(I

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial

Divisidon de Nuevas Creaciones

cl

SOLCITUD

PATENTE DE INVENCION

o - .
0b—bH l
. EXPEDIENTE No.

2

—r

COMPOSICION PARA EL TRATAMTENTO DE LA INFECCION POR
s54. TITULO

VIRUS FLAVIVIRIDAE

. CLASIFICACION INTERNACIONAL __ A6+ =

5

—

71. SOLICITANTE BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

—r

DOMICILIO Ingelheim, Repiblica Federal de Alemania,

7. APODERADO TMTLIO FERRERO

C.C, 438,019 de Usaquén,

22. BOGOTA, D.C,,

(FORMA P-10)



CAVELIER ABOGADOS COLO 08255-841-016-0 PRPAD-000314 _ /

i

. . SVER
Industria y Comercio ticcio : s, Falines |
SUPERINTENDENCIA Foecka (i00): 205-85-85 15:41:13 g

Trmite 1 81 RCT-aIDNT

3MF PRESENT
Bepessicacia: 2820 DYVISION 3 mmﬂﬁﬂé;l "

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT &
ENTRADA EN FASE NACIONAL 99] -0S-0S
SOLICITUD DE:
@ Bd Patente de Invencion. [1 Patente de Modelo de Utilidad.
| L capitulol. B capitulo II.
Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH
SOLICITANTE | 20ciedad constituida y existante bejo Ias IDENTIFICACION
™) layes de la Republica Federal de Alemania C.C. O NIT O
Direcci6n: Binger Strasse 173, C.E. O oo [
655218 Ingelheim, Cual
Republica Federal de Alemania
Donmicilio: Ingelheim, Numero
Republica Fedseral de Alemania
@ Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4% No. 72-35 ce. NIT D
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE F:x: ne 211 B8 50 C.E. O Otro O
O APODERADO E-mail: clientes@camyp.com, Cual __
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 438.019 T.P 31.929
@ 1. Danlel LAMARRE 2. Lissette LAGACE
2100 Cunard Street, 2100 Cunard Street,
Laval, Québec H7S 2G5, Laval, Québec H7S 2GS,
INVENTOR (ES) | Gqnada Canada
(72)
PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/CA2003/0016834 Fecha: 24 de Octubre de 2003
Publicacién Intemacional No. WO 2004/038833 A1 Fecha: 13 de Mayo de 2004

©

Titulo (54)
COMPOSICION PARA EL TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR VIRUS
FLAVIVIRIDAE

©

Clasificacién Internacional (51) CO7K 5/08

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) NOmero de Solicitud
us 28 de Octubre de 2002 60/421.800
| Si Noll us 27 de Enero de 2003 60/442.769
@ Comprobante de pago No.: 05 — 34.757 Fecha: 11 de Mayo de 2005
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 443.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@lzl OO ODOEE HEORER mmm@

FIGURA CARACTERISTICA

@

Salicito la concesién de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO
FIRMA : iaﬁ-—-' - Vtea—>

C.C. 438.019 de Usaquén ‘T.P. 31.929

RP
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AVER R - For_patents, utility models, industrial designs,
.ﬁBOGi-BE'- - trademarks, commercial names, trade embiems,
EDIFICIC S1stM : - slogans.
I
8 - COADMMA Para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fibrica, nombres
comerciales, ensefias, lemas comerciales.
REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND 92 55
POWER OF ATTORNEY 0569
I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado {s)

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

of/domicillado (o) on D-55216 Ingelheim am Rhein,

GERMANY

ml resents nombramos a GERMAN CAVELIER, 832
LO PERDOMO, tps. 83); EMILIO FERRERO, h?.'
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555; domiciliados
en la Carrera 4* N® 72-35, Bogotd, Colombla, en obedecimiento a
lo dispuesto en el 1° del Articulo 543 del Cédigo de
Comerclo, el primero” como principal loa demds como
suplentes, en su orden, como mls (nuesiros) representantes en
todos los asuntos de propledad Industrial con farujtad
reclblr notificaciones 'y nombrar apoderados judiclales o
ln}ludlchlu. El primer represeniante suplente reemplazari al
ncipal en caso de susencla o Impediments temporal o
definitivo de aquél. La mismu regla se aplicari cuando el
segurulo representante suplente Iunn de reemplazar a! primero,
0 ¢| tercero al segundo. En tales casce, el representante
principal, o el primero, 0 seégundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su Intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracidn autenticada por Notarlo “Piiblico en
Colombia, o por Notario u otro Funclonario Publico, o Cénsul
de Colombls, en el extranjero; y sl se tratare de impedimento,
con el certiflcado respectivo. Sl siguno de los nombrados falisre
definitivamsnts, ¢l siguiente tomard su lugar. Cuando cesare la
auserwin 0 lnipedimento del representante pdnd'rl, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
representacidn, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, o en ese
momento el sjercicio de la representacién por el primaro,
segundo o tercer suplente en su caso.
Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nembrados, mrrl obtener la proteccldn de ml (nuestra)
propledad Industrial y contra la competencia desieal, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados parmm que me
(nos) representen ante cuslesqulers  entidades o nas,
ejerzan © no jurisdicclén, especialmente ante las del orden
Inistrativo, contenciosc-administrativo y judiclal, asf como
tribunales de arbltramento, en todo lo concemnients a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utllidad, y diseflos Industriales; el registro de
marcas de fibrica, colectivas, defenslvas, de servicio, lemas
comerclales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegatales y denominaciones de origen; su renovacién, traspaso,
camblo de nombre o domicilio, canvelacién voluntaria; 'y el
regi*tro de licenclas de uso de esos derechos; b) Las acclones de
cvmpetencia desleal, pruteccién del consumidor, o
observaciones, cancelacién administrativa y judiaal, nulidad,
medidas cautelares, concesidn de licencins, la tulela, Ia
proteccién de secretos Industriales, y en general las julcios
civiles, penales, administrativos o contencloso-administratives
relaclonados con estos derechos; acciones y procesos que
Promovamos ¢ e nos promuevan Y para que en toduﬁnl
ssuntos arriba determinados, sustitulr este mandato,
transigir, concillar, admitir los hechos del process, dealstir,
c:inm , reciblr, renunclar, y ratificar los actos de agentes
oficioscs.

in due compliance with the terms of h 1st of article 543
of the C:mmldnl Code, do l::en "'f nt GERMAN

CAVELIER, tpa. 832; GONZALO 83); EMILI
FERRERO, tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpe.
23555; domiclled at Carrera 4 N" 72.35, , Colombia, fhe

ar O

first as principal and the others as alterna
thelr appolntment, as our re ntatives for all industrial

rty matters with faculty to receive notifications and to
appoint a in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal In case of his absence or of tempoml or
deflnitive impediment. The same rule will :Eepli;f n the
secord alternate re ntative la to replace t one, or
when the third Is to replace the first or second alternates in thelr
tum, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the firet or second alternates in their tum, or
both of them, shall state their Intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary
Public in Colombia, or before a No or another Public Officisl
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
lppmrrhh certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or lmpediment of the pal
representative, or of the firat or setond alternate in their turn

ceases, the representation gansheciniep-again o their sequence,
the FllﬂdF.', the flrst o9 el 111‘1_.!.‘(. "‘T.'r*.[[."::f-‘;j -
b]ith.mnfldorils O ISO] e  SE R SHEUCY .
the firdd sechiigh 4t N

reprasantation Btethav
tu?nllm.llend n:'zuch - ;;L;‘_._-_, o TA
il"J.- | VAL e a - e )

In addition, we grant a FI:‘* : 3 5\“ DEFe
llm\i'e-nnmodf atto o A qso_tha DoxalIt

rotection of my (our) Ahd : galr
ll:nhlrmwmlgl, forw o -; pthoriy ;
with o weithaut farisdicRon, JoecTARIOHE] adrtis ekl

th or withou RN ApeciR YA (NOYE) adx
administrative l:n.'lllulll'lﬂ ' ---\i¥r: i Twell Niaviifore
Arbitnation Court, In all the P nunmo follow a)
Obtalnment of patents, utifity motidls and ;
the r;;htrlﬂon of trademarys, collective, :efeu:;rl: and lerﬂcll
mal [ ns, commercial names, trade emblems, vegeta
varisties mdcnomlmum of origin; its renewal, assignment,
=-cha of name or domiclle, voluntary cancellation; and the
e ;f:nﬂon of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer, tions or
observations, administradve or Court cancellation, nullity,
infringement, granting of licenges, the action for k
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civl, penal, and administrative auits uhﬂnf to those rights;
actions and sults institued by me (us) or against me (us). And
that in all the above matters they may substitute this Power of
Attorney, compromise, conciliate, lJnlt the facts of the case,
deslst, ‘cancel, recelve, resign, and mtlfy acts done by
representatives without a power of attornay.

Ingelheim am Rhein, 12.72.19%5

Glven and signed this/Dudo y firmadu hoy

BOEHRINGER INGELHEIM

in/en INTERNATIONAL GMBH

PPQ

.. Ppo. W

Dr. Dieter Laudien ‘-dif]

Dr. Gerhard Huber
~ Flrma

Signature

CAVEILIR ABOGADOS
WI'ODERE-1 (MINUTA N® 12.1.1.2.5)



LEGALIZACTON

El Seflor Cdnsul de Colombia debe expedir un eertificado
consular -uhn (1) la existencia legal dc In mm ﬂl m olo

el puder, {2) que dsta eferce m

personss gque o 1 el poder entéin lutnrlndu dnrlo A
aste cfectv les soliciiomos que muesiren al Sefier Céneul las
prusbas que acreditan esos hechos (1), (2) y (3).

© bt
MO NOTARIO

oX 8
"IGI'DGGIII Cﬂlﬂﬂu CON L OnN

LEJALIZATION

The Colombla Consul must que n con-uhr- umﬁcau, an (l
the legal existence of The company , which. grints
Power-of-A!tnmey (2) that it f' actual exercise of

R poses, and (3) that tlu persons who execute the
Pumr of ttorney s outorized to Jdo so. To this effect, plenst
1%;..110 Consul the evidence Lo prove the above facty 8 , (2,
an

'“"“tl) R, C1
ABO CONBTAR n::" LA




Vorssltige. vor mir gefertigta Namensunterschriften der Herren:

; 1. Dr. Dister L a u d i @ n, Dipl.-Chamiker, wohnhaft in 66127 Mainz,.
2. Dr. Gerhard H u b a r, Rechtsanwalt, wohnhaft in 66411 Bingen,

- mir bekannt -

T L L

baeglaublge ich hiermit.

Glelchzeitly bescheinige ich aufgrund heutiger Einsichtnahme in das Handelsregl-
das Amtsgerichts Bingen, daf dle Frma Boshringer ingelheim International
mit Shx In Ingelheim am Rhein im Handalsregister des Amtsgerichts Bingen
R B 1083 eingetragen Ist und daf die Herren Dr. Laudien und Dr. Huber als

BN T PLREY F

o7 il

| Notaratsverweser
anstelle des Notars  __
Prot. Dr. Welrich in Ingelhelm

| -:::.'::.':.;-':: Ty

't fhar " T ales

FEE L

Nie Echthelt vorstehender Unterschr

Dr. Peter Wirth - Notarlatsverweser anstelle des Notars

Prof. Dr. Welrich In Ingelheim und die Echtheit des bei -

gedrickten Dienst - sbeopeds - siegels werden hierdurch

bestdtigt. Zugleich wird bescheinigt, daB der Vorgenannte
- zur Yornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.

s Notarassessors
N

Mainz, den drelzehnban Deserber neuzehriundertfinfundneunzig
Der Prisident des Landgerichls

‘. Kostsaberpchn
* GebOhr 10r Legaliss

'_; ::::rt :DM JM'

LJdVKostO. v. 2.7.1“7

—

— —



.. CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
' MUNICH

Nr. 169

El Cénsul General de Colombia

CERTIFICA

Que _ el DOr. Hanns Paul Tittenbery ——— , guién autentica la fir-
mdelsigahrhmelmmmtoﬁmhmhmgedn
al

o quien {es) firman el presente documento tiene (n) facultad legal

: suficiénte para representar a la mencionada firma y otargar poderes
en su nobre.

mehaten..ﬁha lavistaladoamtn'cic‘nqmpruﬂnloanterior.

Munich, 18de _Diclembre  de 1995
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TRADUCCION OFICIAL No. S133

de un documento escrito en Aleman, el cual para su identificacion
se sella con el sello de la traductora, lo mismo que la
presente.-

(A continuacidn del poder conferido a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
GONZALO FERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO tpa, 319293 vy LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555; domiciliados en la Carrera 4 No.
72-38, Bogota, Colombia, por la BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH, domiciliada en D-53216 Ingelheim am Rhein,
RFA, a través de sus representantes los Srs. Dr. Dieter Laudien y

Dr. Gerhard Huber:}

L izacidn
Frotocoleo potarial No, 2659/95 Y -

Certifico la autenticidad‘de 1as~firmqs-antecedentes puestas ante

mi por los selores:
i. Dr. Dieter Laudien, Dipl. Chim., domiciliado en 55127 Mainz,
2, Dr. Gerhard Huber, abogado, domiciliado en 55411 Bingen

a quienes condbzco en persona.
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<UZ app

L LA TES S
. -

Qusolutibn | g,

Igualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Registro

de Comercio del Jurzgado Municipal de Bingen, HR B 1043, que la

firma Boehringen Ingelheim International GmbH, domiciliada en

Ingelheim am Rhein, est& inscrita bajo el No. HR B 1043 en el

Registro de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen vy que los

sefiores Dr. Laudien y Dr. Huber, en su calidad de apoderados,

estan fTacultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ingelheim am Rhein, 12 de diciembre de 1995/hiin

Fdo.: firma ilegible

(Hilo y oblez roja en relieve:) El notario suplente

El notario suplente — Ingelheim del notario de Ingelheim

Prof. Dr. Weirich
(dos sellos redondos en tinta del Tribunal Regional de Mainz)

710 E 1

Be certifica 1la autenticidad de la firma antecedente del Dr.

Peter Wirth, como notario suplente del Prof. Dr. Weirich, notario

de Ingelheim, y la del sello oficial que la iﬁ.

se certifica que el1 mencionado notario es

25 MAY 2005

i LA “‘-\
Ty Xipi,

realizar ese acto otficial.

PAuLo e 2 BARAIAR

_ HOH-RIOJL

Mainz, trece de diciembre de mil

naoventa y cinco
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El Presidente del Tribunal Regional ST e
(E) Fdo.: firma ilegible

(Dr. Hanns Paul Tittenbergs-

Cgstas

Derechos de legalizacion
(Valor:DM 5.00Q0,-)

JVKostO del 246 de julio 1957
Bacetas Oficial I Pag. Bél
DM 20,——

Mainz, 13 de diciembre de 1995
Fdo.: firma ilegible
Inspector

n 1
EN ESPAROL: La legalizacion de las firmas ante:.*_._gld.gntd! pus el
air 2l

Consulado de Colombia en Munich bajo el No. 1A% dé; 18] pe
v !

diciembre de 1995, y por el Ministerio de Rela:iqgfs E!ter_ws s
-‘l: a

las il ™

de Colombia bajo ®1 No. 0351406 del 4 de enero de .gEf... = 3 £
=
» ®
Pagados derechos y Fondo Rotatorio US$ 10&6,—— '\'ﬁ =. a
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de 1la cual se deja copia en los

archivos de estas oficinpas para su confrontacion.

UZ AEPIALUA "= HETI™H

Santafé¢ de Bogotd, 6 de eneroc de 1796. .amﬁu&ii-ﬁi_z
» = E!‘N—ﬂ"w

», & ac—g - - m
§ﬂi gnﬁl‘lﬂ'm -
GIQ-"“'T:I* I. H'“
lﬂ'mw'“ fnio . .
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COINCIDE CON LA REQISTRAD. EL (ELLA)
EN ESTA NOTAR !
peni s
SANTAFE D2 BngoTA AfC. =
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SANTAFE DE BOGATA D.C..
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et L] CAVELIER

L ABOGADOS COMEC ELECTRONICO MUNDIAL- CAVE

'I’ll.!nl 132) L) :—'nlso‘
TEuER: 44479 tAv! cd . EDIFICIO SISK| TeLe (471t 2120190
CAMLES: CAVELEYES

(117407375 CAVE. (C CARRERA 49, No. 72-35
BOGOTA 8. COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercioc
EI S. DI

[ 9

Poderdante: BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATISNAL GMBH

Poder conferido el: 12-12-85.

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba ﬁencionado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el "poder que me ha sido
conferido en ls persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31l. 929, con todas las facultades que me
fueron conferidas.

Hago la aﬁterior gustitucién conforme--al articulo 66 del
Cédigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento. _

Sefior Jefe, - . .
» -
L Q. (Y
C o el | B

. GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogota

-

=r s CIREANLO!
: mtr-nm ey [ "':n%“ LA

EMILIO FERRERO
T.P.A. N 31.%29
C.C. No. 438.019 de Usagqguén

. 2e-780-2

CAVELIER ABOQGADOS NIT. 360.041.347-3



NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
RECONOCIMIENTO Y PRESENTACION PERSONAL

Bogotd,,D. C.
Ante I, PABLO KIENDZZ BARMJASA.

NOTARID SEXTJ ENCAR

quisn{es) exiv.sirp) (als) « o
' §§ E 75; /E .
/ LY
y la(s) Libratals) Wiiitar(2s). . e ———
domiciliadals) en Dogai 7 dec’ard aron) qua la(s) firma(s) e
aparecen(n) sn ¢! prisita duTrnomn ex(son) lals) suye(s) ¥
ol contonida dot mizma o3 ciarla
ometancis o3 firina usia Dil:gonais.
mnﬁﬁ‘mtw
Nk n :snm tH.choisod

s > " ‘l\‘f,‘ R X

-h. -}Ir._(fr.‘.i-"\‘-\ ’ml X
ADLO MEoEs

Jrofagii ey "< A8

g Fashpiapa (AR DY
aal 25 MAY 2005 Zi;
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CONSULADO GENERAL DE GOLOMBIJ'A"
) MONTRE!L CAN#UA? -3 2

.lI-

Ameummpu No. ogu i- Y
El suscrito Coneut Gh‘\‘eml da Columhla
CERTIFICA:

Que MICHEL POULIN quien ceitifica el presente documento
ejercis legaimante en la fecha all expresada el cargo
SECRETARIO DE LA CAMARA DE NOTARIOS DE LA
PROVINCIA DE QUEBEC,- GANADA, juriadiccién de este
Consulado General, y gue Ellrm y selic que en.el;documento
aparecen COmo suyos, _ﬁh;*:hua usa y mollumbm en aus
actos oficlalea. - -"5 &

e L h‘ Iq
El Consul no assume ninguna .ruponllhlltlld por ol
contenido del documento. : -

' :-.‘. Montreal, OﬂdaMmdem

Derechos Pagados: UBOHM
Fondo Rotstorio : U881§.OD
impussto da Timbre : US$'S.00

A r FCCOEHE
EDTARDO CAMACHO BARCO

Consul General da Calombia

Montreal, Canadi
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SENERA;

Chambre . . . ]
des notalres
du ngbec

CANADA
PROVINCE OF QUEBEC

I, the undersigned, Michel Poulin, Secretary of the Chambre des
notaires du Québec, a professional order duly constituted in virtue of the
Notarial Act and the Professional Code, having its Head Office at Montreal,
do hereby certify under my oath of office:

2
‘é THAT Mtre Jean Yves Lacasse , Notary at Montreal , is a member of
*the Ordre des notaires du Québec since the 2™ day of July 1986 , date of his
entry on the Roll of the Order ;

That since that date, Mtre Lacasse has always been entered on the
Roll of the_ghambre des notaires du Québec ;

'IHK_%; his signature affixed to the attached document corresponds to
that filed in"miy office in accordance with the Notarial Act.

IN WITNESS WHEREOF, | have signed the present certificate at
Montreal, on _t_his' Friday, May 6, 2005.

Michel Poulin, Notary
Secretary

£
2\
N

25
I
\' L}
Membre de FUnfon infemationale du notarlat katin
Tour de la Bourse, 800, Place-Victoria, bureau 700, case postale 182, Montrdal (Québec) HAZ 118

Téléphone : (514) 878-1783 = Téldroplaiy : (514) 870-1023
admin@cdnq.org

73160






Yo, (nosotros) abajo firmado ()

1. Danfel LAMARRE
2. Lisette LAGACE

374

Case 13-118

F
\2

ASSIGNMENT

I (we), the undersigned

1. Daniel LAMARRE
2. Lisette LAGACE

Domiciliado(s)
en
1. 2100 Cunard Street, Laval Québec H7S 2GS,
Canadd
2:2100 Cunard Street, Laval Québec H7S 2GS,
Canadsd

of .
1. 2100 Cunard Street, Laval Québec H7S 2G5,
Canada
2. 2100 Cunard Street, Laval Québec H7S 2G5,
Canada

Declaro{amos) bajo juramento ser dnicofs) y verdadero(s) .
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COMPOSITION FOR THE TREATMENT OF INFECTION BY FLAVIVIRIDAE
VIRUSES

FIELD OF THE INVENTION

The present [nvention relates to compounds, composlitions, use and method for the
treatment of a Flaviviridae viral Infection in a mammal. More particularly, the present
invention relatss to the use and a method of treatment comprising administration of a
compound selectsd from a macrocyciic peptide famlly of compounds.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The Flaviviridae famlly of viruses are enveloped positive-stranded RNA viruses
comprising a number of human paihog_ehlc virusea such as viruses of the
hepacivirus genus, Including Hepatitis C, viruses of the flavivirus genus, Including
the Dengue Fever virusas, once;;halltls viruses, West Nile viruses and Yellow Fever
viruses, and viruses of the pestivirus genus, inciuding the bovine viral diarrhea virus
and border disease virus, both of which are animal pathogens. The most newly
discovered viruses, hapatitis G virus (HGV) and hepatils GB virus (GBV-A, B, C),
are also provisionally consldered to be members of the Flaviviridae famlly belonging
to a distinct genus.

Dengue viruses, members of the family of Flaviviridae are tranamitied by mosqultos.
There are four serotypes that cause widespread human diseases, one of which
causes dengue hemorrhagic fever, and about 40% of the populetion living In troplcal
and subtropical regions of the world I at risk for Infection. Of the 1 miilion cases of
hemorrhagic fever cases per year, about 5% are fatal. There Is currently no effective
vaccine or antiviral drug to protect against dengue diseases.

Pestiviruses such as bovine diarrhea virus (BVDV), classical swine fever virus
(CSEV) and border digease virus (BDV) comprise a group of economically Important
animal pathogens affecting cattie, pige and asheep. These positive-sense RNA
viruses are classified as a separate genus In tha famlly Flaviviridas.

GB-viruses have been classified as members of the Flaviviridae famlly, but have not

yeot been assigned to a parficular genus based on the analysis of genomic

sequences, These RNA viruses, In addition to infecting humans, can cause acute
]

7q
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ragolving hepatitis In experimantally Infectad tamarins.

Viruses within the Flaviviridae family possees a number of simllarities desplie a
relativaly low overall sequence homology among lts members. The genome of thease
viruses is a asmall single-stranded RNA (=~ 10 kilobases In length) having a single
open reading frame (ORF). The ORF encodes a polyprotain of about 3(_)00 amino
aclds that contains structural proteins at Its 5 end and non-structural (NS) proteins at
lts 3' end. The polyprotein is proteolytically processed by both viral and host-
encoded proteases Into mature polypepiides, which for HCV, are as follows: NH-{C-
E1-E2-P7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B8}-COOH. The core protein or -
nucleocapsld (C) and the two envelope glycoprateina (E1 and E2) represent the
constitutive structural proteins of the virlons. These structural proteins are followed
by the nonstructural (NS) proteins, which at léast some are thought to ba essential
for viral RNA replication.

