggecata
coagggocte
gatgaacgcc
ggagttectyg
gt acgas
ggacgaggcg
ccggtgcggc
gebgtocatg
cgacooggac
aacgtoogot
cactggyoaat
tgttooggoa
togooggoto
gataaggaga
totacggggt
cagtggagoo
ggctggagtc
agatogogoo

agctcageca
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geggtgtteg
ttegaccegy
atgogotaces
taccgoogeo
tococogectgg
cooacgggeg
hﬂﬂlﬂﬂﬂlﬂc
guggagttge
atctacgtes
gtggoggtos
cgotocaceg
gtaccgggag
ggtagtocaca
cggacoogas
caccctgate
aogggagota
caggooogog
caccgoogac
oggottoggy
cggogtggge
ggagtotaga

ccegotacgg
cogaogtgga
acggyoggoac
agtacgagca
tgteegtoga
aAacacaccga
cggocgaact
tgateggoog
agggogocac
gogogggcga
gaagoaaggc
gattgogacy
togoacgacy
gcgocgacy
ggccacatga
atogtcttce
goocccacct
coogoogeog
CQogIctggy
goocttocacee

gooo

ctacagogte
oagactbctac
caactacgoc
gaaggtgtoc
acocgogocag
cckggacgoc
gctoggoggc
cgactaccgy
cgaggogaca
gatcgocogy
agcagegggy
gegtegtoot
acgtooceggt
cogaggesgt
acgtogagaa
agggoocogoa
gggacttcoat
tgotggacat
accaggagtao
tgogggtaga

googactoca
ttogoccogo
gtcgtogacy
ggegocooga
gaatoogocg
gacatggtog
gtetecggeg
ctoggoacca
cacggoatag
togatcacog
aacaggggct
gogogtttatg
ggooaccoac
cgoagoggge
ccagoaghgg
cggotatgte
cgoagtacac
agtotoogac
ctecctegac

tteegtgeag
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2820
2880
2940
3000
3060
3iz2o
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3800
3660
3720
37RO
3840
3900
3960

3554
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Patentkrav
1. Forbindelse av formel (1):
0
@)
NHO O HN
.
NH
HO
5 Formel (1)

NO/EP2691412

inkludert alle tautomerer av den, eller en isomer av den der C=C-bindingen i C-

26,27 som er framstilt som trans, er cis, og inkludert en

metanoladdisjonsforbindelse med den, der det er dannet et ketal ved & kombinere

(eventuell) keto i C-53 og hydroksylgruppen i C-15 med metanol,

10 eller et farmasgytisk aksepterbart salt av den.

2. Forbindelse ifglge krav | i fast krystallinsk form.

3. Forbindelse ifglge krav 2 i form den krystallinske polymorfen Form | som

15 har fglgende rgntgenkrystallografiske data:

Toppnr. Posisjon [°2 theta] | Relativ intensitet
[%]
1 6,2097 6,86
2 6,5031 7,76
3 8,2581 27,43
4 8,4838 33,64
5 9,5994 23,88
6 10,0981 8,54
7 11,0546 29,76
8 12,5883 14,81



kls
Rektangel


106

9 13,1703 7,1

10 13,9184 100
11 14,2891 13,04
12 14,9759 10,37
13 15,3159 5,81
14 16,8844 18,15
15 17,1816 9,72
16 17,7384 53,03
17 18,1703 9,02
18 18,5613 32,19
19 19,0241 52,81
20 19,4201 5,08
21 20,0954 13,7
22 20,449 63,25
23 20,8962 43,44
24 21,1871 15,02
25 21,6388 16,08
26 23,0029 50,8
27 23,2869 17,19
28 23,6883 17,16
29 24,1071 13,7
30 24,2587 19,55
31 24,9948 13,34
32 25,209 26,16
33 25,9577 10,06
34 26,4298 9,38
35 27,3687 111
36 29,0171 7,95
37 29,5603 5,14
38 30,0609 7,35
39 30,5824 6,5

40 32,1814 4,39
41 32,6521 6,74

NO/EP2691412
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42 33,5957 6,6
43 34,7946 9,04
4. Forbindelse ifglge ett av kravene 1 til 3 til bruk som legemiddel.
5. Forbindelse ifglge ett av kravene 1 til 3 til bruk som legemiddel til

behandling av virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-infeksjoner eller som

immunundertrykkende middel eller antiinflammatorisk middel.

6. Farmasgytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifalge ett av
kravene 1 til 3 sammen med et farmasgytisk aksepterbart fyllstoff eller baererstoff.

7. Farmasgytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifglge ett av
kravene 1 til 3 sammen med et farmasgytisk aksepterbart fylistoff eller baererstoff
0g som ogsa innbefatter et andre eller pafglgende virkestoff.

8. Prosess for & framstille en forbindelse ifglge krav 1 som innbefatter a

bringe en forbindelse av formel (V)
O

0
o, P
U én?::ill
Formel (V)
der begge R1; hver for seg er C,_4-alkyl eller benzyl,
til & reagere med en aldehydisk makrosyklisk forbindelse (av formel VI):

Formel (VI)
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9. Forbindelse av formel (VI):

Formel (VI)

5 10. Framgangsmate for a framstille en forbindelse av formel (1) i form av sin
krystallinske polymorf Form 1 ifglge krav 3, som innbefatter trinnet & krystallisere
en forbindelse av formel (1) fra metylisobutylketon.
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