Enzymatic activities have bean ascribed to saveral of these NS protsins. In
pariicular, the NS3 proteln containa sequences with similarity to the serine protease
and the nucleosids triphosphate-binding helicase of pestiviruses and flaviviruses.
Analysis of ssquence alignments had prediciad the existence of a trypsin-like serine
protease domaln within the N-terminal reglon of fiavl-, pesti-, hepaci- and GB-
viruges. Sequence simlilatities between NS3 proteoiytic domains of Flaviviridae
viruses are well-established (Ryan MD et al. 1888). The HCV NS3 protease domain
sharea a sequence similarity of about 77-80% among HCV genotypes and a
sequenca similarity of about 25-50% with other membars of the Flaviviridae famlly.
With respect to the three dimenslonal structurs, the avallable atomic co-ordinates of
the various crystalilzed HCV and Dengue NS3 proteases show an overall
architecture that Is charactertstic of the trypsin-like fokd (Kim et al. 1896, Love ef al.
1896; Murthy et al. 1989). Many studies have now firmly establlshed that the N-
terminal portion of the NS3 reglon encodes a serine protsase that has a very specific
and pivotal role in viral polyproteln processing within Flaviviridee. In hepacivirus,
pestivirus and GB viruses, polyprotein processing shows a requirement for the
downstream NS4A protein. The NS4A proteln acts as a cofactor that enhances the
NS3 protease cleavage efficlency (Lin et al., 1895; Kim et al., 1896; Steinkuler ef
al., 19986). In flavivirus, this requirement for enhancing the NS3 protease activity is
provided by the upstream NS2B protein. The genomic organization and structure of
«2-
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GBV-B and HCV are similar desplte the fact that the sequence homology batween
the polyprotein sequences of GBV-B and HCV is about 25 to 30%.

Given apparent simllarities of viruses within the Flaviviridae family of virusaes, it would
be desirable to develop therapeutic agents effective against Flaviviridae viruses, and
more particularly, effective against the pathogenic members of the Fiaviviridee
family. )

SUMMARY OF THE INVENTION

- Accordingly, In a first aspect of the presant invention, there Is provided an ant-

Flaviviridae virus composition comprising a pharmaceutically acceptable carrler In
comblination with a compound of Formula (1):

CH,O\qu,B

Q

)._

0O O g

¥
Formula (1)

wherein, .
A Is selected from: Cy to c.alkyl and C; to Cs cycloalkyl; and B Is selected from:
phenyi or thiazolyl, both of which optionally substituted with a group selected from
NH(R") and NH(CO)R', wherein R" Is C, to Cg alkyl; R Is OH or a sulfonamide
derivative, or

a pharmacsutically acceptable salt thereof.

In a second aspect, the present Invention provides a method for treating a mammal
Infectsd with a virus of the Flaviviridee family comprising administering to the
Infectad mammal a pharmacsutical composition comprising a pharmacsutically
accaptable catrier in combination with a therapeutically effective amount of a
compound of Formula () as defined above.
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In a third aspect, the present invention provides a method of treating a mammal
infectad with a virus of the Flaviviridae family wherein a pharmaceutical compostion
comprising a pharmaceutically acceptable carriar in combination with a
therapeutically effective amount of a compound of Formula (J) as defined above Is
co-administered with at least one additional agent selected from: an antiviral agent,
an Immunomodulatory agent, an HCV Inhibltor, an HIV Inhibltor, an HAV Inhibltor
and an HBV inhibltor; to the Infected mammal.

In a fourth ‘aspect, the present invention provides a pharmaceutical compasition for
treating or preventing an Infection of a mammal caused by a virus of the Flaviviridae
family comprising a pharmacsutically acceptabie carmrier in combination with a
therapeuticglly effective amount of a compound:of Formula (I) and at least one
additional agent selected from: an antiviral agent, an lnfmurlomodulahfy agent, an
HCV Inhibttor, an HIV Inhibitor, an HAV Inhibitor and an HBV inhibltor.

in & fifth espect of the present Invention, there Is provided the use of a compound of
Formula (1) as defined above, for the manufacture of a medicament for the treatment
of Flaviviridae viral infection.

In a sixth aspect ofth; prasant invention, there Is provided an article of manufacture
u:lmpﬂslng packaging material contalned within which Is a composition effective to
Inhiblt a virus of the Faviviridae family and the packaging material comprises a label
which Indicates that the composition can be used to freat infection by a virus of the
Flaviviridae famlly and, wherein said compoelﬂon comprises a eompound of Formula
(1) as defined above.

While not wishing to be bound 1o any particular mode of action, the macrocyciic
peplide family of compounds generally represented by Formula (I) as eet out above
are belleved to interact at a conserved substrate binding site in the NS3 protease
domain. Crystal struciure studles confirm that the present macrocydlic compounds
Interact at the substrate-binding site within the HCV NS3 domain, & reglon that Is
functionally conserved among Flaviviridae viruses.

" Other objects, advantages and features of the present invention will bacome more

-4-
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apparent upon reading the following non-restrictive description of the preferred
embodiments with reference to the accompanying drawings and tebles In which:

BRIEF DESCRIPTION OF TABLES
Tables 4-8 provide a sequence simllarity comparison between members of the
Flaviviridae famlly.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 provides a comparison of polyproialna of viruses belonging to the
Flaviviridae family (taken from: Ryan ef al., 1988, J. Gen. Virology 76, 547-858);
Figura 2 is a saquance comparison of the NS3 protsase domain batwean HCV
genotypes and subtypes;

Flgures 3A-B are the ICx curves of a macrocyclic peptida compound according to
Formula (I) against HCV genotype 1a and 1b NS3-NS4A proteases, respectivaly;
Flgures 4A-B are the Dixon and Comlsh-Bowden plots of the macrocyclic peptide of
Figure 3 agalnst the HCV genotype 1a NS3-NS4A proteases;

Figures 5A-B are the Dixon and Camish-Bowden plots of the macrocyciic peptide of
Figure 3 agalnst the HCV genotype 1b NS3-NS4A proteases;

Figura & lliustrates the Inhibition of GBV-B replication by macrocycllc peptides
according to Formula {I) In tamnarin hepatocytes In'culture;

Flgure 7 graphically liusirates dose-dependent Inhibition of GBV-B replication by the
macrocyclic peptide Il of Figure 6; and

Figure 8 llustrates the 3-dimensional crystal structure of the HCV NS3-NS4A
peptide structure complexed with a macracydlic peptide according to Formula ).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION |

Definitions .

Unless defined otherwise, the acientific and tachnological terme and nomenciature
used herein have the same meaning as commonly understood by a peraon of
ordinary skiil In the art to which this invention pertains. Generally, the procedures for
cell culture, Infection, molecular biology methods and the like are common methods
used In the art. Sich standard techniques can be found In reference manuals such
as for example Sambrook 6t al. (1886) and Ausubel ef al, (1994).

The tarm "Flavivirldae" ae It is used hersin to designate a viral family Is meant to
-5-
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ancompass viruses of the hepacivirus genus, such as Hepatitis C, viruses of the
flavivirus genus, such as the Dengue Fever vinises, Encephalltis viruees, Wesat Nlle
viruses and Yellow Faver viruses, and viruses of the pestivirus genus, such as the
bavine viral dlarrhea virus and border disease virus. Hepatitis G virus (HGV) and
Hepatitis GB virus are ailso included In this viral famlly although the genus of these
viruses has not yet been detarmined. Moreover, all subtypes and genotypes of the
above-mentioned viruses are also encompassed within the Flavivirnidae family,
including for example, HCV 1a, HCV1b, HCV 2a-c, HCV 3a-b, HCV 44, HCV 5 and
HCV 6a,h.d & k, a8 well &8 GBV-A, B & C.

The term "mammarl” as It Is used herein Is meant to encompass humans, as well as
noh-human mammals which are suscepfible to Infection by a Flaviviridae virus
including domestic animals, such as cows, pigs, herses, dogs and cats, and sheep.

With reapect to the compounds of Formula (1) administered in the treatment of
Filaviviridae infaction, the term "C..¢ alkyl” or “C,-Ce¢" as used herein, elther alone or in
combination with another substituent, means acycllc, straight or branched chaln alkyl
substituents containing from one to six carbon atoms and Includes, for example,
methyl, ethyl, propy, isopropyl, buty, teri-bulyl, hexy, 1-methylethyl, 1-methylpropyl,
2-methyipropyl, 1,1-dimethylethyl.

The term "Ca qjdoallr.yl' as used herein, either alone or in combination with ancther
substituent, means a cyqoalkyl substituent contalning from three to six carbon atoms

and Includes cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl, and cyclohexyl.

The tarm “pharmaceutically accepiable salt” means a salt of a compound of formula
(1) which is, within the scope of sount medical jJudgment, suitable for use in contact
with th'e tissues of humans and lower animals without undue t:;:ddty. iritation, .
allergic responee, and the like, commensurate with a reasonable benefit/risk ratio,
generally water or oll-soluble or dieparsible, and affective for thelr intended use. The
term Includes pharmaceutically-acceptable acld addition salts and pharmacsutically-
acceptable base addition salts. Lists of sultable salts are found In, e.g., S.M. Birge
et al. J. Pharm. Sdl., 1977, §8, pp. 1-18,

The term *pharmaceutically-acceptable acid addition salf" means those salts which
o

XY
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retain the blological effectivaness and properties of the free bases and which are not
blologically or otherwise undesirable, formed with Inorganic aclds such as
hydrachloric acld, hydrobromic acid, hydrolodic acld, sulfuric acid, sulfamic acld,
nitric acld, phoaphoric acld, and the like, and organic aclds such as acetic acld,
iichloroacetic acld, trifiuorvacetic acld, adiplc acld, alginic acid, ascorbic acid,
aspariic acld, banzanesulfonic acld, benzole acld, 2-acetoxybenzole acld, butyric
acid, camphoric acld, camphorsulfonic acid, cinnamic acid, citric acld, digiuconic
acid, ethanesulfonic acid, giutamic acld, glycolic acid, glycerophosphoric acid,
hemisulfic acld, heptancle acld, hexanolc acld, formic acid, fumnaric acid, 2-

. hydroxysthanesulfonlc acld (lsethionic acld), lactic acld, malelc acld, hydraxymalelc

ackd, mallc acld, malonic acki, mandelic acid, mesitylenasulfonic acld,
methanesulfonic acld, naphthaienesulfonic acld, nicotinlc acld, 2- _
naphthalenesulfonic acld, oxallc acld, pamolc acid, pectinic acid, phenylacetic acid,
3-phenylproplonic acld, pleric ackd, pivallc acld, proplonic acld, pyruvic acid, pyruvic
acld, salicyllc acld, stearic acld, succinic acld, sulfanilic acld, tartaric acld, p-
toluenesulfonic acld, undecanolc acid, and the like.

The term "pharmacseutically-acceptable base addition salt’ means thosa salts which
retaln the blological effectiveness and properties of the free acids and which are not
biologically or otherwise undesirable, formed with [norganic bases such as ammonia
or hydroxide, carbonats, or bicarbonate of ammoanium or a metal cation such as
sodlum, potassium, lithlum, calclum, magnesium, Iron, Zinc, copper, manganese,
aluminum, and the like. Particularly preferred are the ammonium, potassium,
eodium, calclum, and magneelum ealts. Saits derived from pharmaceutically-

" acceptable organic nontoxic basee Include salts of primary, secondary, and tertiary

amines, quaternary amine compounds, substituted amines including naturally
oceurring substituted amines, cyclic amines and baslc lon-exchange resin, such as
methylamine, dimethylamine, timethylamine, ethylamine, diethylamine,
rlethylamine, Isopropylamine, triprepylemine, tributylamine, ethanolamine,
diethanciamine, 2-dimethylaminoethanol, 2-diethylaminoethanol, didyciohexylamine,
lysine, arginine, histidine, caffeine, hydrabamine, cholline, betalne, ethylenedlamine,
glucosamine, methyiglucamine, theobromine, purines, piperazine, piperidine, N-
ethyipiperidine, tatramethylammonium compounds, tetreethylammonium
compounds, pyridine, N,N-dimethylaniline, N-methylpiperidine, N-methylmorpholine,
dicyclohaxylamine, dibenzylamine, N,N-dibenzylphenethylamine, 1-ephenamine, .
-7T=
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N.N'-dibenzylethylenedlamine, polyamine resins, and the ike. Particularly preferred
organic nontoxic bases ars Isopropylamine, dlethylamine, ethenolamine,
trimethylamine, dicyciohexylamine, chollne, and caffelne.

The term “sulfonamide derivative” a& used herein means a sutfonamide group of the
formula -NHSO,-R? whereln R? Is {C1a)alkyl, -{Cs.7)eycioaliyl or {{C;.s)alkyl-{Ca.
s)cycloalkyl}, which are all optionally substituted from 1 to 3 timee with halo, cyano,
niro, O{C+.s)alkyl, amido, amino or phenyl, or R Is C, or Cy, aryl which la optionally
subatituted from 1 to 3 times with halo, cyano, nitro, (Cx.s)alkyl, O<(C1.s)alkyl, amido,
amino or phenyl.

The term "antiviral agent" as used herein means an agent (compound or blclogical)
that is effective to Inhibit the formation and/or replication of a virus In a mammal. This
includes agents that interfers with elther host or viral mechaniems necessary for the
formation and/or replication of a virus in a mammal. Antiviral agents inctude, for
example, ribavirin, amantadine, VX-497 (merimepodib, Vertex Pharmaceuticals), VX-
498 (Veriex Pharmacsuticals), Levovirin, Viramidine, Ceplene (mexamine), XTL-001
and XTL-002 (XTL. Blopharmacsuticals).

The term “immunomodulatory agent” es used herein means those agents
(compounds or blologicals) that are effective io enhance or potentiate the immune
gystam response In a mammal. Immunomodulatory agents Indude.'for example,
class | interferons (such as a-, B~ and omega Interferons, tau-Interferons, consensus
intarferons and aslalo-interferons), class |l Interferans (such as y-interferons) and
pegylated interferons. '

The term “Inhibltor of HCV NS3 protasse” as used herein means an agent
(compound or biological) that Is effective to Inhibit the function of HCV NS3 protease
in a mammal. Inhibitors of HCV NS3 protease include, for eample, those

- compounds described In WO 99/07733, WO 88/07734, WO 00/09558, WO

00/08543 or WO 00/58829, WO 03/064416; WO 03/064455; WO 03/084456 and the
Vertax pre-development candidate ldentifled as VX-850. '

The term “HCV Inhiblior® as used hereln means an agent (compound or biclogical)
that is effective fo Inhibit the formation and/or repiication of HCV In a mammal. This
. 8- .
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includee agents that intarfere with either hostor HCV viral mechanisms necessary
for the formation and/or replication of HCV in 8 mammal. Inhibltors of HCV Include,
for example, agents that Inhibit a target selectad fram: N83 proteasa, NS3 helicase,
HCV polymerase, NS2/3 protease or IRES. Specific exampies of Inhibitors of HCV
include ISIS-14803 (ISIS Pharmaceuticals). '

Tha term “Inhibltor of HCV polymerase” as used hereln means an agent {compound
or blological) that is effective to Inhibit the function of an HCV polymerase In a
mammal. This Includes, for example, Inhibftors of HCV NSEB polymeress. Inhibltors
of HCV polymerase inciude non-nucleosides, for exampie, those compounds
described In:

s WO 03/010140 (Boehringer Ingeihalm),

e WO 03/010141 (Boehringer Ingelhelm),

e WO 03/007845 (Boshringer Ingslheim),

o WO 02/100848 A1 and WO 02/100851 A2 (both Shire),

s WO 01/85172 A1 and WO 02/088424 A1 (both GSK),

e WO 0006528 and WO 02/06248 A1 (bath Merck),

» WO 01/47883 and WO 03/000254 (both Japan Tobacco) and

« EP 1256 628 A2 (Agouron). .
Furthermore cther Inhibttors of HCV polymerase also Include nuclecside analogs, for
example, those compounds described In:

e WO 01/80121 A2 (Idenkx),

» WO 02/088803 A2 (Blocryst Pharmaceuticals Inc.), and

s WO 02/057287 A2 and WO 02/057425 A2 (both Merci/lsls).
Speclfic examples of Inhibitors of an HCV polymerasa, Include JTK-002/003, JTK-
109 (Japen Tobacco), and NM283 (Idenix).

The tarm “HIV Inhlbitor” as used hereln means an agents (compound or bioclogical)
that is effective to Inhiblt the formation and/or replication of HIV In 2 memmal. This
Includes agents that Interfere with elther host or viral mechanisms necessary for the
formation and/or replication of HIV in a mammal.  HIV Inhibltore include, for
example, nuclecs!dic Inhibitors, non-nuclecsidic inhibltors, proteass Inhibltors, fusion
inhibltors and integrase inhibitors.
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The term "HAV Inhiblior” as used herein means an agent (compound or blological)
that Is effective to inhiblt the formation and/or replication of HAV In a mammal. This
includes agents that interfere with elther host or viral mechanisms necessary for the

formation and/or replication of HAV In a8 mammal. HAV Inhibitors include Hepatitis A .

vaccines, for example, Hawix® (GlaxoSmithKiine), VAQTA® (Merck) and Avaxim®
(Aventis Pasteur).

The term "HBV Inhlbitor” as used hereln means an agent (compound or hlological)
that Is effective to inhibit the formation and/or replication of HBV In a mammal. This
Includes agents that interfere with elther host or viral mechanisms necessary for the
formation and/or replication of HBV In a mammal. HBV Inhibliora include, for
exampie, agents that Inhibit HBV viral DNA polymerase or HBV vaccines. Spéa'ﬂc
examples of HBV Inhibltors Include Lamivudine (Epivir-HBV®), Adefovir Dipivoxl,
Entecavir, FTC (Coviracli®), DAPD (DXG), L-FMAU (Clevudine®), AM365 (Amrad),
Ldt (Telbivudine), monoval-LdC (Vattorcitabine), ACH-126,443 (L-Fd4C) (Achillion),
MCCA478 (Ell Lilly), Racivir (RCV), Fluoro-L and D nucleosides, Robustaflavone, ICN
2001-3 (ICN), Bam 205 (Novelos), x11.-oo1'o<11.). Imino-Sugars (Nonyl-DN.J)
(Synergy), HepBzyme; and Immunomodulator products such as: interferon alpha 2b,
HE2000 (Hollis-Eden), Theradigm (Epimmune), EHT889 (Enzo Blochem), Thymosin

.alpha-1 (Zadaxdn™), HBV DNA vaccine (PowderJect), HBV DNA vaccine (Jefferon

Center), HBV antigen (OraGen), BayHep B® (Bayer), Nabl-HB® (Nabl) and Anti~
hepatitis B (Cangens); and HBV vaccine products such as the following: Engerix B,
Recombivax HB, GenHevac B, Hepacare, Blo-Hep B, TwinRIx, Comvax, Hexavac.

: The term “class ! Interferon” as used hereln means an Interferon ealectad from a

group of interferona that ail bind to recaptor type . This includaa both naturally and
synthefically produced class | Interferons. Examples of class 1 Interferons Include a-,
B-, 4-, omega Interferons, tau-interferons, consensus Interferons, aslalo-interferonsa.

The term “cless |1 Intarferon” as used hereln means an Interferon selected from a
group of Interferons that all bind to receptor type Il. Examplas of class li interferons
Include yinterferons. '

Moreover, the term “therapeutically effective amount” as It Is used hereln with

-10 -
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respect to compounds of Formula | means an amount of the compound which Is
effective to treat a Flaviviridae viral Infection, 1.e. 1o Inhibit or at least raduce viral
replication, while not being an amount that is toxic to & mammal being treated or an
amount that may otherwise cause significant adverse effects In a mammal,

The term “cartler” Is used to refer to compounds or mbxdures of compounds for
combination with the present therapeutic compounds which facliitate the administration
thereof and/or enhance the function of the therapeutic compounds to inhiblt a virus of
the Flaviviridae family including, for example, diluents, exciplents, adjuvants and
vehicles. Stabllzers, colomants, flavorants, ant-microblal agents, and the like may also
be combined with the therapeutic compound. Moreover, In some cases, the pH of the
formulation may be adjusted with pharmacsutically acceptable acids, bases or
buffers to enhance the stability of the formulated compound or its delivery form.
Other aultable additives Indude those with which one of sidll In tha art would be famlliar
that function to Improve the characteristics of the present combination while not
adversely affecting lts function. Reference may be made to "Remington's
Pharmaceutical Sclences®, 17th Ed., Mack Publishing Company, Easton, Penn., 1885,
for canfers that would be sultable for admbdure with the present therapeutic
compounds. The term “pharmacsutically acceptable” as it s used hereln with respect
to & carrier compound ls meent to Indicate that the carrier Is sultable for
administraiion to 2 mammal, Le. Is non-toxic and does not cause any adverse effect
when used In amounts appropriate to function as a carmler.

Preferred Embodiments

Anii-Figviviridae virus composition

In a first smbodiment of the present Invention, there Is provided a composttion
effective to treat a mammal Infectad with a virus of the Flaviviridae famlly. The
composition comprises a pharmaceutically acceptable carrier In combination with a
compound of Formula {I):

-1 -
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Formula (l)

wharein,

A |s selectad from: C, to Cyalkyl and C, o €5 cycloalkyl; and B is selected from:
phenyl! or thlazolyl, both of which optionally substituted with a group selected from
NH(R') and NH(CO)R", wherein R' Is C, to Cq alkyl; R Is OH or a sulfonamide
derivative, or

a pharmaceutically acceptable lsalt thereof.

In one embodiment, A of Formule (1) Is & branched C, to Cy alkyl or Cy 1o Ce
cycloalkyl group. In a preferred embodiment, A Is cyclopentyl or terf-butyl.

In another ambodiment, B df Formula {1} Is phenyl or a thiazole substituted at
position 2 with NH(R") or NH(CO) R* In which R" Is a C; to C, alkyl. In & preforred
embodiment, B Is a thiazole substituted at position 2 with NH{R") or NH(CO) R In
which R'ls a C; to C, alkyl. More preferably, B ls 4-thiazole substitutad at posftion 2
with NH(CO)CH; or with NHCH(CHa)z.

In & further preferred embodiment, R of formula (T) ls OH or a sulfonamide group of
formula -NHSOR? wherein R? Is {C,.¢)alkyl, {Ca.s)cycloalkyl, both optionally
substituted 1 or 2 imes with halo or phenyl, or R? 1s C, aryl optionally substituted
from 1 or 2 times with halo or (C;.4)alkyl. More preferably, R is OH or a sulfonamide

group whereln R Is methyl, cyclopropy! or phenyl. ‘
in a more prefarmed embodiment, the present invention [s conducted with a

compound of Formula (1) In which A |s tert-butyl and B Is phenyl as set out balow In
the formula of compound (M)

~12 -
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in another more preferred embodiment, the present invention is conducted with a
compound of Formula (1) In which A Is terf-butyl and B is 4-thlazole substituted at Its
5 2 posltion with NH{CO)CHs as set out below In the formula for compound (#l):

o m’(}ﬂa\

an)

In a most preferred embodiment, the present Invention Is conducted with a
compound of Formula (1) in which A ia cyclopeniyl and B Is 4-thlazole subetituted at
10  its 2 position with NHCH(CHj); a8 set out below In the formula for compound (IV):

..'I‘

In a most preferred embodiment, the present invention Is conducted with a

compound of Formula (1) In which A Is cyclopentyl, B Is 4-thlazole substituted at its 2
- 13 -
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position with NHCH(CHj)a, and R Is a sulfonamide group whereln R® Is phenyl as set -
out balow In the formula for compound (VI):

m@ﬁ"r
DIRY
O_}‘N . -

5 In a most preferred embodiment, the present invention Is conducted with a
compound of Formula (I) In which A Is cyclopentyl, B is 4-thlazole substituted at its 2

position with NHCH(CHa)a, and R !s a sulfonamide group wherein R? Is mathy! as set
out balow In the formula for compound (ViI):

D,
rh

O~ )
10
In & most preferrad embodiment, the present Invantion Is conducted with a
compound of Formula (] in which A I cyclopentyl, B is 4-thiazola substituted at ts 2
position with NHCH(CHa)2. and R is a sulfonamide group wherein R? Is cyclopropyl
as sat out below In the formula for compound (Vill):

P

15 L)
-14. °
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Methad of Treatment

in a second aspect of the present invention, a method for treating 8 mammal
infectad with a virus of the Flgviviridae famlly is provided comprising administering to
an Infectad mammal a pharmaceutical composiion comprising a pharmaceufically
acceptable carrer In combination with a therapeutically effective amount of a
compound having Formula (1), (1), (ill), (IV), (VI), {VIl).or (VIiI) as definad above.

In accordance with the method of the presant Invention, a therapeutically effective
amount of a compound of Formula (1), (1), (), (V) {(V1), (V1I) or (VIll) Is
administared to 8 mammal Infected with & Flaviviridse virus. To be therapeautically
effective, a dosage of between about 0.01 and about 100mg/kg body weight per day,
preferably betwaan about 0.1 and about 50mg/kg body welght per day of the
compound Is administered to the Infectad mammal. Typically, the method will
involve administration of the compound from about 1 to about 5 times per day or
altemnatively, as a continuous infusion. Such administration can be used as a
chronic or acute therapy.

As one of skill in the art will appreciate, lower or higher doses than those recited
above may bé required. Specific doeage and treatment regimene will depend upon
a variety of factors, including the activily of the specific compourid employed, the
age, body welght, general health etatus, sex and diet of the Infected mammal, the
time of adminlatration, the rate of excretion, the severtty and course of the Infection,
the patient’s dispoaliion to the Infection and the Judgment of the treating physiclan.
Qenerally, treatment Is Initlated with small dosages substantially less than the
optimum dose of the peplide. Thereafter, the dosage Is Increasad by small
Increments until the optimum effect under the cicumstances Is reached. In general,
the compound is most desirably administered at a concentration level that will
generally afford a therapeutic effect without causing any harmful or deleterious side
effects.

Administration of the therapeutic compound in the treatment af Flaviviridae viral
Infection may be by any one of severel routes Indiuding administration orally,
parentsrally or via an implanted reservoir. The term “parentaral” as usad herein
Includes subcutaneous, Intracutaneous, Infravenous, intramuecular, Intra-articular,

=15
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Intrasynovial, Intrasterna), Intrathecal, and Intraleslona) Injection or Infusion
techniques. Oral administration or adminlstration by Injection are preferred. Orally
accaptabie dosage forma include, but not limited to, capeules, tablets, and aqueous
suspansions and solutions.

As set out above, the compound of Formula {1), (1), (1), (IV), (V1), (Vi) or (VIIl} Is
administered [n combination with one or more phamaceutically acceptable carmiers.
The nature of the carrler(s) will, of course, vary with the dosage form. Accordingly, In
the casa of tablets for oral uss, carmers which are commonly used include lactose
and com starch. Lubricating agents, such as magnesium stsarate, are also typically
added. For oral administration In a capsule form, useful diluents Include lactose and
dried com starch. When aqueous suspensions are administered orally, the active
Ingredlent is combined with emuleifying and suspending agents. - If desired, certaln
swesetaning and/or flavoring and/or coloring agents may be added. Injectable
preparations Including injectable agueous or oleaginous suspenalons, are
formulated according to tachniques known In the art using suitable dispersing or
wetting agents such as Tween 80 and suspending agents. '

The amount of the present therapeutic compound that ls combined with the carrler
materials to produce a single dosage form will vary depending upon the host treated
and the particular mode of adminlstration. A typical preparation will contain from
about 5% to about 85% therapeutic compound (wA). Preferably, such preparations
contain from about 20% to about 80% therapeutic compound.

In another aspect, a combination therapy s contemplated wherein the compound of
Formula (1), (1), (1), (IV), (V1), (VII} or (VIII), or & phﬁrmaceilﬂully accepiabie salt
therecf, Is co-administerad with at least one additionsal agent selected from: an
antiviral agent, an Inmunomodulatory agent, an HCV Inhibltor, an HIV inhibitor, an
HAYV inhlbltor, an HBV Inhibiior, and a therapeutic effective to treat the symptoms of
the viral infection. ' Examples of such agents are well known to those of skill in the
art These additional agents may be combined with the compounds of this Invention
to creats a single pharmacsutical dosage form. Altematively theee additional agents
may be separately administered to the infected patient as part of a multiple dosage-
form, for m}nple. uaing a kit Such additional agents may be administered to the
patient prior to, concurrently with, or following the administration of the therapeutic

-16 -
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compound of Formula (1), (i), (1), (V), (V1), (VII} or (VII1), or a pharmacsutically
acceptable salt thereof.

When a combination therapy Is utllizad, both the present compound and the
addltional therapeutic and/or prophyfactic agents should be present at dosage levels
of between about 10 to 100%, and more praferably between about 10 and 80% of
the dosage normally administered In 8 monotherapy regimen.

Article of Manufacture i

In .ﬂ further aspect of the present Invention, there Is provided an article of
manufat&;ra comprising packaging material contained within which Is a composition
effective to treat 8 mammal Infectad with a virus of the Flaviviridae family and the
packaging material comprises a label which Indicates that the composition can be
used fo treat Infection by a virus of the Flaviviridae family, whereln sald composition -
comprises a compound of Formula (1), (I1), (1), (AV), (V1), (V1I) or (V1i!) as defined
above.

Haviviridae vinuees

Particularly, the different embodiments of the prasent Invention may be directed to
distinct viruses, particularly viruses which are pathogenic In mammal. Praferably, the
above-mentioned compounds of composltions can be used for the treatment of
hepacivirus genus, such as Hepatitls C. Preferred examples of HCV viruses are
selectad from genotypes: 1, 2, 3, 4, 5, and 6. More prefermed examplee of HCV
viruses are selected from genatypes: 2, 3, 4, 5, and 6. Preferably, HCV viruses are
selected from subtypes: HCV 1a, HCV1b, HCV 2a-¢, HCV 3a-b, HCV 4a, HCV § and
HCV 8a,h,d & k. More preferably, HCV viruses are sslected from subtypes: HCV 1e,
HCV 2a-c, HCV 3a-b, HCV 4a, HCV 5 and HCV 8a,h,d & k.

Alternatively, the compounds of the invention may be directed against viruses of the
flavivirus genus, such as the Dengue Fever viruses, Japanese Encephallils viruses,
West Nlle viruses and Yellow Fever viruses. Preferably, the Invention Is directed at
the treatment of viral disease in a human caused by Dengue virus. Preferably, the
Invention Is directad et the treatment of viral diseaee In & human caused by
Japanese encephalliia virus. Altamativaly, the Invention ls directed at the treaimant
of virel disease In @ human ceused by Yellow Fever virus. Alternatively, the [vention
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18 directad at the treatment of viral diseasa In 8 human caused by Wast Nile virus.

In addition, the Invention may be directad to the trsatment of viral disease caused by
viruses af the pestivirus genus, such as the bovine viral diarrhea virus (BVDV),
classical swine fever virus (CSFV) and border diseaee virus (BDV). Preferably, the
Invention s directed at the treatment of viral diseases In cattie caused by BVDV.
Altematively, the invention Is directed at the treatment of viral diseases in pigs
caused by CSFV. Altamatively, the Invention Is directed et the treatment of viral
diseeses In siteap caused by BDV.

Furthermore, GB viruses can also be ireatad with composlition of the present
Invention. included in this viral family are Hepatitis G virus (HGV) and Hepatitis GB
virus. Preferred examples are selected from: GBV-A, B & C. Preferably, the
Invention s directed at the treatment of viral disease In a human caused by GBV-C.
Altemnatively, the invention is directad at the treatment of viral disease in a human
caused by GBV-A. Aliamaetively, the invention is directed at the treatment of viral
disease In a human caused by HGV.

. Embodiments of the prasent Invention are exsmplified by the following epecific

examplas which are not to ba construed as limiting.

EXAMPLES
Abbreviations used In the examples Include: -
Abu: aminobutyric acld; DABCYL: 4-{(4-(dimethylamino)phenyl) azo)benzoic acid;
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DMSO: dimethyl sulfoxdde; EDANS: 5-
((2-aminoethyl)amino)naphthalens-1-sulfonic acld; HPLC: high performance liquid
chr-nmaﬁ:graphy: IPTQ: Isopropykb-D-thlogalactoside; LB: Lurle-Bertonl (as In LB
broth); Nva: norvaline; PenStrep: penicillin/streptomycin; PCR: polymerase chaln
reaction; r.m.s.: root mean square; RT-PCR: real-ime polymerase chain reaction;
and TCEP: tris(2-carboxyethyl)phoaphine hydrochloride.
Synthesis of Compounds of Formula ()
Compounds of Formuia (I) were prepared using the protocol outiined In detall in WO
00/059629, published October 12, 2000. ‘In particular, reference is made to page 89,
Example 34C for the preparation of compound (V).

-48 -
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Example 1 - Iinhibition of HCV N83-NS4A proteases of different genctypes by
compounds II, il and [V

HCV 1 :

For production of the HCV genotype 1b NSS-N.?M heterodimer protein, a fulldength
HCV cDNA was cloned by RT-PCR using RNA exiracted from the serum of an HCV
genotype 1b Infected Individual (provided by Dr. Bamnard Willems, HOpital St-Luc,
Montréal, Canada). The DNA reglon encoding the NS3-NS4A heterodimer protein
was PCR-ampilified (forward primer: ‘"CTCGGATCCGGCGCCCATCACGACCTACY
(SEQ D No.1) ; reverse primer: 5’CTCTCTAGATCAGCACTCTTCCATTTCAT
CGAA3’) (S8EQ ID No.2)) from the fullHength HCV cDNA and subcloned Into the
pFastBac™ HTa baculovirus expreasion vector (Gibco/BRL). For HCV genotype 1a,
the DNA encoding N83-NS4A heterodimer protein was PCR-amplified (forward
primer: 8’CTCTCTAGATCAGCACTCTTCCATTTCATCGAACTCY' (8EQ ID No.3);
reverse primer: 5’CTCGGATCCGGCGCCCATCACGGCCTACTCCCAAS' (SEQID
No.4)) from the HCV genotype 1a strain H77 (provided by ViroPhama Inc., Exton,
PA, US) and subcloned as described abova. The cloning into the pFastBac™ HTa
baculovirue expression vector generated a recombinant fusion proteln containing an
additional N-terminal 28 residues that comprised a hexahistidine tag and a 'TEV
protease cleavage site. The Bac-to-Bac™ baculovirus expression system
(Glbco/BRL) was used to produce the recombinant baculovirus for protein |
axpression.

His-tagged NS3-NS4A hetarodimer protease wes sxpressed by Infecting S721 Insect
celia (Invitrogen) at a denaity of 10® calis/mL with the recombinant baculovirus at @
muttiplicity of Infection of 0.1-0.2 at 27°C. The infected culture was harvestad 48 to
64 h later by centrifugation at 4°C. The cell pallet was homogenized In 50 mM
saodlum phosphate, pH 7.5, 40% glycerol (w/v), 2nM B-mercaptoethanol. His-NS3-
NS4A heterodimer proteass was then extractad from the cell lysate with 1.5% NP-
40, 0.5% Triton X-100, 0.5M NaCl, and a DNase freatment. After ultracentrifugation
(100,000xg for 30 min at 4°C), the soluble extract was dlluted 4-fold In 50 mM
sodium phosphats, pH 7.5, 0.5M NaCl and loaded on a Pharmacla H-Trap Ni*3-
chelating column. The His-NS3-NS4A heterodimer protein was eluted using a 50 to
400 mM Imidazole gradlent prepared In 50 mM sodium phosphate, pH 7.5, 10%
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{w/v) glycerol, 0.1% NP-40, 0.56M NaCl. Co-purification of mature NS3 and NS4A
proteln complex wes verified by Wesiam blot analysls of the purified protains using
an ant-NS3 and an anti-NS4A antiserum produced in-house. The purified NS3
protease domain and the peptide H,N-PDREVLYREFDEMEEC-OH (SEQ ID No. 5)
were usad to Immunize rabbits for the production of antisera specific to N§3 and
NS4A respectively. The proper N-terminal amino acld of both proteins was confirmed
by N-terminal amino acid sequencing (PE Blosystems 491/491C Procise
Sequencer). The purified enzymes were stored at -80°C In 50 mM sodium
phoaphate, pH 7.5, 10% (w/v) glycerol, 0.5 M NaCl, 0.25 M imidazole, 0.1% NP-40.

4A 3a
The NS3-NS4 protease genes 6f HCV genotypes 2b and 3a were ampilifled from
RNA Izolated from clinical samples of HCV-infected patients obtainad from Dr. G.
Stelnmann (Germany) using RT-PCR. The primers used for the RT- PCR were
5'CTCOGATCCGACTCCCATTACTGCTTACS' (8EQ ID No. 6) as the forward and
5'GACBCGTCGACGCGGCCGCTCAGCACTCTTCCATTTCACTGAAT (SEQ ID
No.7) as the reverse primer for the NS3-NS4A of HCV genolype 2b and;
5'CTCGGATCGBGCCCCGATCACAGCATACACCY (SEQ ID No. 8) as the forward
and 5'CACCOCTCGAGTCAGCATTCTTCCATCTCATCATATTGTTGY (SEQID
No. 9) as the revarse primer for HCV genotypa 3a . Each primer contained a unique
resfriction site for subcloning the fragment In the bactsrial expreasion vector pET11a.
The cloning Into the vector generated a recombinant fusion protein contalning an
additional N-terminal 28 resldues that comprised a hexahistidine tag and a rTEV
protease cleavage site. The recombinant plasmids were used to transform the
bacterial straln BL21 DE3 pLysS for protein expression and recombinant protsin *
expression was Induced by the addition of IPTG. Following expression, the ceils
ware collected by centrifugation at 4°C and-ths cell pallet lysed In a buffer containing
50mM sodium phosphate, 0.5M NaCl, 40% glycerol, 1.5% NP-40, 0.5% Triton X-
100 and the soluble protein fraction was passed through a 5mi HiTrap chelating
affinity column as described above. A poly{(U)-Sepharose purification step can

' 'oplionally be conducted In order to remove degredation products and contaminants.

in Vitro HCV NS3 Protease Assay
The fiuorogenic depsipeptide substrate used o aseess inhibition of protease activity

of the HCV 1a, 1b, 2b, 2a-c and 3a NS3-NS4A heterodimer protein was anthranliyl-
=20~ '
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DDIVPAbU[C({O)-O}AMY(3-NO2)TW-OH (SEQ ID No.10). This substrate Is cleaved
beiween the aminobutyric (Abu) and the alanine resldues. The ssquence
DDIVPAbU-AMYTW (S8EQ ID No.11) Is derived from the sequence DDIVPC-
SMSYTW (SEQ ID No.12) corresponding to the NSSA/NSS5B natural cleavage slte.
The Introduction of the aminobutyric residue at pesition P1 resulted n a significant
decrease of the N-terminal product inhibition while the deletion of the serine residue
at position P3 improved the Intemnal quenching efficiency. The protease activity was
assayed In 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.25M sodium citrate, 0.01% n-dodecyi-p-D-
maltoside, 1 mM TCEP. The assay was performed In a Microfluor®2 Whits U-
Botiom Microtiter® plate. 5 pM of the subatrate and varlous concenirations of the
test compound were Incubated with 1.5 nM of HCV 1a or 1b NS3-NS4A heterodimer
protein for 45 minutes at 23°C under gentie agitation. The final DMSO content did
not exceed 5.25%. The reaction was terminated by the addition of a 1M 2-{N-
morpholinoc}ethanesulfonic acld solution at pH 5.8.

The fiuorescence was monitorad using the BMG POLARstar Galaxy 96-wel! plate
reader with an excitation filter of 320 nm, and n}i emission filier of 405 nm. The level
of inhibition (% inhibltion) of each well contalning test compound was calculated wﬂh
the following equation (FU = fluorescence unit):

FU - well — FU - blank *100.
FU - conirol - FU - blank

.

The calculated % Inhibition values were then used to determine ICg, slope factor (n)
and maximum inhiblifon {Inx) by the non-inear regression routine NLIN procedure of
SAS uaing the following equation:

_ I x[inhibitor}"
[inhibitor]* + ICs"

% - inhibition =

nhibition constant (K1) date :
The fluorogenic dapsipeptide su
NO2)TW-OH (SEQ ID No.13) was used to assess the mechanism of Inhiblticn and
the inhibition constants of the compound (V) ageinst HCV NS3-NS4A proteases. It
was cleaved batwesn the norvaline and the alanine residues. The substrate working
solution wae prepared in DMSO at the concentration of 200 pM from the substrate

-2 -
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stock solution (2 mM In DMSO stored at -20°C). The final substrate concentration In
the assay varled from 0.25 to 8 yM. The Inhibition conatant (K;) for compound (IV)
was determined using a steady-state velocity method (Mormrisson et &/, 1985). The
protease activity was determined by monitoring the fluorescence change assoclatad
with the cleavage of the intemally quenched fluorogenic substrate using a SLM-
AMINCO® 8100 spectrofiucrometsr (emisslon at 325 nm and excltation at 420 nm).
The cleavage reaction was monltored In the presence of 0.25 to 8 uM of substrats,
0.3 nM of HCV 1a or 1b NS3-NS4A heterodimer proteln and various concentrations
of the test compound IV In 50 mM Trls-HCI, pH 8.0, 0.25M sodium cltrate, 0.01% n-

dodecyl-f-D-malioside, 1 mM TCEP. The steady-state analysis of Inhibliion of the
HCV genotype 1a and 1b NS3-NS4A hetsrodimer proteases wers performad using
the Dixon and Comish-Bowden graphical methods. In the Dixon graphical method,
the reciprocal velocity 1/V I8 plattad against the test compound concentration at
saveral substrate concentrations (S). In the Comish-Bowden graphical method, the
ratio SV s plotted agalnst the test compound concentration at several S
concentrations. For both methods, the points lle on a straight line at each S value.
For a competitive test compound, the Dixon piot displays ines at different S values
Intersecting at a single point, whiie the Cornish-Bowden plot displays parallel lines at
different S velues. The K; was astimated by fitting the data to the equation
describing competitive binding:

___ ke [E][S]

Ka-(14+[1/K)+[S]’

hibi CV NS3
The activity of HCV genotype 1a, 1b, 2b, 2a-c and 3a NS3/NS4A heterodimer

proteases was determihed in the presence of compound (IV) using the /n vitro
enzymatic fluorogenic assay. The |ICm curves were analyzed Individually by the SAS
NLIN procedure. For HCV 1a NS3-NS4A proteass, an average ICx value of 4.3 nM
was obtained from the analysle of two batches of compound (IV). An average ICs
value of 3.4 nM was obtalned from the analyeis of two batches of oﬁmpound (V) in
the presence of HCV 1b NS3-NS4A proiease.

PCT/CA2003/001634 7= : !
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TaBLE 1
" 1Cg of different NS3 protsase Inhibltore In HCV of different genotypes
compound | HCV-1a HCV-1b HCV-3a | HCV-2a¢ | HCV-2b
i 78nM |88nM | 360nM | 880nM | 1000 nM
m 4inM |42nM  [180nM | 460nM | 510nM
v 43nM  |34nM  [280nM | 200nM | 260 nM
v 23 nM 10 nM B30NM | 1800NnM | 3000 nM
nid= not done

Figures 3A and 3B illustrate the ICq curves of compound (IV) against HCV 1a and
1b N83-NS4A proieases, respectivaly.

Compound (IV) was found ic be a competitive test compound of HCV genotype 1a
and 1b NS3-NS4A proteases following fitting of tha data to the equafion describing
competitive binding with GraFit end also from the Dixon and Comish-Bowden
graphical methods. For both HCV genotype enzymes, the Dixon plot showed that
the lines at different S values were intersecting at a single polint, while the Comleh-
Bowden plot showed parallel lines at varlous S values. A K; of 0.30 nM was obtained
for compound (IV) from steady-state velocity analysis with the HCV genotype 1a
NS3-NS4A protease, while a K, of 0.86 nM was obtained with the HCV genotype 1b
NS3-NS4A protease, K's of 80 nM, 88 nM and 83 nM with HCV genotype 3a, 2a-c
and 2b respeciively. Figures 4 and 5 are the Dbwon and Comish-Bowden plois of
compound (V) against the HCV genotype 1a and 1b NS3-NS4A, proteases

respeciively.

Example 2 - Inhibition of HCV ROpIIGOI; 1a and/or 1b

Cel HCV 1a R

HCV RNA replication was demonstratad In HCV 1a and 1b replicon-containing, Huh-
7-derived cell lines developad at Boehringer Ingelheim (Canada) Lid., R & D (WO
02/052015). These cells were used to establish a sensitive HCV RNA raplication
cell-based assay for testing candidats test compounds.

Huh7 cells that stably maintain a subgenomic HCV replicon were established as
previously described (Lohman ef al. 1989; WO 02/052015). The cslls were seeded
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Into a 98 well cell culture cluster at 1 X 10* cells per well In DMEM compiementsd
with 10% FBS, PenStrep (Life Technologles) and 1ug/mL Geneticin. Cells wers
Incubated in a 5% CO; Incubator at 37 *C until addition of various concentrations of
the test compound.

The test compound was prepared for use In the assay as follows. The test
compound In 100% DMSO was added dlluted In assay Medlum for a final DMSO
concentration of 0.5% and the solution was sonlcated for 15 min and fitered through
a 0.22uM Millipore Fliter Unit. Serial dllutions of the test compounds were pmparad
using Assay Medlum (containing 0.5% DMSO).

Call culture medium was aspirated from the 86-well plate containing the celle and the
appropriate dilution of test compound In assay medium was transferred to
Iindependent wells of the cell culture plate which was Incubated at 37° with 5% CO,.

Following a 3 day-Incubation period, the cells were washed with PBS and total
collular RNA was exiracled with the RNeasy Minl Kit® and Qlashredder® from
Qlagen. RNA from each well was sluted in 50uL of Hz0. RNA was quantified by
optical density at 260 nm on the Cary 1E® UV-Visible spectrophotometsr. The HCV
RNA replicon copy number was evaluated by mﬁl—ﬂmo RT-PCR with the Abl Pism®
7700 Sequence Detaction Systam. The TAQMAN EZ® RT-PCR kit provides a
system for the detection and analysis of RNA. Direct detection of the reverse
transcription polymerase chaln reaction (RT-PCR) product with nho downstream
processing was accomplished by monltoring the Increase In fluorescence of a dye-
labeled DNA probe. The nucleotide aequence of both primers and probe was
located In the 5 reglon of the HCV genome. The replicon copy humber was then
av_'aluabd using a standard curve made with known amounts of replicon copy
(supplementad with 50 ng of wiki type Huh-7 RNA) assayed in the same reaction
mbx. The following thermal cycle paramsters were used for the RT-PCR reaction on
the ABI Prism® 7700 Sequence Detsction System. Condifions were optimized for
HCV detection. Quantification Is based on the threshold cycle, where the
amplification plot crosses a defined fluorescence threshold. Comparison of the
threshold cycles provides a highly sensitive measure of relative template
concentration In different samples. Monitoring during early cycles, when PCR fideilty
lsatits h?ghaat. provides precise data for accurats quantification. The relative
«24.
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template concentration can be converied to real numbers by using the standard
curve of HCV with known number of copy.

ECa Curve Fliting with NLIN Procedure of SAS
The leval of inhibition (% Inhibition) of each well contalning test compound was

caiculatad with the following equation (CN = HCV Replicon copy number):

%-mmﬁon=(m'm'm'“”)-1oo.

CN - control

The calculated % Inhibltion values were then used to detarmine ECa, siope factor
(n) and maximum inhibition () by the noninear regression routine NLIN
pmcadu_re of SAS using the following equation:

. I x[inkibitor]"
K Inhibition = hibitor} + ECs
TABLE 2
ECax (nM) of different NS3 protease Inhibltors In HCV of different genotypes
compound _ | HCV replicon 1a | HCV replicon 1b
it 34 27
] 45 47
v 2.1 10
v 76 30
vi 2.2 3.0
Vil 32 33 .
Vil 0.7 11 '

In HCV replicon cel-based essays, compound (IV) showed a dose-dependent
Inhibition of HCV RNA replication with ECes of 2.1 nM and 1 nM using HCV
replicon-containing cells of genotype 1a and 1b, respectively. Cytotoxicity was not
obaerved at concentrations higher than 1000 nM. These results indicate that
compounda N, Iil, IV, V1, VI and Vill are potent and specific inhibltors of cell-based
HCV RNA replication. Compound Vis a compound from a different class but which

is related In structure, and aiso active against NS3 protease but less potent. This
: C a28.

A

PCT/CA2003/001634 %
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compound will be used later on as a control to compare Inhibltory activity levels.

Compounds V1, VIl and Vil have the following struciures:

g

e

Py
Dty
P

10 Example 3 ~ Inhibition of GBV-B NS3/4A protease by compounds Ii, Ill and [V
Cloning of GBV-B NSI/NS4A protease
The full length GBV-B NS3/NS4A protease gene was !solated from Infected tamarin
serum. Total RNA was isolated from the serum using Qlagen® viral RNA extraction
kit according to standard protocol. The selection of primers for the reverse

16 transcriptase and the PCR reactions were selectad based on the published
sequence (Muerhoff, A.S et al. 1985) and GeneBank accesslion number U22304

-286 -

compound (VII)

q
o#‘
Q,

compound (VIIl)
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(forward: 5'CGCATATGGCACCTITI; ACGCTGCAGTGTC3' (SEQ ID No.14);
reverse: 5’CGCACGCTCGAGACACTCCTCCACGATTTCTTCY' (SEQ ID No.15)).
The ampiified RT-PCR product was clened Into the polyhistidine tag-containing pET-
29 plasmid bstween the Ndel and Xhol sitas In frame with the polyhistidine tag. Thie
construct produced a recombinant protain with a poly His tag at ita C-terminus. The
plasmid was transformed Into BL21 DE3 plLysS for proteln expression.

The E. colf clone pGBV-B was grown In LB medium to a cell density (ODgo) of 0.8 &t
which time IPTG was added at a concentration of 0.2 mM. The Induction was done
at 23 C for a perlod of 4 hours. The GBV-B NS3/NS4A-Hls protein was purified
accarding to the procedure describad by Zhaong et a/., 18808., The soluble fraction
was purified on a Pharmacia® Hi-Trap NI*2-chelating affinity column using a 50 to_
400 mM Imidezole gradient. This step was followad by chromatography of the protein
preparation on a Superdex® 200 {;al filtration column. The concentration of the
proteln preparation was detarmined by Bradford protain assay.

In vitro GBV-B NS3 protease assay
The depsipeptide subsirate used to assess Inhibition of the protaase activity of GBV-

B NS3-NS4A heterodimer protein was Ac-DED(EDANS)EE-Abu[C(0)-0]
ASK(DABCYL)-NH; (S8EQ ID No. 18) This substrats Is cleaved between the
aminobutyric (Abu) and the alanine residues and products of the reaction were
analyzed by HPLC. The protease activity was assayed in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
0.25M sodium cltrate, 0.01% n-dodecyl-§-D-maltoside, 1 mM TCEP. The aeeaywaa
performed in a Microfluor®2 White U-Bottom Microtiter® plate. 5 uM of the
substrate and various concentrations of the test compounds ware Incubated with 0.4
nM of GBV-B NS3-NS4A heterodimer protein for 2 hours at 23°C under gentie
agltation. The final DMSO content did not axceed 5.25%. The reaction was
terminated by the addition of a 1M 2{N-morpholinojethanesulfonic acid solution at
pH 5.8, For quantification, the cleavage products and the substrate were separated
by HPLC on & Perkin-Eimer® 3x3CR C8 column. The separation was accomplished
by inltially eluting at 3.6 mL/min with an aqueous solution containing 0.05%
phosphoric acid and 3 mM SDS. A 0 to 45% acetonitrile linear gradient In 0.05%
phesphoric acld was then applied for 10 minutes. The absorbance was monitored at
210 nm.

PCT/CA2003/001634 ”
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The assay was conducted In the presence of the tast compounds I, Ill, IV and V.
The ICy obtained for aach test compound In the presence of GBV-B NS3-4A protein

Is Indicated in Table 3.

TABLE 3
Compounds o (M)
GBV-B
compound () 38.5
compound (iif) 31
compound {IV) 16
compound (V) 63,

Compound Vs a compound from & different class which Is related in structure and
aleo active against NS3 proteass but less active than compounds i, Il and IV. This
compound was Included to demonstrate that the ranking of the activity of eompounds
i1, Il and IV was malintained between HCV and GBV-B,

Hepatocytes lsolatad from unlnfected tamarins were maintalned in culture in defined
medium for several days. The cell culture model was as described by Beames of al.
2000. Three daya after plating, the cells were Infectad with GBV-B-cortalning
plasma. After viral adsorption, the virus was removed and the cells were Incubated in
the presence and absence of candkiate test compounds at a concentration of 10
#M. The cells were harvested 7 days post Infection. The levels of GBV-B RNA were
quantiitated from total cellular RNA by a real-ime PCR assay using a primer-probe
combination that recognized a portion of the GBV-B capsid gene (Bsamas &t al.
2000).

Despite Iowaf_lcn obtalned In the enzymatic assay, the resulis lllustrated in Figure 8,
show that more than a 3Hog reduction In the viral RNA levels was observed when
the cells were incubated in the presence of compound Ill and a 2-og reduction In the
presence of compound V (when the resulis were axpressed as g.e. (gehome
equivalents) »g RNA). The results obtained with this more representative viral
replication assay demonstrats that these compounds are effective antivirals to
reduce GBV-B virus production.
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Example 4 - Sequence Comparison of NS3 proteases within the Flaviviridae
family

The sequences of proteases from other viruses of the flaviviridae family of viruses
were obtained from a BLAST analysls (Altachul et al.1987) NCBI followed by the
taxonomy report. The search for protease sequences was done using specific
criteria that would retrieve all flaviviridae sequences with similarity to HCV protease
excluding HCV sequences themselves. When possible an "NP_" sequence from
NCBI was used to represent a particular group of related viruses since these "NP_"
sequences are *Refersnce” sequences (RefSeq). Furthermore, when not known, the
NS3 N-terminal and C-terminal ends for the proteases were determined from
similarity with HCV NS3 proteass.

Sequencs allgnments of proteases for the six HCV strains agalnst the differant
groups of viruses were performed using ALIGNX (VectorNTI®) based on
CLUSTALW (Thompson, JD, et al., 1994).

From these alignments, the percentage of similarity was calculated betwsen all
Individual sequances and axpreased in Tables 4-8. The similarity was based on the

following grouping of amino acids; [ILVM], [FWY], (KR, [DE], [GA], NQ], [ST].

Tabie 4 represents [dentities and similarities between several genotypes and
subtypes of HCV. One can sae that Identiles range beiween 70% and 89% whereas
simllarities range between 77% and 85% demonstrating that the NS3 protsase is
highly conserved among HCV. Also, from the amino acld sequence alighment of
NS3 protease domain of various representative HCV genotypes (Figure 2) and
location of the conserved residues on the three dimensional structure (Figure 8), one
can see that the resldues et the active site are highly-conserved among HCV

genctypes and subtypes.

Table 5 s an analysls of the similarity between GB viruses NS3 protsase and HCV
NS3 protease domalns. Similarities range between 43 and 49%, whareas simllarities
between HCV and pestivirus NS3 domalns range from 25 and 30% (Tabie 6).
Simllarities between HCV and dengue virus range also around 30% (Table 7), as
well as the similarity between HCV and Flavivirus (Table 8).
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In contrast, Table 9 shows that the similarities between the NS3 protease domaln of
HCYV and the proteass of Human Cytomegalovirus (HCMV) revolves around 20%.
HCMV I8 a virus of the Herpes viridae and has e serine protease that has a different
catalytic triad from Flaviviridae proteases. The HCMV virus protease Is thersfore not
considered to be similar to Flaviviidae NS3 proteases. This contrast will be
llustrated further when comparison Is made of the slmlla-rlﬂas betweaen the amino
acld in contact with our Inhibliors in Flaviviidae and HCMV.

Example 5 - Three-Dimensional Structural Crystai Studies

In order to analyze further the simllarities between Flaviviridae, a crystal struciure
was obtalned of the HCV NS3 protease complexed with an Inhibior, and the amino
acids directly In contact with the Inhibitor were analyzed in other Flaviviridae to
assess degrees of similarity of theea important contact points.

A co-crystal of the HCV NS3 protease-NS4A peptide complexed with macrocyclic
compound (lI) was obtalned that diffracted X-rays to 2.75 A resolution. The
macrocyclic compound |l was found at the NS3 protease active slte and was clearly
defined In the difference elaciron'density. This structure reveals molecular detalls of
how the test compound interacts with the active sita and provides additionai insight
Into the mechanism of inhibltion of the HCV NS3 protease.

The structure of the NS3 protease complex with the teet compound 1l (Figure 8)
better defines the binding sife of the pressnt substrate-based test compound serles.
From this structure of the co-complex, the residues directly [n contact with the test
compound i.e. within 3 A (H57, G137, $139, A156 and A157) are Indicative of the
&ctive sits, as predicted by the competitive mode of Inhibition, and by the
conservation at this site among representative sequences of HCV genotypes and
various subtypes.

Other residues In contact within 4A of the test compound are listed in Table 10.

Comparison analysis reveals that these amino acids are highly conserved among

Flaviviridae ranging betwean 58% and 78%. Conservation of thesa resldues among

Flaviviridae is indicative that Inhibltors of the HCV NS3 protaase would also inhibit

other members of the Flaviviridae famlily of viruses. In contrast, the lavel of eimllarity

of the HCMV protease catalytic site and the contact points of Table 10 ls in the same
-30.

PCT/CA2003/001634 %



WO 2004039833 PCT/CA2003/001634 /%

10

16

range as the similarity for the whole pratease (~20%) once again illusirating the fact
that other serine protease from non-Flaviviridae are not targetad by the compounds
of formula (1).

Other structural studles performed between HCV and dengue virus protease

- domains have shown that all six strands of the C-terminal domain Inhibitor binding

site are strongly canserved and of comparable length. Superpaslttion of 68 « carbon
atoms of the C-terminal domaln of Dan2 protease (residues 87-167) and HCV .
Including most of the residuas in Table 10 (residues 68-189) ylelds a r.m.s. deviation
of 0.8A. (Murthy et al,, 1699).

Discussion

Virusaes within the Flaviviridae family possess a number of simllarities (Figure 1)
desplte a relatively low overall sequence homology among ts members (Tablea 4-8).
In particular, the NS3 protein contains sequences with similarity to the protease and
the nucjeoside triphosphate-binding helicase of pestiviruses and flavivirusea. The
HCV NS3 protease domaln shares a sequence simllarity of about 77-85% among
HCV genotypes (Figure 1) and a aaquence similarity of about 25-50% with other
members of the Flaviviridae family (Tables 4-8). In addition, the genomic
organization and stnichure of GBV-B and HCV are similar despite the fact that the
sequence homology betwean the polyprotein sequences of GBV-B and HCV is
about 25 to 30%. This low similarity ls however trumped by the fact that residues
that come In contact with the Inhibitor are highly conserved within the protease
domain of Flaviviridae, a strong Indication that this famlly of compounds would also
bind to other Flaviviridae. The activity of compound IV obtained against GBV-B Is a
posiiive demonstration of that hypathesis.

With respect to the three dimensional structure, the avallable atomic co-ordinates of
the varlous crystallizad HCV and Dengue NS3 proteases showed an overall
architecture that Is characteristic of the trypsin-ilke fold. Many studies have now
firmly established that the N-terminel portion of the NS3 reglon encodes a serine
protease that has a very apecific and pivotal role In viral polyprotein processing
within Flaviviridae.

All results produced in the above experiments tend to support the contention that the
-31-



WO 2004/039833 PCT/CA2003/001634 M

10

16

compounds of formula (l) are active against membens of the Flaviviridae family of

viruses:

e 6 related compounds have been shown to be active againat HCV 1b and have
similar activity against HCV 1a (Table 2);

e 3 of these compounds were also tested against HCV 3a, 2a-c and 2b and aiso
found to be active (Table 1); .

« these 3 same compounds were tested in the enzymatic assay against GBV-B
and found to ba activa (Tabla 3);

« 1 of these compounds was tested In csll culture against replication of GBV-B I
tamarin cells and found o be active (Figure 8);

¢ 1 of these compounds demonstrates a mode of binding that Is situated in a
region highfy conserved betwean all members of Flaviviridae (Figure 8);

« studies have demonsirated strong functional and structural simllarity between
HCV and Dengue virus NS3 proteases.

Given all similarities of viruses within the Flaviviridae family of viruses, It seems
highly likely that the compounds of Formula (1) are effective against members of the
Flaviviridae family of viruses, and more particularly, effective against the pathogenic
members of the Flaviviridee famlly.
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TABLE 4 - IDENTITIES AND SIMILARITIES BETWEEN NS3 PROTEASE
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TABLE 5 - % smataarry or HCV N53 mmorEnse oy (181 aa) wrrn GB ¥s3

PROTEASES FROM THE FLAVIVIRIDAR FANILY

- asv-B HepQ GBV-A GBV-C
NP 056931 | NP 043570 | WP 045010 | ¥P 059446

AF27. 632 45 49 a“ 48
DQ::OB 46 49 s a8
DO:;! . 4 8 45 &7
Dlooss 46 47 « 46
n13;53 “ ¢ 43 45
nslso:n e 4S 45 46
Y11004 a“ 46 45 4s
viroBe 46 48 .“ 6 ]
!1::'3 45 47 46 46
nslal:z: 4 49 45 a8

Matrix: [IIIWII r [FWY] [) [n] ’ [Dﬂ] r [GB] I [HQ] I [BT]

TABLE 6 = % snumniry or BCV NS3 proTeasE DOMAIN (181 AA) WITE PRETIVIRUSES

NS3 PROTEASES FRON TEE FLAVIVIRIDAE FANILY

: Pesti 1 BVDV2 Peatl 2 Pestl 3
NP 040937 | NP 044731 | NP 075354 | NP 620062
AFIr 1632 28 38 28 a .,
D5ea08 28 ae 28 28
nn:;u 26 36 26 26
Dlaoes a6 2s 26 26
m':;:ss 29 28 a8 28
Do 28 . 27 28 28
11604 a8 as as as
nT;':“ as 29 29 29
¥12083 30 as 29 29
Deag3a 29 28 as 29

BVDV-2= Bovine viral Diarrhea virus
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TABLE 7 « % sncianTy or HCV NS3 PROTEASE DOWAIN (101 An) WITE MOSQUITO-BOSME

FLAVIVIRUE NB3 PROTEASES FROM THE PLAVIVIRIDAE FANLILY

Dengue 1 Dengue 2 Dengue 3 Dengus 4
NP 059433 | NP 056776 | WP 040961 | WP 073286
la
A¥271632 26 27 a8 29
ib
090308 29 29 30 31
da 27 29 28 a8
D00944
25
D1o968 29 29 29 as
3a
17763 27 29 29 29
10a
pe3Ba1 28 29 30 29
e
- 27 27 28 30
5a
Y13 be 29 30 31 30
6a 29 30 30 31
¥12083
Tia
DEIaaa 29 29 30 30




-L‘-

TABLE 8 - % sparasyry or HCV N83 rRoTEASE DOMATN (181 AA) WITH FIAVIVIRUG NO3 DROTEASES YEOM THE FLAVIVIRIDAR FANILY

WAV TRV Kunjin YFV MVEV
NP 041724 NP_059434 POLG_KUNJIM NP_041726 NP 051124
la
A¥271632 29 a0 29 29 30
b
90208 29 31 30 29 31
2a
DO0944 28 28 28 28 28
2b
D10988 29 30 29 30 30
3a
D17763 27 a7 a7 a8 as
10a
D638321 27 27 a7 a8 a7
4a
¥116048 28 29 29 29 30
5a
Yi3ise 29 30 30 30 30
6a
¥12083 29 30 30 28 30
1la
Dé3822 28 29 28 29 29
WVN= West Nile virus
JEV= Japanese ancephalltis virus
Kunjin= Kunjin virus
YFV= Yellow Fever virus

MVEV= Murray Valley encephalibs virus
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TABLE 9 ~ % SIMILARITY OF HCV PROTEASE DOMAIN (181 AA) WiTH HUMAN

CYTOMEGALOVIRUS PROTEASE DOMAIN (258 AA)

HCMV protaase

1;_271632 20
gs’aoth 20
Do0s44 21
Dicoss 20
%ms ::
D63821

Y1104 19
Yistes 19
3:202_3__ 18
E::aa.szz: 19
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TABLE 10 - AMINO ACID DIFFERENCES IN THE NS3 PROTEASE INHIBITOR BINDING DOMAIN AMONG VIRUSES OF THE

(WITHIN 4 A OF THE INHIBITOR) FLAVIVIRIDAE FAMILY

HCVA40_1b 58 |57 |70 |81 |123 132 135 [138 [ 137 [ 138 [ 130 | 154 | 155 | 156 (157 | 168 | 168 | %
Y H |D D |R \'A] L K G ] ] F R A A \' D | Sim
HCV Ex Te ™ Q, |88
Al Ky La E | 100
140) I P
GBV, FY | H|AS [D [KY VLM [FIA |RK |G [] [ LUF {VIT |SIA |VIA LR |R 60
+ + + + + + + + + = = = +
PESTI D|H|M DT L L K G w s v K G G K 53
+ + + + + + + + +

Flavivirus / W | HI|K D |[PNA |L Ks |P G T [ Y G G v A 50
Mosquito-bome | + + + + + + + + + +

Dengue —
Flavivirus W | HIK D |PN L X G T [] Y G G v A 59
mosquito-bome | + + + + + + + + + +

Herpesvins VIR]|V E|T G A D A [] 8 v A L R 23
HCMV + + + +
HCV40_1b md-mmhﬂmm-u-mu analysls
n number of HCV saquancas of all genotypes thet was used in the study
&&n ;nnhdﬂﬂlmuﬂiuh
* mmummmmmmmmm
Lod SimBaritias thet are unique for the GEV-8
GBV, mnmwnhmmumuam

» % simlarity for GBV-B

££86£0/¥00T OM
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WE CLAIN:
1. Use of a compound of Formula ([):

CH,0 Ny B
oLy

Formula ()

wherein A is selected from: C, to Cealkyl and C; to Gy cycloalkyl; B Is selectad from:

phenyl or thlazolyi, both of which optionally substituted with a group selected from

NH(R") and NH(CO)R', wherein R' Is C, to C, alkyl; and R Is OH or a sulfonamide -

group of the formula -NHSO-R? wherein R? Is -(C1.4)alkyl, (Ca)cycioalkyl or
{~C..0)alkyl-(Cs.e)cycloalkyl}, which are all optionally substituted from 1 to 3
times with halo, cyano, nitro, O-{(C:.s)alkyl, amido, amino or phenyl, or R Is
Cs or Cyq aryl which Is optionally substituted from 1 to 3 imes with halo,
cyano, nltro, (Cis)alkyl, 0-(C,.g)alkyl, amido, amino or phenyl;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof; ' _

for the preparation of @ maedicament for the treatment of Flaviviridae viral Infection in

a mammal.

2. The use according to clalm 1, whereln A of Formula (I} Is a branched C, o G,
alkyl or C, to C, cycloalkyl group; B of Formula (I) le phenyl or & thiazole
substituted at posttion 2 with NH(R') or NH(CO) R? In which R' Is a C, 0 C,
alkyl; and R Is OH ora sulfonamide group of formula -NHSOR? whersin R* Is
~(C1.e)alkyl, {Cs.a)cycioalkyl, both optionally substituted 1 or 2 imes with halo or
phenyl, or R® Is C, aryl optionally substituted from 1 or 2 imes with halo or
(Cya)aliol.

3. The use according to clalm 1 or 2, wherein A is cyclopentyl or feri-butyl; B ls a
thiazole substituted at position 2 with NH(R') or NH{CO) R'inwhich R'ls a
Cito Csalkyl;and Ris OHora sulfonamide group wherein R? ls methyi,

_ cyclopropyl or phenyl. .
4 _Tha use according to any one of claims 1 to 3, wherein sald compound Is a

-m-
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1.

12.

13.

14.

18.

compound of formula (I) wherein R is OH.

The use according to any one of clalm 1 to 3, wherein R Is a sulfonamide
group of formula -NHSO2-R* wherein R* Is {Cy.s)alkyl, (Caa)cycloalkyl, both
optionally substituted 1 or 2 times with halo or phenyl, or R* Is Cg aryl optionally
substituted from 1 or 2 times with halo or (C1.s)alkyl.

The use according to any one of claim 1 to 3, whereln A |s cyclopentyl; B-ls a

. thiazole subatituted at its 2 posttion with NHCH(CH,): and Rls OH ora

sulfonamide group wherein R* is methyl, cyclopropyl or phenyl.

The use according to any one of claims 1 to 5, whereln sald mammal Is a
human, and sald Flaviviridas is selected from the group consisting of Yellow
Fever virus, Wast Nile virus, Dengue fever virus, Japanase Encephalitis virus,
GB virus A or C and Hepatitls G virus.

The use according o any one of clalms 1 to 5, wherein sald mammal Is a
cattie, and sald Fiaviviridae Is selectad from BVDV, border disease virus.

The use according to any one of claims 1 to 5, wherein sald mammal Is a pig,
and eald Faviviridae ls Classical Swine Faver Virus. ]

The use according to claim 5, whereln salkd mammal Is & human, and sald
Faviviridae Is hepatils C virus.

The use according to claim 8, whereln sald mammal Is a human, and said
Flaviviridae Is selectsd from the group conslsting of Yellow Fever virus, West
Nbe virus, Dengue fever virus, Jepaness Encephalitis virus, GB virus A or C
and Hepatitis G virus. .

The usa according to claim 6, wherein sald mammal is a catiie, and sald
Flaviviridae Is selected from BVDV, border disease virus. "

The use according to clalm 8, wherein sald mammal is a pig, and sald
Flaviviridas la Classical Swine Fever Virus. :

The use according to any one af clalms 1 to 9, whereln said Flawiviridas virus
comprises an NS3 protease comprising amino acld residues selacted from:
H57, G137, S139, A156 and A157.

An article of manufacture comprising packaging meterial contalned within
which ls a compasition effective o Inhiblt & virus of the Flaviviridae famlly and
the packaging material comprises a label which indicates that the composition
can be used to treat Infection by a virus of the Flaviviridas family and, wherein
sald composition comprises a compound of Formula (1) as defined in claim 1.

PCT/CA2003/001634 %
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FIGURE 1

Flavivirus Polyprotein
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FIGURE 3
Representative 1Cs, curves of compound (IV) against HCV genotype la (A), and 1b
(B) NS3-NS4A proteases
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FIGURE 4

Dixon plot (A) and Comish-Bowden plot (B) analyses of the inhibition of HCV 1a NS3-NS4A protease by compound (IV) at
substrate concentrations of 1 (v), 2 (v), 4 (o) and 6 (A) uM showing a competitive mechanism of inhibrtion
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FIGURE §

Docon plot (A) and Comish-Bowden piot (B) analyses of the Inhibltion of HCV 1b NS3-NS4A protease by compound (IV) at substrate
of 1 (v), 2 (v)» 4 () and 6 () pM showing a competitive mechanism of inhibition
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FIGURE 6
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INHIBITION OF GBV-B REPLICATION
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<110>

<120>

SEQUENCE LISTING

Boehringer Ingelheim International GmbH
Composition for the Treatmant of Infection by Flaviviridae

Viruses

<130>»

<140>
<141>

<150>
<181>

<1l60>
<170>
<3210>
<211>
<2121>
<213>

<330>
<223>

<400>

13/118

U8 €0/442,769
2003-01-27

U8 60/421,900
24002-10-29

16

FastBEQ for Windows Varsion 4.0
1

as

ONA

Artificlal Sequence

Primer

1

cteggatecy gegeccatea cggectac ag

<210>
<211>»
<212>»
<213»

<220>
«223>

<400>

a

33

DR

Artificial Segquence

primer
2

ctctctagat cagcactctt ccatttcate gma 33

<210>
<21l1l>
<212>»
<213>

<220>
<223>

* <4003

3

36

DNA

Artificlal Baquence

primer

3

ctetctdgat cageactctt ccatticatc gaacte 36

-1/4-
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10

16

45

<210> 4

<21l> 34

<212> DHA

«213> Artificial Bequence

<220>
<2123> primer

<400> 4
cteggatceqg gegocecatca cggectacte ccaa 34

<210>» 5

<211> 16

<212> PRT

<213> HCV peptide

<400> 5
Pro Asp Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu Cys
1 5 . 1¢ is

<210> 6

<211> 20

<212> DMA

«213> Artificlal Sequence

<220>
<223> primer

<40D> &
cteggateceg gecteoccatta ctgettac 28

<210> 7

<211> 43 .

«<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> primer

<400> 7
gacgcgtcega cgceggeeget cagcactctt ccatttcact gaa 43

<210> 8§

<211> 31

«<213> DNA

<213> Artificial Bequence

<320
<3223> primer

<400> 8
ctcggategg goocccgatca cagoatacge c© 31

-214-
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10

16

<210> 9

<211> 41

<312> DNA

<313> Artificial Sequence

<220>
<223> primsr

<400> 9
cacegetcga gtcagecatte ttccatctea teatattgtt g 41

<210> 10

<31ll> 11

<3212> PRT

<213> Artificial Bequence

<220> ' '
<223> Asp at poaiticn 1 is linked to anthranilyl

<223> Xaa at pogition 6 is amincbutyric acid [C(0)-0]

,<323> Xan at positlon 9 is (3-nitro)tyroslne

<400> 10

Asp Asp Ile Val Pro Xaa Ala Met Xaa Thr Trp
1 s 10

<2310> 11

<211> 11

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<320>

<223> Xaa at position 6 ia aminchutyric acld

<400> 11

Asp Asp Ile Val Pro Xaa Ala Met Tyr Thr Txp
1 s 30

<310> 12

<311l> 12

<212> PRT

<213> HCV Peptide

<400> 12

Asp Asp Ile Val Pro Cys Ser Met Ser Tyr Thr, Trp
1 ' 5. 10

~3/4-
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20

25

<3210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Xaa is at position 1 i anthranilyl-Asp

<223> Xaa at position 2 is (d)Glu
<223> Xaa at poeltion 6 im norvaline [C(D) -0l
«223> Xaa at position 9 is (3-nitro)tyrosine

<400> 13
Xaa Xaa Ile Val Pro Xam Ala Met Xaa Thr Trp
1 5 10

<210> 14

<21l1l> 30

«212> DNA

«213> Artificial Baquance

<220>
<223> primer

<400> 14
cgecatatgge accttttacg ctgcagtgtce 30

<3210> 15

<211> 33

«<212> DMA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> primer

<400> 15

cgcgogotog agacactcct ccacgattte tte a3

<210> 16
<211> 9

' <212>

PRT
<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Xaa at position 1 i1a acetylated-Asp

<223> Xan at position 3 is Asp (EDANS)

223> Xaa at poa:l.i:ion's ip amino butyric acid [C(0)-0]
<223> Xaa at position 9 ile Lys [DABCYL]

<400> 1&

Xaa glu Xaa Glu Glu Xaa Ala Ser Xaa
1 5
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. 2 | Applicant for all designated States except US
4  |Neme BOREARINGER INGELHEIN INTERMATIOMAL GMBEH
5 |Address: Binger Stresse 173
D-55216 Ingelheim
Germany
I8 |8 of nationafty DE
k7 | Stamof maidence DR
1%} Telsphons No. . 011 49 6132 77 2326
[T Facaimfs No. . 011 49 6132 77 3000
T | Appicent andior ivenior
ki1 | This persan fx: applicant and inventor
12 | Applicant for UB only ' '
Hi-14 | Nama (LAST, Firsl) LAMARRE, Daniel
15 | Addroes: 2100 Cunard Btreaat
Laval, Québec H78 245
Canada
18 | State of nutionality CA
17 | State of residence CA
118 | Talaphone No. (450) 682-4640
19 | Facaimie No. {450) 682-8434
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applicant and inventor

W22 |Applcentfor U8 only
24 |Name (LAST, Fes) LAGACE, Ligette
125 | Address: 24100 Cunard Street
Laval, Québac H7H8 2GS
Canada
138 |State of nationedty CA
427 |Stwie of reskience CA
VA - |Agent or common represerdative; or
address for correspondance
mmhmm::::mm egent
behatf of the applicents) before tha
Authorifies ax:
N-i-1 | Name (LAST, First) BAERMIER, :lmlii.' a.
V12 | Address: Boshringsr Ingelheim (Canada) Ltd.
2100 Cunard Btrest
Laval, Québec H78 2G5
Canada
V-1-3 | Telaphone No. (450) 682-4640
IV-14 | Facsimile No. (450) 682-8434
V-5 je-mall . lbernier€lav.boshringer-ingelhein.ca
v Deaignation of States } o :
" v [Regonel Peent AP: GH GM KE LS NW MZ 8D 8L BZ TI UG M
m:‘mﬂm EW and any other State which is a
purentheses ofter the designationie} | Contracting State of the Harare Protocol

and of tha PCT

EA: AN AZ BY KG XZ MU RU TJ TH and any
other State which is a Contracting Btate
of tha Furasian Patant Convention and of
the PCT

EP: AT BE BG CH&E&LI CY CE DE DK ER ES FI
¥R GB GR HU IE IT LU NC MIL. PT RO 8E 85I
SK TR and any other State which is a
Contracting Btate of the Burcpsan Patent
Convantion and of the PCT

Okt BF BT CF CG CI CM GA GN GQ GW MI: MR
NE SN TD TG and any other State which ia
a manmber State of OAPI and a Comtraoting
State of tha PCT ;
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PCT/CAO301634

. PATENT COOPERATION TREATY

PATENT DEPARTMENT

JAN BRI
NOTHCATION CONCERNING

SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

From the INTERNATIONAL BUREAL

To:

BERNIER, Loulss, G.
Boshringer ingelhelm (Canada) Ltd.
2100 Cunard Street

(PCT Administrative Instructions, Section 411) Lc:vr:laoulboe H
a
’ Sosnnad / senf 1o GmbH

Date of malling (day/monthiyear)

02 December 2003 (02.12.03) -
Applicant's or agert's (Ve reference

13/118W0 IMPORTANT NOTIRCATION
intsrnational appllostion Na. Imtsmnational fling date (dlvllmnﬂmn

PCT/CAD3/01634 24 Cctober 2003 {24.10.03)

Inmtarnational publication dete ([dey/month/year)
Not yet published

Priority dute (dewimonthiysar)
29 October 2002 {29.10.02)

Applicant

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al

. The applicant s hersby notified of the dute of recsipt (except whare the istters "NR" appear In the right-hand column) by the
International Bureau of the priority docurnemntia) relating to the sartier appliestion(s] indiestad below. Unisss otherwise
indlcated by an asterisk appearing next to a dete of recalpt, or by the letters "NR*, in the right-hand colpmn, the priorty
dooumnant conoerned was submitted or tranamittad to the intsmastional Burssu In compliance with fuls 17.1{s) or (b).

. This updetes and replages any pravieusly lasusd notifioation sonoeming subbmission or transmitts] of priority documents.

An sstarisi(*) sppasring next to & date of reoslpt, In the right-hand oolumn, denotss & priovity dooumant submitted

or transmitted to the Intemations! Bursau but not In compllance with Rule 17.1(s) or (b). In such » cses, the sttention

of the appiicant Iy diresied to Rule 17.1(c) which provides that no designsted Offics may disregard the prigrity catm
oonosmed befory glving the apploant sn opportunhy. upon sntry into the nations! phase, to furnish the priorty documant
within a ima limit which ls reasonable inder the alroumstances. .

The lstiars "NI® sppearing in the right-hand column denota a priority document which wes not recaived by the iIntamational
Bureau or which the sppiteant did not request the ressiving Ofios to prepare and transmit to the intsmations) Buresu.

ua provided by Rule 17.1(s) or (b, respectively. In such s case, the sttentien of the spplisunt Is dimeted to Rule 17.1(a} which
provides that no designated Office may disragard the priority elaim concemad before giving the applicant an opportunity,
upon antry into the netonal phase, to furnish the priorky dooumaent within g time imit whiah is ressonsbis under the

Facaimile No. (41-22) 335.80.85

droumstanoss.
Priodiv.dats Priaciy acofication No. Country or regional Offios Date of resint
oLPCT tacaiving Offion of orincty dooumasnt
29 Octo 2002 (29.10.02) 60/421,900 us 268 Nove 2003 {28.11.03)
27 Janu 2003 (27.01.03) 80v442,789 us 26 Nove 2003 (26.11.03)
The hesrnationsl Buresu of WIPO Autharized offier
34, ehemin des Colombeties Catherine TOLU (Fex 338-8995)

Telaphona No. {41-22) 358 9068

Poce TSR RAd (b 1AM




PATENT COOPERATION TREATY PCTICA2003/001

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To: PATENT DEbARTMENT
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE MAY 2 8 2004
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL BERNIER, Loulse, G.
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES Boshringer Ingelheim (Canada) igd,,
2100 Cunard Street
Laval, Québec H7SBGHUPO updated
(PCT Rule 47.1(c), firq scntence) CANADA Scanned / sent to GmbH
Date of mailing (day/montivyear) { 4 Apﬁ \29 ’ 205
13 May 2004 (13.05.2004)
Applicant’s or agent's [ile refcrence
13118W0 IMPORTANT NOTICE
International application No. Intermational filing dew (day/monidvyear) Priority dale {day/month/year)
PCT/CA2003/001634 24 October 2003 (24.10.2003) 29 Oclober 2002 (29.10.2002)
Applicant

BOEHRINGER INGELHEM INTERNATIONAL GMBH et al

1. Notice is hercby given thal the Intemational Burenu hax communlcated, as provided in Aricle 20, (he intermational application to the
following desigmaled Offices on the data indicated above ss the dale of mailing of Lhis notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, CO, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c), third scaicnce, thoze Offices will accept the present nolice as conclusive evidence that the commmunication
of the intemnaticnal application has duly taken place on the date of mailing indicated ahove and no copy of the imemational application ix
required 1o be furnished by the applicant 1o the designated Office(s).

The following designated Offices have waived the requirement for such a communication ai this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, 8G, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, ID, I, IN, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH,
PL, PT, RO, SC, 8D, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

The comrmunication will be made 10 those Offices only upon their request Furthcrmore, thase Offices do nol require the applicant to
furnish a copy of the international application (Rule 49_|(a-bir)).

3. Enclosed with this notice is a copy of the iniernetional epplication as published by the International Burean on
13 May 2004 (13.05.2004) under No. WO 2004/038833 . <o PA Umﬂkd

4. TIME LIMITS for flling a demand for inlernational preliminary examination and for entry Inio ihe national phase

The applicuble time limit for entering the national phase will, subject o what Is suld in the following paragraph, be 30 MONTHS (rom
the priority date, not only in respect of any elecied Office if a demand for inlemational preliminary examination is filed before the
expirtion of 19 months from the priorily date. but also in respect of any designated Office, in the absence of filing of such demand, where
Article (1) as modified with effect from 1 April 2002 applies in respect of that designated Office. For forther details, see PCT Gazatte
No. 4472001 of 1| November 2001, puges 19936, 19932 and 19934, ms well ay the PCT Newslester, October and November 2001 and
February 2002 ixsnes.

in practico, thme limlis other than the 30-month (e Bmi will continue 10 apply, for various perlods of time, In respect of certaln
designated or elected Offices. For regniar updaies on the applicuble time Amits (20, 21, 30 or 31 monthx, or cther time Limit), Office by
Office, rolar to the PCT Guzedte, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Yolume 11, National Chapiers, all available from
WIPFO's Inicmet sits, al hitp//www.wipo.int/pet/enfindex . uml.

For filing u demand for iniernational preBminary examination, see the PCT Applicant’s Guide, Yolume VA, Chapter 1X. Only an
applicant who is a mational or rexident of a PCT Contracting Stale which is bound by Chepter 11 has the right to file a demand for
intemational preliminary examinetion (at present, all FCT Contracting Siates are bound by Chapter I,

It is the applicant’s sole responstbility 10 monitor all these Ume limits,

19

The Imemational Burean of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombor o N .
211 Qeneva 20, Switervland Athina Nickitas-Etienne




PCT/CA2003/0016:

PATENT DEPARTMENT PATENT COOPERATION TREATY - ggb
JuL 08 2004 From the INTE REATOMALBEMNEH ¥ |
PCT o SeomedFeaT bR —
Agent ENP due A0\ O
INFORMATION CONCERNING ELECTED
BERNIER, Loulse, G.
OFFICES NOTIRED OF THEIR ELECTION Boehringer Ingethelm (Canada) Ltd.
2100 Cunard Strest
(PCT Rule 61.3) Laval, Québec H7S 2G5
Canada ~anp NS
Dute of maliing {day/month/yvear) pet e
30 June 2004 (30.06.2004) WW
Applicant’s or agent’s file reference w_
13/118WO IMPORTANT INFORMATION
intsmational applicstion No. imemnetional filing dete (dey/monthiyear) |Priority date (day/monthiyesr)
PCT/CA2003/001634 24 October 2003 (24.10.2003) 29 October 2002 (29.10.2002)
Applioant

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al

1. The applicant Is hereby informad that the Intsmnational Bureau has, according to Article 31(7), notified ssch of the following
Officss of lta election:

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,
SI,SK,TR
Natlonal :BG,CA,CN,DE,IL.JP KP,KR,MN,NO,PL,RO,RU,SK,US

2. The followinp Offices have waived the requirement for the notification of their slection; the notification will be sent to them
by the Intarnational Bureau only upon their request:

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,5D,SL,SZ,TZ,UG,ZM ZW
EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM
OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML MR,NE,SN,TD, TG
Natlonal :AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BR,BY,B2,CH,CO,CR,CU,CZ,DK,DM,DZ EC,
EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IN,IS,KE,KG,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,
MA,MD,MG,MK,MW,MX,MZ,NI,NZ,0M,PG,PH,PT,SC,SD,SE,SG,SL,SY,TJ,TM, TN, TR, TT,
TZ,UA,UG,UZVC,VN,YU,ZA ZM,ZW

3. The applioant is reminded that he must anter the “national phase™ befors the jon of 30 months from the priority date
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fea(s) and fumishing , if prescribed. a
transiation of the Internstional application [Articie 38(1)(a}), #s well s, where applicables, by fumishing a translation of any
annaxes of the Intermational praliminary examination repart (Article 38(3){b} and Rule 74,1).

Soma offioss have fixed ime limita axpiring later than the abave-mentlonad time limit. For detalled Information about the
applicable time limitz and the acts to be performed upon entry into the national phass bafors s partioular Offioe, 3ee Volumae Il
the PCT Applicant's Guide.

The sntry into the Europsan regional phase Is postponad untfl 31 manths from the priority dete for sll States designated for
the purposes of obtaining a European patent. .

The international Burssu of WIPO Authorized officer:

34, chomin des Colombettes
i e 2. Swiaariane Sophle Chamot (Fax 338-8995)

Facsimiie No. (41-22) 338.80.66 Telephone No. (41-22) 338 8081




The domwd sums b flad direcsly with sha competent Mterrationsl Preliwinary Exanining Axtiwwily or. {f two or mare Authoritiss are compatent, d’\

with the one chosen by the qpplican. The fisl nans o two-leter cosle of that Axthorily may be indicated by the opplicant on the Bre below:
IPEA/

PCT CHAPTER II

The mmndmrmcmm o be the
erqu-u “a?.l'l;:g. In wb;onnf

For Intomationsl Preliminary Examining Authority vee anly
Tdentification of IFEA Daie of receipt of DEMAND

Applicant’s or agent's fils reference
BexNo.1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL AFFLICATION 13/118WO

Internatrional application No. Intenations] filing date (davinontiiwar) (Barlicst) Priority dem (day/month/esr)
PCTICA03/01634 2411072003 28102002
Title of invention

COMPOSITION FOR THE TREATMENT OF INFECTION BY FLAVIVIRIDAE VIRUSES

BoxNe.II AFFLICANT(S)
Name wad sddiese: (ot e S e i bl ol i g, | P48 6132 77 2328
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GmbH Feainle N

Binger Strasse 173 011 48 6132 77 3000
D-55218 Ingsigheim Taloprineer No.
GERMANY
[Applicans’s registration No. with the Office |
State (that ls, country) of nationality: Stute (thas /. country) of residence:
DE DE
Nams and address: (Ramily ne follownd by ghven navs; fiv o lagel entity, Al oficiel deigrumion. The ashiresy waest dschasls poste] soels and ryme of comry)
LAMARRE, Danlel
2100 Cunard Street
Laval, Québec
H7S 2G5
CANADA
Sinte (YAt is, cowuntry) of natienality: Suiv fthar is, coumiry) of regidence:
Name sod address: Family axee followal iy gives nens v & lngal ity A officisl duignation m.ﬂ-—nup-dﬁ—fn-y
LAGACE, Lisette
2100 Cunard Street
Laval, Québec
H78 2G5
CANADA

Statn (that ls, coumwry) of uationality: Stato (that ix, counrry) of residence:
CA CA

D Further applicants are ndicated on & continostion shest.
Form PCTAPEA/4O1 (Girst sheet) (Jamusry 2004) Sex Notaz io the demand form




o

International spplication No.
Sheut o2 PCT/CA03/01834

Bez Neo.Ill AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The hliowing parsen is agent D txxadn representztive
nl bag boon appointed earlier and represents the spplicany(s) also fiw international proliminery examinstion.
[[] 1a hersby sppointed and any eartier sppoinrtment of (xn) agent{s)common representative is heroby revaked.
i hereby spificaly S theprocedare betor the nernaional Prlminary Exesining Autariy, a aiditcn
D h_ﬂmww i

Name and address: e ol Jiven nawe; for & lagal owlty, fill eficial designation. | Telephone No.
Postal coda nd nans of coemiy) (450) 6824840

BERNIER, Louise, G. Facaimllo No.

c/o BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD. (450) 682-8434

2100 Cunard Street Taleprimer No.

Laval, Québec H7S 2G5

CANADA Ageut's No.

D whﬁuﬁnﬂ!huﬂ?ﬂﬁm‘#' m fhas bom wdtha

Boz Na. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statumsnt concoraing amandrnants: *
1. The applicant wishes the imternational preliminary esamination o start en the basis of:
the international applisation as originally fied
the description s ocigimally filed
as mnended under Articls 34

the claims a8 originally filed
an smendad under Articls 19 (together with sy accompanying statement)
= amended under Article 34

the drawings s originally flled
& amended under Articls 34

2 D The applicant wighos any smendment to the claims under Article 19 to be consldered as reversed,

3 D mw&%%%wmﬂ““hmwuw“h

interoational prelicsinery axamination to start eartier than at the expintion of the
mmmmﬂulm

* Whem no chook-bax is marked, interastional uuhdn'dl-nuﬁchﬁofﬂnmnﬂqﬂﬂdn
:h ?fufm%d m&mﬂwmamd&mwamw
uhmmm-iumnnm

Language for the parposss of international preliminary examinstion: Enﬂlmh .......................................
which is the Ianguage in which the international spplication was filed.
[[] which is the language of & translation furnished fiar the purposes of international search.
[j which is the language of publication of the intemational spplication.
[[] which is the lengmage of the translation (to be) furished for the parposes of international protiminary exmmination.

Bex No. ¥V ELECTION OF STATES

The flling of this demand constitutes the cloction of all Contracting States which ere designated and are bound by Chapter II of the
PCT.

Form PCT/IPEA/40] (second sheet) (Janusry 2004) Sre Notas 10 the dunand form



International application No.
Showt No. . 3 PCT/CA03/01634
BaxNe.VI CHECK LIST
The demand s iod by the olements, in the refarved o in For Letemetions! Preliminary
B e V. o hrpaste o marmacions prliminery cxamiasior Examining Authority uss cnly
recalved nat recaived
1. wanalation of international application aboots O (|
2. smendments under Article 34 sheots O 8
1. copy (or. where required, tramslstion) of
amendmerns under Article 19 sheets c (.
4. oopy (or, whers required, tnglstion) of
siaterment under Article 19 shoots O (.
S. letmr shoots O -
& oer pecif) thee C O
The domsnd Is 8ls0 accorpanied by the item(s) marked below:
1.[K] foo culsulation shoot 5.[] statement axplaining lack of signature
2 [] ocdginal sapurste power of attarney 6.[] voquoncs listing in compater readsble form
3.[J oxiginal general power of attorney 7.[[] tables in computer readable form related to a
4.[] copy of gencral power of attomey; kg
veferenco umber, if my: 8.1 ater fopecifiy:

Hex No. VII SIGNATURE OF AFPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Nt 3 aach siguuturs, indioatv the nane of the parson siguing sud the coparlyy in which she parson signe (if such capacily is not aivvicss fren rasding the demand).

Ogilvy Renault
Victoria Heppell, registration no. 11270, for Loulse G. Bemler

For Intemational Preliminary Bxgmining Authority use oaly
1. Date of actual rucelpt of DEMAND:

2 Adjustad date of receipt of demand due
t CORRECTIONS under Ruls 60.1(b):

3.D The date of receipt of tho demand is AFTER the s,D The date of receipt of the demand is AFTER the
expintion of 19 momths from the priority date and expiration ofthe tima imit under Rule 545is.1(a) and
iten 4 or 5, below, does not apply. jtem 7 or 8, below, doss not epply.
[[] The sppiicant has boen infoemed accordingly. | 7, 7 The dumofrecelptoftho demandis WITHIN the time
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PRELIMINAR INTERNACIONAL

INFORME DE EXAMEN Solicltud Internacional No. Pcrlcmmwﬁ

R Base del Informe

La base del presente examen preliminar intemacional es la solicitud como
originalmente se presento.

V. Declaracién motlvada segtin el Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel
inventivo y la aplicaclén industrial; citas y explicaciones que apoyan esta
declaraclén.

A la luz de los documentos citados en el informe de blisqueda internacional, se
considera que la invencion tal y como se encuentra definida en por lo menos algunas
de las reivindicaciones no parace cumplir con los criterios mencionados en el Articulo
33(1) del PCT, es decir que no parece ser novedosa y/o alcanzar el nivel inventivo
(ver informe de blisqueda intemacional, en particular los documentos citados X y/o Y
y las comrespondientes reivindicaciones citadas.
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COMPOSICION PARA EL TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR VIRUS
FLAVIVIRIDAE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos, composiciones, uso y
procedimiento para el tratamiento de una infeccién viral por Flaviviridae en un
mamifero. Méas particularmente, la presente invencion se refiere al uso y a un
procedimiento de tratamiento que comprende la administracidn de un compuesto
seleccionado de una familia de compuestos de péptidos macrociclicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La familia de virus Flaviviridae esta incluida en los virus de cadena de RNA
positiva comprendiendo un nimero de virus humanos patogénicos tales como
virus del género hepacivirus, que incluyen hepatitis C, virus del género flavivirus,
que incluyen virus de la fiebre del dengue, virus de la encefalitis, virus del Nilo
Oeste y virus de la fiebre amarilla, y virus del género pestivirus, que incluyen el
virus de la diarmea bovina y el virus de la enfermedad de la frontera, todos los
cuales son patdgenos alemanes. Los virus més recientemente descubiertos, virus
de la hepatitis G virus (HGV) y virus de la hepatitis GB (GBV-A, B, C), se
considera también provisionalmente que son miembros de |a familia Flaviviridae
que pertenecen a un género distinto.

Los virus del dengue, miembros de la familia de los Flaviviridae se transmiten por
mosquitos. Hay cuatro serotipos que causan enfermedades humanas extendidas,
una de las cuales casa fiebre hemorragica del dengue, y aproximadamente el
40% de la poblacién que vive en regiones tropicales y subtropicales esta en riesgo
de infeccion. Del millon de casos de fiebre hemorréagica por afio,
aproximadamente el 5% son fatales. Actuaimente no hay ninguna vacuna efectiva
del fdrmaco antiviral para proteger contra las enfermedades del dengue.

Los pestivirus tales como el virus de la diarrea bovina (BVDV), el virus de la peste
porcina clasica (CSFV) y el virus de la enfermedad de la frontera (BDV)
comprenden un grupo de patdégenos animales econémicamente importantes que
afectan al ganado vacuno, cerdos y ovejas. Estos virus RNA de sentido positivo
se clasifican como un género separado en la familia Flaviviridae.

Los virus GB se han clasificado como miembros de la familia Flaviviridae, pero no
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se han asignado a un género en particular en base al andlisis de las secuencias
gendmicas. Estos virus RNA, ademas de infectar humanos, pueden causar
hepatitis de resolucién aguda en tamarinos infectados experimentalmente.

Los virus dentro de la familia Flaviviridae poseen un nimero de similitudes a pesar
de una homologla de secuencia general relativamente baja entre sus miembros.

El genoma de estos virus es un RNA de cadena simple (= 10 kilobases de

longitud) que tiene una fase de lectura simple abierta (ORF). El ORF codifica una
poliprotelna de aproximadamente 3000 aminodcidos que contienen protelnas
estructurales en su extremo 5'y proteinas no estructurales (NS) en su extremo 3'.
La poliproteina se procesa proteoliticamente tanto por virus como por las
proteinas codificadas del hospedador en polipéptidos maduros, las cuales son
como sigue para HCV: NH-{C-E1-E2-P7-NS52-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B}-
COOH. La protelna del core o nucleocapsida (C) y las dos glucoproteinas de la
envoltura (E1 y E2) representan las proteinas estructurales constitutivas de los
viones. [Estas protelnas estructurales se siguen por las protefnas no
estructurales (NS), al menos algunas de las cuales se piensa que son esenciales
para la replicacién viral del RNA.

Las actividades enziméticas se han adscrito a varias de estas protelnas NS. En
particular, la protelna NS3 contiene secuencias similares a la serina proteasa y la
helicasa de unién a nucledsido trifosfato de pestivirus y flavivirus. El andlisis de
los alineamientos de secuencia han predicho la existencia de un dominio serina
proteasa similar a fripsina en la regién N-terminal de los flavi-, pesti-, hepaci- y
GB-virus. Las similitudes de secuencia entre dominios proteoliticos NS3 de los
virus Flaviviridae estan bien establecidas (Ryan MD y col. 1998). El dominio
proteasa NS3 del HCV comparte una similitud de secuencia de aproximadamente
el 77-90% entre los genotipos HCV y una similitud de secuencia de
aproximadamente el 25-50% con otros miembros de la familia Flaviviridae. Con
respecto a la estructura tridimensional, las coordenadas atdmicas disponibles de
las diversas proteasas cristalizadas de HCV y dengue NS3 muesiran una
arquitectura general que es caracteristica del pliegue relativo a tripsina (Kimy
col. 1996, Love y col. 1996; Murthy y co0l.1999). Muchos estudios han
establecido ahora firmemente que la parte N-terminal de la regién NS3 codifica
una serina proteasa que tiene un papel muy especifico y de crucial importancia
en el procesamiento de la poliproteina en Flaviviridae. En hepacivirus, pestivirus y
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virus GB, la poliprotelna procesadora muestra un requerimiento de la parte final
de la protelna NS4A. La protelna NS4A actiia como un cofactor que potencia la
eficiencia de escisién de la proteasa NS3 (LIn y col., 1995; Kim y col., 1996;
Steinkuler et al., 1996). En flavivirus, este requerimiento para potenciar la
actividad de la proteasa NS3 se proporciona por la parte inicial de la protelna
NSB2n. La organizacién y estructura genémica de GBV-B y HCV son similares a
pesar del hecho de que la homologla de secuencia entre las secuencias de
poliproteinas de GBV-B y HCV es de aproximadamente 25-30%.

Dadas las similitudes aparentes de virus dentro de la familia de virus Flaviviridae,
serfa deseable desarrollar agentes terapéuticos efectivos contra los virus de
Flavivindae, y mas particularmente efectivos contra los miembros patdgenos de la
familia Flaviviridae.

SUMARIO DE LA INVENCION

De acuerdo con ello, en un primer aspecto de la presente invencion, se
proporciona una composicién anti-virus Flaviviridae que comprende un vehlculo
fammacéuticamente aceptable en combinacién con un compuesto de férmula (I):

CH,0 Ny B
108
o
% H
A\O)_ Q'n R O
(o]

0 R

Vs
Férmula (1)

en la que,

A se selecciona de: alquilo C, - Cg y cicloalquilo C; - Cg; y B se selecciona de:
fenilo o tiazolilo, ambos de los cuales estidn opcionalmente sustituidos con un
grupo seleccionado de NH(R') y NH(CO)R', en los que R es alquilo C; - Cs; R es
OH o un derivado de sulfonamida, o

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para
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tratar un mamifero infectado con un virus de la familia Flaviviridee que comprende
administrar al mamifero infectado una composicion farmacéutica que comprende
un vehlculo farmacéuticamente aceptable en combinacién con una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula (I) como se define
anteriormente.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento de
tratar un mamifero infectado con un virus de la familia Flaviviridae en el que una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente
aceptable en combinacién con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de formula (I) como se define anteriormente se coadministra con al
menos un agente adicional seleccionado de: un agente antiviral, un agente
inmunomodulador, un inhibidor del HCV, un inhibidor del VIH, un inhibidor del
HAV y un inhibidor del HBV; al mamilfero infectado.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una composicién
farmacéutica para tratar o prevenir una infeccién de un mamifero causada por un
virus de la familia Flaviviridae que comprende un vehliculo farmacéuticamente
aceptable en combinacién con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de férmula (l) y al menos un agente adicional seleccionado de: un
agente antiviral, un agente inmunomodulador, un inhibidor del HCV, un inhibidor
del VIH, y un inhibidor del HAV y un inhibidor del HBV.

En un quinto aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un
compuesto de Formula (I) como se define anteriormente, para la elaboracién de
un medicamento para el tratamiento de infeccion viral por Flaviviridae.

En un sexto aspecto de la presente invencion, se proporciona un articulo de
elaboracidon que comprende empaquetar el material contenido con el cual es una
composicion efectiva para inhibir un virus de la familia Flaviviridae y el material
empaquetado comprende una etiqueta la cual indica que la composicién se puede
usar para tratar infeccion con un virus de la familia Flavivinidae y, en el que dicha
composicién comprende un compuesto de férmula (I) como se define
anteriormente.

Mientras no se vinculen con cualquier modo de accién particular, la familia de
peéptidos macrociclica representada generalmente por la formula (I) como se
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expone anteriormente se cree que interactGa en un sitio de unién a sustrato
conservado en el dominio proteasa NS3. Los estudios de estructura cristalina
confirman que los compuestos macrociclicos presentes interactian en el sitio de
unién a sustrato con el dominio NS3 del HCV, una regién que se conserva
funcionaimente entre los virus Flaviviridae.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencién llegaran a ser
més patentes en la lectura de [a siguiente descripcion no restrictiva de las
realizaciones preferidas con referencia a las figuras y tablas acompafiantes en las
cuales:

BREVE DESCRIPCION DE LAS TABLAS
Las tablas 4-8 proporcionan una comparacién de similitud de secuencia entre
miembros de la familia Flaviviridae.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 proporciona una comparacion de poliprotelnas o virus que pertenecen
a la familia Flaviviridae (tomada de: Ryan y col., 1998, J. Gen. Virology 79, 947-
959);

la figura 2 es una comparacién de secuencia del dominio de la proteasa NS3 entre
los genotipos y subtipos de HCV;

las figuras 3A-B son las curvas ICsy de un compuesto macrociclico de acuerdo
con la férmula (I} frente al genotipo de las proteasas NS3-NS4A de HCV 1ay 1b,
respectivamente;

las figuras 4A-B son los grificos de Dixon y Comish-Bowden del péptido
macrociclico de la figura 3 frente a las proteasas NS3-NS4A del genotipo 1a de
HCV,;

las figuras 5A-B son los gréficos de Dixon y Comish-Bowden del péptido
macrociclico de la figura 3 frente a las proteasas NS3-NS4A del genotipo 1b de
HCV;

la figura 8 ilustra la inhibicibn de la replicacion de GBV-B por péptidos
macrociclicos de acuerdo a la replicacién por péptidos macrociclicos de acuerdo a
la formula (1) en los hepatocitos de tamarino en cultivo;

la figura 7 ilustra graficamente la inhibicién dependiendo de dosis de Ia replicacién
GBV-B mediante el péptido macrociclico lll de la figura 6; y

la figura 8 ilustra la estructura cristalina tridimensional de la estructura del péptido
NS3-NS4A del HCV formando un complejo con un péptido macrociclico de



10

156

20

30

acuerdo con la férmula ().

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiclones

A no ser que se defina otra cosa, los términos cientificos y tecnolégicos y la
nomenclatura usada en el presente documento tiene el mismo significado que se
entiende cominmente por una persona de habilidad ordinaria en la técnica a la
cual pertenece la invencién. Generalmente, los procedimientos para el cultivo de
células, infeccién, procedimientos de biologla molecular y similares son
procedimientos comunes usados en la técnica. Tales técnicas estdndar se
pueden encontrar en manuales de referencia tales como por ejemplo Sambrook y
col. (1989) y Ausubel y col. {1994).

El término “Flaviviridae" como se usa en el presente documento para designar una
familia viral significa que comprende virus del género hepacivirus, tales como la
hepatitis C, virus del género flavivirus, tales como los virus de la fiebre del dengue,
los virus de la encefalitis, los virus el Nilo Oeste y los virus de la fiebre amarilla, y
virus del género pestivirus, tales como el virus de la diarrea bovina y el virus de la
enfermedad de la frontera. El virus de la hepatitis G (HGV) y el virus de la
hepatitis GB se incluyen también en esta familia viral aunque los géneros de estos
virus no se han determinado aln. Ademads, todos los subtipos y genotipos de los
virus anteriormente mencionados estdn también comprendidos dentro de la
familia Flaviviridae, incluyendo por ejemplo, HCV 1a, HCV1b, HCV 2a-¢, HCV 3a-
b, HCV 4a, HCV 5y HCV 8a,h,d & k, igual que GBV-A, B & C.

El término "mamifero® como se usa en el presente documento esté significando
que comprende humanos, igual que mamiferos no humanos los cuales son
susceptibles a la infecciébn por un virus Flaviviridae incluyendo animales
domésticos, tales como vacas, cerdos, caballos, perros y gatos, y ovejas.

Con respecto a los compuestos de férmula (I) administrados en el tratamiento de
la infeccién con Flaviviridae, el término “alquilo (C1.s)" 0 “C1- Cs" como se usa en
el presente documento, bien solo o bien en combinacién con otro sustituyente,
significa sustituyentes alquilo de cadena lineal o ramificada acliclicos que
contienen de uno a seis atomos de carbono e incluyen, por ejemplo, metilol, etilol,
propilo, isopropilo, butilo, ferc-butilo, hexilo, 1-metiletilo, 1-metilpropilo, 2-
metilpropilo, 1,1-dimetiletilo.



10

15

20

-7-

El término “cicloalquilo Caa" como se usa en el presente documento, bien solo o
bien en combinacién con otro sustituyente, significa un sustituyente cicloalquilo
que contiene de tres a seis 4tomos de carbono e incluye ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, y ciclohexlo.

El tdrmino “sal farmacéuticamente aceptable® significa una sal de un compuesto
de formula (I) el cual es, dentro de la panoramica del juicio medico mediante
sonda, adecuado para uso en contacto con los tejidos de humanos y animales
inferiores sin toxicidad excesiva, imitaciébn, respuesta alérgica, y similares,
proporcionales con una relacién razonable beneficio/riesgo, generaimente soluble
o dispersable en agua o aceite, y efectiva para su uso deseado. El término
incluye sales de adicidn de acidos farmacéuticamente aceptables y sales de
adicion de bases farmacéuticamente aceptables. Listas de sales adecuadas se
encuentran, por ejemplo, en S.M. Birge y col. J. Pharm. Sci., 1877, 86, pp. 1-19.

El tdrmino “sal de adicién &cida farmacéuticamente aceptable® quiere decir
aquellas sales las cuales retienen la efectividad y las propiedades de las bases
libres y las cuales no son desagradables biolégicamente o de ofro modo,
formadas con acidos inorganicos tales como acidos inorgdnicos tales como écido
clorhidrico, acido bromhIdrico, acido yodhidrico, &cido sulflrico, acido sulfamico,
acido nitrico, dcido fosférico, y similares, y 4cidos orgdnicos tales como acido
acético, dcido tricloroacético, acido trifluoroacético, dcido adlpico, acido alglnico,
acido ascoérbico, acido aspéartico, dcido benzenosulfénico, acido benzoico, acido
2-acetoxibenzoico, acido butirico, acido canférico, acido canforsulfénico, acido
cinnémico, &cido cltrico, dcido diglucénico, dcido etanosulfénico, dcido glutdmico,
acido glicélico, dcido glucerofosférico, dcido hemisulfico, acido heptanoico, dcido
hexanoico, dcido formico, acido fumarico, acido 2-hidroxietanosulfénico (acido
isetiébnico), acido lactico, &cido maleico, dcido hidroximaleico, 4cido malico, 4cido
malénico, acido mandélico, dcido mesitilenosulfénico, &cido metanosulfénico,
dcido naftalenosulfénico, acido nicotinico, 2-naftalenosulfonico, acido oxalico,
acido pamoico, acido pectinico, 4cido fenilacético, 4cido 3-fenilpropiénico, acido
picrico, acido pivélico, acido propibnico, acido pindvico, dcido salicllico, dcido
estedrico, acido succlnico, é&cido sulfanllico, é&cido tartdrico, #acido p-
toluenosulfénico, acido undecanoico, y similares.

El tdrmino "sal de adicién bésica farmacéuticamente aceptable® quiere decir
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aquellas sales las cuales retienen la efectividad biol6gica y las propiedades de los
Acidos libres y las cuales no son indeseables biolégicamente o de ninguna otra
forma, fomadas con bases inorgdnicas tales como amoniaco o hidréxido,
carbonato, o bicarbonato de amonio o un catién metalico tal como sodio, potasio,
litio, calcio, magnesio, hierro, cinc, cobre, manganeso, aluminio, y similares. Se
prefieren particularmente las sales de amonio, potasio, sodio, calcio, y magnesio.
Sales derivadas de bases no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyen
sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, compuestos amina
cuatermnarios, incluyendo aminas sustituidas que se dan en la naturaleza y resinas
intercambiadoras de iones bdsicas, tales como metfilamina, dimetilamina,
trimetilamina, etilamina, dietilamina, trietilamina, isopropilamina, tripropilamina,
tributilamina, etanolamina, dietanclamina, 2-dimefilaminoetanol, 2-
dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafelna,
hidrabamina, colina, betalna, eftiienediamina, glucosamina, metilglucamina,
teobromina, purinas, piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, compuestos
tetrametilamonio, compuestos tetraetilamonio, piridina, N,N-dimetilanilina, N-
mefilpiperidina, N-metilmorfolina, diciclohexilamina, dibencilamina, N,N-
dibenzilfenetilamina, 1-efenamina, N,N’-dibenciletilenodiamina, resinas poliamina,
y similares. Las bases no téxicas particularmente preferidas son isopropilamina,
dietilamina, etanolamina, trimetilamina, diciclohexilamina, colina, y cafelna.

El término "derivado suifonamida® como se usa en.el presente documento significa
un grupo sulfonamida de la férmula -NHSO2-R? en el que R? es -alquil(Cy.), -
cicloalquil{Csy) o ({-alquil(Cig)-cicloalquil(Cse)}, los cuales se sustituyen
opcionalmente de 1 a 3 veces con halo, ciano, nitro, O-alquil(C+.s), amido, amino
o fenilo, o R? es arilo Cg 0 Cyg el cual se sustituye opcionalmente de 1 a 3 veces
con halo, ciano, nitro, alquilo(C1.s), O- alquilo(C1.s), amido, amino o fenilo.

El término "agente antiviral® como se usa en el presente documento quiere decir
un agente (compuesto o bioldgico) que es efectivo para inhibir la formacién y/o
replicacién de un virus en un mamilfero. Esto incluye agentes que interfieren bien
con mecanismos del hospedador o bien con mecanismos virales necesarios para
la formacién y/o replicacién de un virus en un mamifero. Los agentes antivirales
incluyen, por ejemplo, ribavirina, amantadina, VX-497 (merimepodib, Vertex
Pharmaceuticals), VX498 (Vertex Pharmaceuticals), levovirina, viramidina,
Ceplene (maxamina), XTL-001 y XTL-002 (XTL Biopharmaceuticals).
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El t&rmino "agente inmunomodulatorio® segin se usa en el presente documento
significa aquellos agentes (compuestos o biolégicos) que son efectivos en
incrementar o potenciar la respuesta del sistema inmune en un mamifero. Los
agentes inmunomodulatorios incluyen, por ejemplo, interferones de clase | (tales
como interferones a-, B- y omega, tau-interferones, interferones consenso y
asialointerferones), interferones de clase Il (tales como interferones-y) e
interferones pegilados.

E! término “inhibidor de la proteasa NS3 del HCV" como se usa en el presente
documento quiere decir un agente (compuesto o biolégico) que es efectivo para
inhibir la funcién de la proteasa NS3 del HCV en un mamifero. Los inhibidores de
proteasa NS3 del HCV incluyen, por ejemplo, aquellos compuestos descritos en
los documentos WO 98/07733, WO 98/07734, WO 00/09558, WO 00/09543 o
WO 00/58929, WO 03/064416; WO 03/064455; WO 03/084456 y el candidato
Vertex candidato en fase de predesamollo se identifica como VX-850.

El tdrmino “HCV inhibidor* como se usa en el presente documento quiere decirun
agente (compuesto o biologico) que es efectivo para inhibir la formacioén y/o
replicacién de HCV en un mamifero. Esto incluye agentes que interfieren bien con
mecanismos del hospedador o bien con mecanismos virales del HCV necesarios
para la formacion y/o replicacién del HCV en un mamifero. Los inhibidores de
HCV incluyen, por ejemplo, agentes que inhiben una diana seleccionada de:
proteasa NS3, helicasa NS3, polimerasa HCV, proteasa NS2/3 o IRES. Ejemplos
especificos de inhibidores de HCV incluyen 1S1S-14803 (ISIS Pharmaceuticals).

El témino ‘inhibidor de polimerasa del HCV" como se usa en el presente
documento quiere decir un agente (compuesto o biolégico) que es efectivo para
inhibir la funcién de una polimerasa del HCV en un mamifero. Esto incluye, por
ejemplo, inhibidores de la polimerasa de NS5B en HCV. Los inhibidores de
polimerasa del HCV incluyen no-nucledsidos, por ejemplo, aquellos compuestos
descritos en los documentos:

e WO 03/010140 (Boehringer Ingelheim),

+« WO 03/010141 (Boehringer Ingelheim),

e WO 03/007945 (Boehringer Ingelheim),

e WO 02/100846 A1 y WO 02/100851 A2 (ambos Shire),
WO 01/85172 A1 y WO 02/088424 A1 (ambos GSK),
o WO 00/06529 y WO 02/06246 A1 (ambos Merck),



10

16

20

-10-

o WO 01/47883 y WO 03/000254 (ambos Japan Tobacco) y

e EP 1256 628 A2 (Agouron).
Ademas otros inhibidores de polimerasa del HCV incluyen también analogos de
nucledsidos, por ejemplo, aquellos compuestos descritos en los documentos:

e WO 01/80121 A2 (ldenix),

o WO 02/069903 A2 (Biocryst Pharmacsuticals Inc.), y

e WO 02/057287 A2 y WO 02/057425 A2 (ambos Merck/Isis).
Ejemplos especificos de inhibidores de una polimerasa HCV, incluyen JTK-
002/003, JTK-109 (Japan Tobacco), y NM283 (Idenix).

El término “inhibidor del VIH" como se usa en el presente documento quiere decir
un agente (compuesto o bioldgico) que es efectivo para inhibir la formacién y/o
replicacién del VIH en un mamifero. Esto incluye agentes que interfieren bien con
los mecanismos del hospedador o bien con los mecanismos virales necesarios
para la formacién y/o replicacién del VIH en un mamifero. Los inhibidores del VIH
incluyen, por ejemplo, inhibidores nucleosidicos, inhibidores no-nucleosidicos,
inhibidores de proteasa, inhibidores de fusién e inhibidores de integrasa.

El término “inhibidor del HAV" como se usa en el presente documento quiere decir
un agente {compuesto o biolégico) que es efactivo para inhibir la formacién y/o
replicacidon del HAV en un mamifero. Esto incluye agentes que interfieren bien con
los mecanismos del hospedador o bien con los mecanismos virales necesarios
para la formacion y/o replicacién del HAV en un mamlfero. Los inhibidores del
HAV incluyen vacunas contra la hepatiis A, por ejemplo, Havrix®
(GlaxoSmithKline), VAQTA® (Merck) y Avaxim® (Aventis Pasteur).

El término "inhibidor del HBV" como se usa en el presente documento quiere decir
un agente (compuesto o biolégico) que es efectivo para inhibir la formacién y/o
replicacién del HBV en un mamifero. Esto incluye agentes que interfieren bien con
los mecanismos del hospedador o bien con los mecanismos virales necesarios
para la formacion y/o replicaciéon del HBV en un mamifero. Los inhibidores del
HBV incluyen, por ejemplo, agentes que inhiben la DNA polimerasa viral del HBV
o las vacunas contra el HBV. Ejemplos especlficos de inhibidores del HBV
inhibidores incluyen lamivudina (Epivir-HBV®), adefovir-dipivoxil, entecavir, FTC
(Coviraci®), DAPD (DXG), L-FMAU (Clevudina®), AM365 (Amrad), Ldt
(telbivudina), monoval-LdC (valtorcitabine), ACH-128,443 (L-Fd4C) (Achillion),
MCCA478 (Eli Lilly), Racivir (RCV), Fluoro-L y D nucleésidos, Robustaflavone, ICN

\O
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2001-3 (ICN), Bam 205 (Novelos), XTL-001 (XTL), imino-azticares (nonil-DNJ)
(Synergy), HepBzyme; y productos immunomoduladores tales como: interferén
alfa 2b, HE2000 (Hollis-Eden), Theradigm (Epimmune), EHT899 (Enzo Biochem),
timosin alfa-1 (Zadaxin®), vacuna de DNA contra el HBV (PowderJect), vacuna de
DNA contra el HBV (Jefferon Center), antigeno del HBV (OraGen), BayHep B®
(Bayer), Nabi-HB® (Nabi) y anti-hepatitis B (Cangene); y productos de vacuna
contra el HBV tales comao los siguientes: Engerix B, Recombivax HB, GenHevac
B, Hepacare, Bio-Hep B, TwinRix, Comvax, Hexavac.

El término “interferén de clase I como se usa en el presente documento quiere
decir un interferdn seleccionado de un grupo de interferones que se unen todos ai
receptor tipo |. Esto incluye tanto interferones de clase | producidos naturaimente
como interferones de clase | producidos sintéticamente Ejemplos de interferones
de clase | incluyen a-, B-, §-, omega-interferones, tau-interferones, interferones
consenso, asialo-interferones.

El término "interferén de clase 11" como se usa en el presente documento quiere
decir un interferdn seleccionado de un grupo de interferones que se unen todos al
receptor tipo Il. Ejemplos de interferones de clase Il incluyen y-interferones.

Ademds, el término "cantidad terapéuticamente efectiva® como se usa en el
presente documento con respecto a compuestos de férmula | quiere decir una
cantidad del compuesto la cual es efectiva para tratar una infeccién viral con
Flaviviridae, es decir para inhibir o al menos reducir la replicacién viral, mientras
no sea una cantidad que sea téxica para un mamifero que se esté tratando o una
cantidad que pueda por el contrario causar efectos adversos significativos en un
mamifero.

El término "transportador” se usa para hacer referencia a compuestos 0 mezcias de
compuestos para combinacién con los presentes compuestos terapéuticos los
cuales facilitan la administracion de los mismos y/o potencian funcién de los
compuestos terapéuticos para inhibir un virus de la familia Flaviviridae incluyendo,
por ejemplo, diluyentes, excipientes, coadjuvantes y vehlculos. Estabilizadores,
colorantes, aromatizantes, agentes antimicrobianos, y similares se pueden combinar
también con el compuesto terapéutico. Ademas, en algunos casos, el pH de la
formulacion se puede ajustar con dcidos farmacéuticamente aceptables, bases o
tampones para potenciar la estabilidad del compuesto formulado o su forma en
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desarmollo. Otros aditivos adecuados incluyen aquellos con los cuales alguien
experto en la técnica estarfa familiarizado con que funcionen para incrementar las
caracteristicas de la presente combinacién mientras no afectan adversamente su
funcién. Se puede hacer referencia al documento "Remington's Pharmaceutical
Sciences", 17* Ed., Mack Publishing Company, Easton, Penn., 1985, para
transportadores que serfan adecuados para mezclar con los presentes compuestos
terapéuticos. El término “farmacéuticamente aceptable® como se usa en el
presente documento con respecto a un compuesto transportador esté significando
indicar que el transportador es adecuado para administracién a un mamifero, es
decir es no téxico y no causa ninguin efecto adverso cuando se usa en cantidades
apropiadas para funcionar como un transportador.

Realizaciones Preferidas

Composicion anti-virus Flaviviridae

En una primera realizacién de la presente invencién, se proporciona una
composicidn eficaz para tratar un mamifero infectado con un virus de la familia
Flaviviidae. La composicion comprende un vehlculo farmacéuticamente
aceptable en combinacién con un compuesto de formula (l):

cu,oma
(o]
o]
A...O)— (iﬂ )

0 0,4
Y

Férmula (1)
en el que,
A se selecciona de: alquilo Cs - Cay cicloalquilo Cs - Cs; y B se selecciona de:
fenilo o tiazolilo, los cuales ambos se sustituyen opcionalmente con un grupo
seleccionado de NH(R') y NH(CO)R', en los que R' es alquilo C;-Cs; Res OHo
un derivado de sulfonamida, o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

En una realizacién, A de férmula (I) es un grupo ramificado alquilo C4 - Cg 0
cicloalquilo C4 - Cg. En una realizacién preferida, A es ciclopentilo o terc-butilo.

En ofra realizacién, B de férmula (I) es fenilo o un tiazol substituido en la posicién

o>
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2 con NH(R') o NH(CO) R' en los cuales R es un alquilo Cy - C4. En una
realizacion preferida, B es un tiazol sustituido en la posicién 2 con NH(RY o
NH(CO) R' en el cual R! es un alquilo C, - C4. Mas preferiblemente, B es 4-tiazol
sustituido en la posicion 2 con NH{(CO)CHs 0 con NHCH(CH,)2.

En una realizacién preferida adicional, R de férmula (I) es OH o un grupe
sulfonamida de formula -NHSO,-R? en la que R? es -alquil(C1.s), -cicloalquil{Cs e),
ambos sustituidos opcionalmente 1 & 2 veces con halo o fenilo, o R? es arilo Cy
sustituido opcionaimente 1 6 2 veces con halo o alquilo(Cie). Més
preferiblemente, R es OH o un grupo sulfonamida en el que R? es metio,
ciclopropilo o fenilo.

En una realizacién mas preferida, la presente invencion se lieva a cabo con un
compuesto de férmula (1) en el cual A es terc-butilo y B es fenilo como se expone
a continuacién en la formula del compuesto (l1):

iy
Q)

En otra realizacién més preferida realizacién, la presente invencién se lleva a cabo
con un compuesto de formula (l) en el cual A es lerc-butilo y B es 4-tiazol
sustituido en su posicién 2 con NH(CO)CHy como se expone a continuacién en la
férmula del compuesto (lll):

CH,0

a2l
Q
e &H "
0 O OH
4 ()
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En una realizacién mas preferida, la presente invencién se lleva a ¢cabo con un
compuesto de férmula () en el cual A es ciclopentilo y B es 4-tiazol sustituido en
su posicién 2 con NHCH(CHs)2 como se expone a continuacién en la férmula del
compuesto (IV):

ono ke

Q> i
)

En una realizacién més preferida, la presente invencién se lleva a cabo con un
compuesto de férmula (I) en el cua! A es ciclopentilo, B es 4-tiazol sustituido en su
posicién 2 con NHCH(CHj3)z, ¥ R @s un grupo sulfonamida en el que R? es fenilo

como se expone a continuacién en la férmula del compuesto (VI):
MaO,

Qe

N
O V)

En una realizacién mas preferida, la presente invencién se lleva a cabo con un
compuesto de féormula (1) en el cual A es ciclopentilo, B es 4-tiazol sustituido en su
posicién 2 con NHCH{CHa)z, Y R es un grupo sulfonamida en el que R? es metilo
como se expone a continuacion en la férmula del compuesto (ViI):

e * ]
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En una realizacién mas preferida, la presente invencion se lleva a cabo con un
compuesto de férmula (I) en el cual A es ciclopentilo, B es 4-tiazol sustituido en su
posicién 2 con NHCH(CHs)z2, ¥y R es un grupo sulfonamida en el que R? es
ciclopropilo como se expone a continuacién en la formula del compuesto (Viil):

%"Y
T
niq

(Vi)

>N
O (Vi)

Procedimien Tratamiento

En un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona un
procedimiento para tratar un mamifero infectado con un virus de la familia
Flaviviridae que comprende administrar a un mamifero infectado una composicién
farmacéutica que comprende un transportador farmacéuticamente aceptable en
combinacién con una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que
tiene férmula (1), (1), (1), (IV), (V1), (V1) o (VIII} como se definen anteriormente.

De acuerdo con el procedimientc de la presente invencién, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula (1), {11), (11}, (IV), (V1), (VIl)
o (V1ll) se administra a un mamifero infectado con un virus Flaviviridae. Para ser
terapéuticamente efectiva, se administra al mamifero infectado una dosificacién
de entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal
por dia, preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 50 mg/kg
de peso corporal por dfa del compuesto. Tlpicamente, el procedimiento implicard
administracién del compuesto de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces
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por dia o altemativamente, como una infusién continua. Tal administracién se
puede usar como una terapia aguda o crénica.

Como apreciarad alguien experto en la técnica, se pueden requerir las dosis
inferiores o superiores que aquellas enumeradas anteriormente. La dosificacién
especifica y los regimenes de tratamiento dependerdn de una diversidad de
factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad,
peso corporal, estado de salud general, sexo y dieta del mamifero infectado, el
tiempo de administracion, la velocidad de excrecion, la severidad y el curso de la
infeccién, la predisposicion del paciente a la infeccién y el juicio del médico que
trata. Generalmente, el tratamiento se inicia con pequefias dosificaciones
sustancialmente menores que la dosis 6ptima del péptido. De ahl en adelants, la
dosificacion se incrementa mediante incrementos pequefios hasta que se alcanza
el efecto 6ptimo bajo las circunstancias. En general, el compuesto se administra
mdas deseablemente a un nivel de concentracién que generaimente proporcionara
un efecto terapéutico sin causar ningln efecto secundario dafiino o deletéreo.

La administracién del compuesto terapéutico en el tratamiento de la infeccion viral
con Flaviviridae puede ser mediante una cualquiera de varias vias que incluyen
administracién oraimente, parenteralmente o por medio de un reservorio
implantado. El término “parenteral® como se usa en el presente documento incluye
técnicas de inyeccidn o infusion subcutdnea, intracutinea, intravenosa,
intramuscular, intra-articular, intrasinovial, infraesternal, intratecal, e intralesional.
Se prefieren la administracion oral o la administracion mediante inyeccion. Las
formas de dosificacién oralmente aceptables incluyen, pero no se limitan a,
céapsulas, comprimidos, y suspensiones y disoluciones acuosas.

Como se expuso anteriormente, el compuesto de férmula (1), (1), (1l1), (IV), (V1)
(Vil) o (VIIl) se administra en combinacién con uno o mas transportadores
farmacéuticamente aceptables. La naturaleza del/de los transportador(es) variara,
por supuesto, con la forma de dosificacién. De acuerdo con ello, en el caso de los
comprimidos para uso oral, los trasportadores los cuales se usan cominmente
incluyen lactosa y almidén de malz. Los agentes lubricantes, tales como
estearato de magnesio, se aftaden también tipicamente. Para la administracién
oral en una forma de cépsula, los diluyentes (tiles incluyen lactosa y almidén de
malz seco. Cuando las suspensiones acuosas se administran oralmente, el
ingrediente activo se combina con agentes emulsificadores y de suspension. Si
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se desea, se pueden anadir ciertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o
colorantes. Las preparaciones inyectables que incluyen suspensiones acucsas u
oleaginosas, se formulan de acuerdo a técnicas conocidas en la técnica que usan
agentes dispersantes o humectantes adecuados tales como Tween 80 y agentas
de suspension.

La cantidad del presents compuesto terapéutico que se combina con los
materiales transportadores para producir una forma de dosificacidn Gnica variara
dependiendo del hospedador tratado y el modo de administracién en particular.
Una preparacion tipica contendrda de aproximadamente un 5% a
aproximadamente un 95% de compuesto terapéutico (np). Preferiblemente,
tafes preparaciones contendrdin de aproximadamente un 20% a
aproximadamente un 80% de compuesto terapéutico.

En otro aspecto, una terapia de combinacién se contempla en la que el
compuesto de formula (1), (i), (1), (IV), (VI), (Vi) o (Viil), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se co-administra con a menos un agente
adicional seleccionado de: un agenta antiviral, un agente inmunomodulador, un
inhibidor del HCV, un inhibidor del VIH, un inhibidor del HAV, un inhibidor del
HBYV, y un agente terapéutico efectivo para tratar los sintomas de la infeccién viral.
Ejemplos de tales agentes se conocen bien por aquellos expertos en la técnica.
Estos agentes adicionales se pueden combinar con los compuestos de la
invencién para crear una forma de dosificacidon farmacéutica unica.
Altemativamente estos agentes adicionales se pueden administrar
separadamente al paciente infectado como parte de una forma de dosificacién
multiple, por ejemplo, usando un kit. Tales agentes adicionales se pueden
administrar al paciente antes de, concurentemente con, o tras la administracién
del compuesto terapéutico de férmula (1), (tt), (l11), (IV), (V1), (V1) o (VIH), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Cuando se utiliza una terapia de combinacién, tanto el presente compuesto como
los agentes terapéuticos y/o profilacticos estarfan presentes a niveles de
dosificacion de entre aproximadamente 10 - 100%, y més preferiblemente entre
aproximadamente 10 - 80% de la dosificacién administrada normalmente en un
régimen de monoterapia.

Articulo de Fabricacion
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En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un articulo de
fabricacién que comprende material de empaquetamiento contenido en el cual
estd una composicién efectiva para tratar un mamifero infectado conunvirus dela
familia Flavivindae y el material de empaquetado comprende una etiqueta la cual
indica que la composicidn se puede usar para tratar infeccién mediante un virus
de la familia Flaviviridae, en el que dicha composicién comprende un compuesto
de férmula (1), (1), (H1), (IV), (VI1), (V1) o (Vi) como se definen anteriormente.

Vitus Flaviviridae
Particularmente, las diferentes realizaciones de la presente invencion se pueden

referir a distintos virus, particularmente virus los cuales son patdgenos en
mamiferos. Preferiblemente, los compuestos de composiciones anteriormente
mencionados se pueden usar para el tratamiento de los virus del género
hepacivirus, tales como Hepatitis C. Los ejemplos preferidos de los virus HCV se
seleccionan de los genotipos: 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Los ejemplos mas preferidos de los
virus HCV se seleccionan de los genotipos: 2, 3, 4, 5, y 8. Preferiblemente, los
virus HCV se seleccionan de los subtipos: HCV 1a, HCV1b, HCV 2a-¢, HCV 3a-b,
HCV 4a, HCV 5 y HCV 6a,h,d y k. Mds preferiblemente, los virus HCV se
seleccionan de los subtipos: HCV 1a, HCV 2a-c, HCV 3a-b, HCV 4a, HCV 5 y
HCvVe6ahdyk.

Alternativamente, los compuestos de la invencion pueden estar dirigidos contra
virus del género flavivirus, tales como los virus de la fiebre del dengue, virus de la
encefalitis japonesa, virus del Nilo Oests y virus de la fiebre amarilla.
Preferiblemente, la invencion se refiere al tratamiento de la enfermedad viral en un
humanos causada por el virus del dengue. Preferiblemente, la invencién se refiere
al tratamiento de la enfermedad viral en un humano causada por el virus de la
encefalitis japonesa. Altemnativamente, la invencion se refiere al tratamiento de la
enfermedad viral en un humano causada por el virus de la fiebre amarilla.
Altemativamente, la invencién se refiere al tratamiento de la enfermedad viral en
un humano causada por el virus del Nilo Oeste.

Ademads, la invencion se puede referir al tratamiento de la enfermedad viral
causada por virus del género pestivirus, tales como el virus de la diarrea bovina
(BVDV), el virus de la peste porcina clasica (CSFV) y el virus de la enfermedad de
la frontera (BDV). Preferiblemente, la invencién se refiere al tratamiento de las
enfermedades virales en el ganado causadas por BVDV. Altemativaments, la
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invencién se refiere al tratamiento de las enfermedades virales en cerdos
causadas por CSFV. Altemativamente, la invencién se dirige al tratamiento de las
enfermedades virales en ovejas causadas por BDV.

Ademas, los virus GB también se pueden tratar con la composicién de la presente
invencién. Incluidos en esta familia viral estén el virus de Ia hepatitis G (HGV) y el
virus de la hepatitis GB. Los ejemplos preferidos se seleccionan de: GBV-A, By
C. Preferiblements, la invencion se refiere al tratamiento de 1a enfermedad viral en
un humano causada por GBV-C. Altemativamente, la invencién se refiere al
tratamiento de la enfermedad viral en un humano causada por GBV-A
Altemativamente, la invencién se refiere al tratamiento de la enfermedad viral en
un humano causada por HGV.

Se ejemplifican realizaciones de la presente invencién mediante los siguientes
ejemplos especificos los cuales no son para constituirse como limites.

EJEMPLOS

Las abreviaturas usadas en los ejemplos incluyen:

Abu: acido aminobutirico; DABCYL: acido 4-((4-(dimetilamino)fenil) azo)benzoico;
DMEM: Medio Eagle Modificado de Dulbecco; DMSO: dimetilsulféxido; EDANS:
acido 5-((2-aminoetil)amino)natftaleno-1-sulfénico; HPLC: cromatografia liquida de
alta resolucién; IPTG: isopropil-b-D-tiogalactésido; LB: Luria-Bertoni (como en
caldo LB); Nva: norvalina; PenStrep: penicilina/estreptomicina; PCR: reaccién en
cadena de la polimerasa; r.m.s.. ralz cuadrada media; RT-PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real; y TCEP: clorhidrato de tris(2-
carboxietil)fosfina,

Sintesis de Compuestos de Férmula (l)

Los compuestos de Formula (I) se prepararon usando el protocolo destacado en
detalle en el documento WO 00/0589829, publicado el 12 de octubre de 2000. En
particular, se hace referencia a la pagina 89, ejemplo 34C para la preparacién del
compuesto compuesto (IV).

Ejemplo 1 - Inhibiclén de proteasas NS3-NS4A HCV de diferentes genotipos
por compuestos I, Il y IV

NS3/4A del HCV 1a y 1

Para la produccién de la protelna heterodimera NS3-NS4A del genotipo 1b del



10

1§

20

25

35

2 /% W

HCV, un cDNA de longitud completa del HCV se cloné mediante RT-PCR usando
RNA extraldo del suero de un individuo infectado por HCV de genotipo 1b
(proporcionado por el Dr. Bernard Willems, Hopital St-Luc, Montreal, Canadd). La
regién de DNA que codifica la protelna heterodimera NS3-NS4A se amplificd
mediante PCR (cebador directo: 'CTCGGATCCGGCGCCCATCACGGCCTACS'
(Seq ID N°.1) ; cebador inverso: 5'CTCTCTAGATCAGCACTCTTCCATTTCAT
CGAA3') (Seq ID N°.2)) del cDNA del HCV de longitud completa y se subclond en
el vector de expresion baculovirus pFastBac™ HTa (Gibco/BRL). Para el genctipo
1a del HCV, el DNA que codifica la proteina heterodimérica NS3-NS4A se
amplificd mediante PCR (cebador directo:
5'CTCTCTAGATCAGCACTCTTCCATTTCATCGAACTCY' (Seq ID N°.3); cebador
inverso: 5’'CTCGGATCCGGCGCCCATCACGGCCTACTCCCAAZ' (Seq ID N°.4))
de la cepa H77 del genotipo 1a del HCV (proporcionado por ViroPharma Inc.,
Exton, PA, US) y subclonado como se describe anteriormente. La clonacién en el
vector de expresion baculovirus FastBac™ HTa generd una protelna recombinante
de fusion que contiene 28 residuos N-terminales adicionales que comprenden una
etiqueta de hexahistidina y un sitio de escision de proteasa rTEV. El sistama de
expresion baculovirus Bac-to-Bac™ (Gibco/BRL) se usé para producir el
baculovirus recombinante para la expresién de protelnas.

Su proteasa heterodimera etiquetada NS3-NS4A se expresd infectando las
células de insecto Sf27 (Invitrogen) a una densidad de 10° células/ml con el
baculovirus recombinante a una multiplicidad de infeccion de 0,1-0,2 a 27°C. El
cultivo infectado se recogit de 48 a 64 horas mas tarde mediante centrifugacién a
4°C. El sedimento celular se homogenizé en 50 mM de fosfato de sodio, pH 7,5,
40% glicerol (p/v), p-mercaptoetanol 2mM. La proteasa heterodimera His-NS3-
NS4A se extrajo después del lisado celular con NP-40 al 1,5%, Tritén X-100 al
0,5%, NaCl 0,5M, y un tratamiento con DNasa. Después de ultracentrifugacién
(100.000xg durante 30 minutos a 4°C), el extracto soluble se diluy6 4-veces en
fosfato s6dico 50 mM, pH 7,5, NaCl 0,5 M y cargado en una columna Pharmacia
Hi-Trap Ni‘**-quelante. La proteina heterodimérica His-NS3-NS4A se eluyé
usando un gradiente de imidazol a 50 - 400 mM preparado en fosfato sédico 50
mM, pH 7.5, glicerol al 10% (p/v), NP-40 al 0,1%, NaCl 0,5 M. Se verificé la co-
purificacién del complejo proteico maduro NS3 y NS4A mediante andlisis de
bandas Westemn de las proteinas purificadas que usan un antisuero anti-NS3 y un
antisuero anti-NS4A producidos en nuestro laboratorio. El dominio de proteasa
NS3 purificado y el péptido HN-PDREVLYREFDEMEEC-OH (Seq ID N°. 5 ) se
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usaron para immunizar conejos para la produccién de antisueros especificos para
NS3 y NS4A respectivaments. El aminodcido N-terminal comecto de ambas
protelnas se confirmé mediante secuenciacién N-terminal de aminoécidos (PE
Biosystems 491/491C Procise Secuenciar). Las enzimas purificadas se
almacenaron a -80°C en fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, glicerol al 10% (pA),
NaCl 0,5 M, imizadol 0,25 M, NP-40 al 0,1%.

NS3/4A del HCV 2by 3a

Los genes de la proteasa NS3-NS4 de los genotipos 2b y 3a del HCV se
amplificaron a partir del RNA aislado a partir de las muestras clinicas de pacientes
infectados por el HCV obtenidas del Dr. G. Steinmann (Alemania) usando RT-
PCR. Los <cebadores wusados para la RT- PCR fueron
5'CTCGGATCCGGCTCCCATTACTGCTTAC?Y' (Seq ID N°. 8) como el cebador
directo y S'GACGCGTCGACGCGGCCGCTCAGCACTCTTCCATTTCACTGAAS'!
(Seq ID N°.7) como el cebador inverso para la NS3-NS4A del genotipo 2b del
HCVy; 5CTCGGATCGGGCCCCGATCACAGCATACGCC3' (Seq ID N°. 8) como
el cebador directo y
5'CACCGCTCGAGTCAGCATTCTTCCATCTCATCATATTGTTGY (Seq ID N°. 9)
como el cebador inverso para el genotipo 3a del HCV. Cada cebador contenia un
tnico sitio de restriccién para subclonar el fragmento en el vactor de expresién
bacteriano pET11a. El clonaje dentro del vector generd una proteina de fusion
recombinante conteniendo 28 residuos adicionales N-terminales que comprendlan
una etiqueta de hexahistidina y un sitio de escision de la proteasa ITEV. Los
plasmidos recombinantes se usaron para transformar la cepa bacteriana BL21
DE3 plLysS para la expresion de proteinas y la expresion de proteinas
recombinantes se indujo por |a adiciéon de IPTG. Tras la expresién, las células se
recogieron mediante centrifugacién a 4°C y el sedimento celular se lisé en un
tampén que contenla fosfato sédico 50mM, NaCl 0,5M, glicerol ai 40%, NP-40 al
1,5%, Tritén X-100 al 0,5% vy la fraccién de proteinas soluble se hizo pasar a
través de una columna de afinidad quelante HiTrap de 5 ml como se describié
anteriormente. Una etapa de purificacién de poli(U)-Sefarosa se puede llevar a
cabo opcionalmente con el fin de eliminar los productos de degradacioén y los
contaminantes.

Ensayo de Proteasa N | HCV In Vitro

El sustrato fluorogénico depsipéptido usado para valorar la inhibicién de actividad
proteasa de la proteina heterodimérica NS3-NS4A de los HCV 1a, 1b, 2b, 2acy
3a fue antranilil-DDIVPAbu[C(O)-O}-AMY(3-NOz2)TW-OH (Seq ID N°.10). Este
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sustrato se escinde entre los residuos de aminobutirico (Abu) y los residuos de
alanina. La secuencia DDIVPAbu-AMYTW (Seq ID N°.11) se deriva de la
secuencia DDIVPC-SMSYTW (Seq ID N°.12) que comesponde al sitio de escisién
natural NSSA/NS5B. La infroduccidn del residuo aminobutirico en la posicion P1
resultd en un decrecimiento significativo del producto de inhibicién N-terminal
mientras que la delecién del residuo de serina en la posicion P3 incrementd la
eficiencia de desactivacién intemna. La actividad proteasa se ensayé en Tris-HCI
50 mM, pH 8,0, citrato de sodio 0,25 M, n-dodecil-3-D-maltosido al 0.01%, TCEP 1
mM. El ensayo se llevd a cabo en una placa Microfluor®2 White U-Bottom
Microtiter®. Se incubaron 5 UM del sustrato y se incubaron diversas
concentraciones del compuesto prueba con 1,5 nM de protelna heterodimera
NS3-NS4A del HCV 1a o 1b durante 45 minutos a 23°C bajo agitacién suave. El
contenido final de DMSO no excedit del 5,25%. La reaccién se terminé mediante
la adiclén de una disolucién de acido 2-{N-morfolino]etansulfénico 1 M a pH 5.,8.

La fluorescencia se controlé usando el lector BMG POLARSstar Galaxy de placa de

96 pocillos con un filtro de excitacién de 320 nm, y un filtro de emisién de 405 nm.
El nivel de inhibicidn (% inhibicién) de cada pocillo conteniendo compuesto
prueba se calculd con la siguiente ecuaciéon (FU = unidad de fluorescencia):

FU - pocillo— FU - blanco

*100.
FU -control — FU - blanco

% - inhibicidn = (l —[

Los valores de porcentaje de inhibicion calculados se usaron después para
determinar Clso, el factor pendiente (n) y la inhibicidon maxima (Ima) mediante la el
procedimiento de rutina de regresién no lineal NLIN de SAS usando la siguiente
ecuacion:
%- inhibicidn = st X inhibidor]”
[inhibidor]" + CI»"
rminacion de la constante de inhibicién (Ki} y modo de inhibicién

El susirato depsipéptido fluorogénico antranilil-D(d)EIVP-Nva[C(0)-O] AMY(3-
NO2)TW-OH (Seq ID N°.13) se us6 para valorar el mecanismo de inhibicién y las
constantes de inhibicion del compuesto (IV) frente a las proteasas NS3-NS4A del
HCV. Se escindi6 entre los residuos de norvalina y los de alanina. La disolucién
de trabajo de sustrato se preparé en DMSO a la concentracién de 200 pM a partir
de la disolucion de reserva de sustrato (2 mM en DMSO aimacenada a -20°C). El
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la concentracién final de susirato en el ensayo variaba de 0,25 a 8 pM. La
constante de inhibicién (K) para el compuesto (IV) se determiné usando un
procedimiento de velocidad en el estado estacionario (Morrisson y col. 1885). La
actividad proteasa se determiné controlando el cambio de fluorescencia asociado
con la escisién del susirato fluorogénico desactivado intemamente usando un
espectrofluorofotdmetro SLM-AMINCO® 8100 (emisién a 325 nm y excitacion a
420 nm). La reaccidn de escisién se controlé en presencia de 0,25 - 8 uM de
sustrato, 0,3 nM de la protelna heterodimera NS3-NS4A del HCV 1ao0 1b y
diversas concentraciones del compuesto prueba IV en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
citrato de sodio 0,25 M, n-dodecil-B-D-maltosido al 0,01%, TCEP 1 mM. Los
andlisis en el estado estacionario de la inhibicién de las proteasas heterodimeras
NS3-NS4A del genotipo 1a y del genotipo 1b del HCV se llevaron a cabo usando
los procedimientos gréficos de Dixon y Comish-Bowden. En el procedimiento
gréfico de Dixon, la velocidad reciproca 1/V se traza frente a la concentracion del
compuesto prueba a varias concentraciones de sustrato (S). En el procedimiento
gréfico de Comish-Bowden, la razén S/V se traza frente a la concentracién del
compuesto prueba a varias concentraciones S. Para ambos procedimientos, los
puntos se hallan en una linea recta en cada valor de S. Para un compuesto
prueba competitivo, el grafico de Dixon muestra lineas a diferentes valores de S
que intersectan en un unico punto, mientras el grafico de Comish-Bowden
muestra |lineas paralelas a diferentes valores de S. El K| se estimé adecuando los
datos a la ecuacién que describe la unidn competitiva:

_ ke [E][S]
Ke-(1+[11/ K)+[S])

Inhibicidn de proteasas NS3 del HCV
La actividad de las proteasas NS3/NS4A heterodimeras de los genotipos 1a, 1b,

2b, 2a-c y 3a del HCV se determiné en presencia del compuesto (IV) usando el
ensayo fluorogénico enzimdtico in vitro. Las curvas Clsp se analizaron
individuaimente mediante el procedimientos SAS NLIN. Para la proteasa NS3-
NS4A del HCV 1a, se obtuvo del andlisis de dos lotes del compuesto (IV) un valor
promedio de Clso de 4,3 nM. Un valor promedio de Clsy de 3,4 nM se obtuvo del
andlisis de dos lotes del compuesto (IV) en presencia de la proteasa NS3-NS4A
del HCV 1b.
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TABLA 1
Clso de diferentes inhibidores de proteasa NS3 en HCV de diferentes genotipos

compuesto [ HCV-Ta [HCV-1b  [HCV-3a [ HCV-Za-c [ HCV-2b |

I 78nM [BSnM | 360nM |680nM | 1000nM

)] 4,1 nM 4.2 nM 180nM |[400nM | 570nM |

'V 43nM [34nM [280nM [200nM [ 280nM |

' 23 nM 10nM 830 nM | 1800 nM | 3000 nM |
n/d= no hecho

Las figuras 3A y 3B ilustran las curvas Clsp del compuesto (IV) frente a las
proteasas NS3-NS4A del HCV 1a y 1b, respectivamente.

Se enconirt que el compuesto (IV) es un compuestio prueba competitivo de las
proteasas NS3-NS4A del genotipo 1a y del genotipo 1b del HCV tras ia
adecuacion de los datos a la ecuacién que describe la unién competitiva con
GraFit y también de los procedimientos grificos de Dixon y Comish-Bowden.
Para ambas enzimas de genotipos del HCV, el grifico de Dixon mosiré que las
lineas a diferentes valores de S estén intersectando en un Gnico punto, mientras
el grafico de Comish-Bowden muestra |(neas paralelas a diferentes valores de S.
Se obtuvo una K; de 0,30 nM para el compuesto (IV) del andlisis de velocidad del
estado estacionario con |a proteasa NS3-NS4A del genotipo 1a del HCV, mientras
que se obtuvo una K, de 0,66 nM con la proteasa NS3-NS4A del genotipo 1b del
HCV, K de S0 nM, 86 nM y 83 nM con el genotipo 3a, el genotipo 2a-c y el
genotipo 2b del HCV respectivamente. Las figuras 4 y 5 son los gréificos de Dixon
y de Comish-Bowden del compuesto (IV) frente a las proteasas NS3-NS4A del
genotipo 1a y el genotipo 1b del HCV, respectivamente.

Ejemplo 2 - Inhibiclén del replicén 1a y/o 1b del HCV

Ensayos de replicon de RNA del HCV 1a y 1b basados en células

La replicacién del RNA del HCV se manifesté en HCV 1a y 1b que contiene
replicon, las lineas célulares derivadas de Huh-7 se desamollaron en Boehringer
Ingelheim (Canada) Ltd., R & D (documento WO 02/052015). Estas células se
usan para establecer un ensayo basado en células de replicacién de RNA de HCV
sensible a los compuestos prueba candidatos a analisis.

Las células Huh7 que mantienen de forma estable un replicén subgenémico del
HCV se establecieron como se describe previamente (Lohman y col. 1899;
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documento WO 02/052015). Las células se sembraron en un grupo de 98 pocillios
de cultivo celular a 1 X 10* células por pocillo en DMEM complementado con FBS
al 10%, penstrep (Life Technologies) y geneticina 1ug/ml. Las células se
incubaron en una incubadora con atmdsfera con CO; al 5% a 37°C hasta 1a
adicién de diversas concentraciones del compuesto prueba.

El compuesto prueba se preparé para usar en el ensayo como sigue. E!
compuesto prueba en DMSO al 100% se afadié diluido en un medio de ensayo
para una concentracién final de DMSO del 0,5% y la disolucién se sonicé durante
15 minutos y se filtr6 a través de una Unidad de Filtro Millipore de 0,22 uM. Las
diluciones seriadas de los compuestos prueba se prepararon usando medio de
ensayo (que contiene DMSO al 0,5%).

El medio de cultivo celular se aspird de la placa de 96 pocillos canteniendo las
células, y la dilucién apropiada del compuesto prueba en medio de ensayo se
transfirid a los pocillos independientes de la placa de cultivo celular los cuales se
incubaron a 37° con COal 5%.

Tras un periodo de incubacién de 3 dlas, las células se lavaron con PBS y se
extrajo el RNA celular total con el RNeasy Mini Kit® y Qiashredder® de Qiagen. Ei
RNA de cada pocillo se eluyd en 50 uL de H,O. Se cuantificé el RNA mediante la
densidad dptica a 260 nm en el espectrofotémetro de ultravioleta-visible Cary 1E®,
El nimero de copias del replicon de RNA del HCV se evalu6é mediante RT-PCR
en tiempo real con el sistema de deteccién de secuencia Abi Prism® 7700. El kit
TAQMAN EZ® RT-PCR proporciona un sistema para la deteccién y analisis de
RNA. La deteccion directa del producto de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) de trascripcién inversa con ningun procedimiento postarior
se lleva a cabo controlando el incremento en fluocrescencia de una sonda de DNA
marcada con tincién. La secuencia de nucledtidos de ambos caebadores y la
sonda se localiza en la regién 5' del genoma del HCV. El nimero de copias del
replicén se evalué después usando una curva estandar hecha con cantidades
conocidas de copia del replicén (suplementada con 50 ng de RNA de Huh-7 RNA
tipo salvaje) sometidas a ensayo en la misma mezcla de reaccién. Los siguientes
pardmetros de ciclo térmico se usaron para la reaccién RT-PCR en el sistema de
deteccion de secuencia ABI Prism® 7700. Las condiciones se optimizaron para la
deteccion del HCV. La cuantificacién se basa en el ciclo de umbral, donde el
grifico de la amplificacién cruza un umbral de fluorescencia definido. La
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comparacion de los ciclos de umbral proporciona una medida altamente sensible
de la concentracién modelo relativa en diferentes muestras. El control durante los
primeros ciclos, cuando la fidelidad de la PCR est4d en su punto mas alto,
proporciona datos precisos para la identificacién segura. La concentracién
modelo relativa se puede convertir a nimeros reales usando la curva estandar del
HCV con nimero de copias conocido.

Adecuacién a la curva de CE5g con Procedimientos NLIN de SAS
El nivel de inhibicién {porcentaje de inhibicién) de cada pocillo que contiene

compuesto prueba se calculé con la siguiente ecuacién (CN = nimero de copias
de replicon del HCV):

% inhibicion = [CN control - CN- ”"""”"] *100.

CN - control

Los valores de porcentaje de inhibicién se usaron después para determinar CEso,
factor de pendiente (n) e inhibicién maxima (Ime) mediante el procedimiento de
SAS de rutina de regresién no lineal NLIN usando la siguiente ecuacién:
s I__ x[inhibidor]"
% - inhibicién = —= .
iGN = linhibidor” +CEs"

TABLA 2
CEso (nM) de diferentes inhibidores de proteasa NS3 en HCV de diferentes
genotipos

compuesfo HCV repllcén 1a [ HCV replicén 1b
L 34 27/
L 45 4,7
TV 2.1 1.0

"4 76 39
VI 2,2 3.0
MI 3.2 3,3
VI 0,7 1.1

En ensayos basados en células del replicon del HCV, el compuesto (IV) mosiré
una inhibicién dependiente de dosis de replicacién de RNA del HCV con CEsg de
2,1 nM y 1 nM usando células que contenlan replicdn del genotipo 1a y el
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genofipo 1b del HCV, respectivamente.

B

No se observd citotoxicidad a

concentraciones mayores de 1000 nM. Estos resultados indican que los
compuestos II, lli, IV, VI, VIl y Vill son inhibidores potentes y especificos de
replicacién de RNA del HCV basada en células. El compuesto Ves un compuesto
de una clase diferente pero el cual estd relacionado en estructura, y es también
activo frente a la proteasa NS3 pero menos potente. Este compuesto se usara

mas tarde como un control para comparar niveles de actividad inhibitoria.

Los compuestos VI, Vil y VIl tienen las siguientes estructuras:

D
e

compuesto (Vl)
? "T"r
i ;:é.’..
OJN compuesto (VII)
N
re

i
O—J compuesto (VIII)

EJemplo 3 —-Inhibicién de proteasa NS3/4A del GBV-B por compuestos i, lil y

v
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Clonacién de proteasa NS3/NS4A del GBV-B
Se aisl6 el gen de proteasa NS3/NS4A del GBV-B en su longitud completa de

suero de tamarino. El RNA total se aisld del suero usando el kit de extraccién de
RNA viral de Qiagen° de acuerdo con protocolo estdndar. La seleccion de los
cebadores de la transcriptasa reversa y las reacciones de PCR se seleccionaron
en base a la secuencia publicada (Muerhoff, A.S y col. 1895} y nimero de acceso
del Banco de Genes U22304 (directa:
5'CGCATATGGCACCTTTITACGCTGCAGTGTC3' (Seq ID N°.14); inversa:
5'CGCGCGCTCGAGACACTCCTCCACGATTTCTTC3' (Seq ID N°.15)). El
producto RT-PCR amplificado se cloné en el plasmido que contiene etiqueta de
polihistidina pET-29 entre los sitios Ndel y Xhol en fase con la etiqueta de
polihistidina. Este constructo produce una proteina recombinante con una etiqueta
de polihistidina en su extremo C-terminal. El pldsmido se transformé en BL21 DE3
pLysS para la expresién de la proteina.

El clon pGBV-B de E. coli se cultivd en medio LB hasta una densidad celular
(DOss0) de 0,6 momento en el cual se afladié IPTG a una concentracién de 0,2
mM. La induccién se hizo a 23°C durante un periodo de 4 horas. La protelna
NS3/NS4A-His del GBV-B se purificé de acuerdo al procedimiento descrito por
Zhong y col., 1999, La fraccién soluble se purificd en una columna de afinidad
quelante de Ni** de Pharmacia® Hi-Trap usando un gradiente de imidazol de 50 a
400 mM. Esta etapa se siguié por cromatografia de la preparacién de protelna en
una columna de filtracién de gel Superdex® 200. La concentracidn de la
preparacion de proteinas se determind mediante el ensayo de protelnas Bradford.

Ensayo de la proteasa NS3 del GBV-B in vitro
El sustrato depsipéptido usado para valorar la inhibicién de la actividad proteasa

de la proteina heterodimera NS3-NS4A del GBV-B fue Ac-DED(EDANS)EE-
Abu[C(0)-0] ASK(DABCYL)-NH: (Seq ID N°. 18). Este sustrato se escinde entre
los residuos aminobutirico (Abu) y los residuos de alanina y los productos de la
reaccion se analizaron por HPLC. La actividad proteasa se ensay6 en Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, citrato de sodio 0,25 M, 0,01%, TCEP 1 mM. El ensayo se llev a
cabo en una placa Microfluor®@2 White U-Bottom Microtiter®. 5 uM del sustrato y
diversas concentraciones de los compuestos prueba se incubaron con 0,4 nM de
{a proteina heterodimera NS3-NS4A del GBV-B durante 2 horas a 23°C bajo
agitacién suave. El contenido final de DMSO no excedera el 5,25%. La reaccién
se terminard mediante la adicion de una disolucién de dcido 2-[N-
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morfolinojetanosulfonico 1 M a pH 5,8. Para la cuantificacion, los productos de
escision y el sustrato se separaron mediante HPLC en una columna Perkin-Elmer®
3x3CR C8. La separacién se llevé a cabo eluyendo inicialmente a 3,5 ml/min con
una disolucién acuosa que contenla dcido fosférico al 0,05% y SDS 3 mM. Se
aplicd después durante 10 minutos un gradiente lineal 0 - 45% de acstonitrilo en
acido fosférico al 0,05%. La absorbancia se control6 a 210 nm.

E! ensayo se llevd a cabo en presencia de los compuestos prueballl, Il}, IVy V. El
Clsp obtenido para cada compuesto prueba en presencia de protelna NS3-4A del
GBV-B se indica en Tabla 3.

TABLA 3
Compuestos Clsp (UM)
GBvV-B
compuesto (Il 36,5
compuesto () 31
compuesto {IV) 18
compuesio (V) 63

El compuesto Ves un compuesto de una clase distinta el cual esta relacionado en
su estructura y es también activo contra la proteasa NS3 pero menocs activo que
los compuestos Il, 1l y IV. Este compuesto se incluyé para demostrar que el grado
de actividad de los compuestos I, lll y IV se mantuvo entre HCV y GBV-B.

Inhibicién de la replicacién de GBV-B en hepatocitos de tamarino en cultivo
Los hepatocitos aislados de tamarinos no infectados se mantuvo en cultivo en

medio definido durante varios dias. El modelo de cultivo celular fue como se
describe en Beames y col. 2000. Tres dias después de plaquear, las células se
infectaron con plasma que contenla GBV-B. Después de la adsorcién viral, los
virus se eliminaron y las células se incubaron en presencia y ausencia de
compuestos prueba candidatos a una concentracion de 10 yM. Las células se
recogieron 7 dlas después de la infeccién. Los niveles de RNA de GBV-B se
cuantificaron a partir del RNA celular total por un ensayo de PCR en tiempo real
que usa una combinacién cebador-sonda que reconoce una parte del gen de la
cdpsida del GBV-B (Beames y col. 2000).

A pesar del Cls inferior obtenido en el ensayo enzimdtico, los resultados
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ilustrados en la figura 8, muestran que se observd una reduccién en los niveles de
RNA viral de mds de 3 a nivel logarftmico cuando las células se incubaron en
presencia del compuesto il y una reduccién de 2 a nivel logaritmico en presencia
del compuesto V (cuando los resultados se expresaron como g.e. (equivalentss
de genoma)/ig de RNA). Los resultados obtenidos con este ensayo de replicacidn
viral més representativo demuestran que estos compuestos son antivirales
efectivos para reducir la produccion de virus GBV-B.

EJemplo 4 - Comparacién de secuenclas de proteasas NS3 en la famlila
Filaviviridae

Se obtuvieron las secuencias de proteasas de otros virus de la familia de virus
Flaviviridae a partir de un analisis BLAST (Altschul y col.1987) NCBI seguido por
la notificacion de taxonomia. La busqueda de secuencias de proteasa se hizo
usando criterios especificos que recuperan todas las secuencias de Flaviviridae
secuencias con similitud a |a proteasa de HCV excluyendo las propias secuencias
del HCV. Cuando fue posible se us® una secuencia "NP_" de NCBI para
representar un grupo particular de virus relacionados ya que estas secuencias
"NP_" son secuencias "de referencia" (RefSeq). Ademas, cuando no se conoclan,
los extremos N-terminal y C-terminal NS3 para las proteasas se determinaron a
partir de la similitud con la proteasa NS3 del HCV.

Los alineamientos de secuencia de proteasas para las seis copas del HCV contra
los diferentes grupos de virus se lievaron a cabo usando ALIGNX (VectorNTI®)
basado en CLUSTALW (Thompson, JD, y col., 1894).

A partir de estos alineamientos, el porcentaje de similitud se calculé entre todas
las sacuencias individuales y se expresd en las tablas 4-8. La similitud se basé en
los siguientes grupos de aminocécidos; [ILVM], [FWY], [KR], [DE], [GAI, [NQ], [ST].

La tabla 4 representa identidades y similitudes entre varios genotipos y subtipos
del HCV. Alguien puede ver que las identidades varian entre 70% - 88% mientras
que las similitudes varian entre 77% - 95% demostrando que la proteasa NS3 se
conserva altamente entre los HCV. Ademds, a partir del alineamiento de
secuencia de aminoacidos del dominio proteasa NS3 de diversos genotipos de
HCV representativos (figura 2) y la localizacién de los residuos conservados en la
estructura tridimensional (figura 8), alguien puede ver que |os residuos en el sitio
activo se conservan altamente entre genotipos y subtipos de HCV.

\
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La tabla 5 es un andlisis de las similitudes entre los dominios de la proteasa NS3
del virus GB y de la proteasa del virus HCV. Las similitudes varian entre 43 -
49%, mientras que las similitudes entre los dominios de NS3 entre el HCV y los
pestivirus varian del 25 al 30% (tabla 6). Las similitudes entre el HCV y el virus del
dengue varian también alrededor del 30% (tabla 7), igual que la similitud entre el
HCV y los Flavivirus (tabla 8).

En contraste, Ia tabla 9 muestra que las similitudes entre el dominio de la proteasa
NS3 de HCV y la proteasa del citomegalovirus humano (HCMV) gira alrededor del
20%. El HCMV es un virus de los herpes virus y tiene una serina proteasa que
tiene una trlada catalitica diferente de las proteasas Flaviviridae. La proteasa del
virus HCMV no se considera por lo tanto que es similar a las proteasas NS3 de
Flaviviidae. Este contraste se ilustrara adicionaimente cuando se hace
comparacion de las similitudes entre el aminodcido en contacto con nuestros
inhibidores en Flaviviridae y HCMV.

EJemplo 5§ - Estudios del cristal estructural tridimensional

Para analizar adicionalmente las similitudes entre Flaviviridae, se obtuvo una
estructura cristalina de la proteasa NS3 del HCV formando un complejo con un
inhibidor, y los aminoacidos directamente en contacto con el inhibidor se
analizaron en otros Flaviviridae para valorar los grados de similitud de estos
importantes puntos de contacto.

Se obtuvo un co-cristal de la proteasa NS3-péptido NS4A formando un complejo
con el compuesto macraciclico () que produjo difraccién en los rayos X a una

resolucion de 2,75 A. El compuesto macrociclico Il se encontr en el sitio activo

de la proteasa NS3 y se definié claramente en la diferencia de densidad de
electrones. Esta estructura revela detalles moleculares de como el compuesto
prueba interacciona con el sitio activo y proporciona entendimiento adicional en el
mecanismo de inhibicién de la proteasa NS3 del HCV.

La estructura del complejo de la proteasa NS3 con el compuesto prueba Il {figura
8) define mejor el sitio de unién de las presentes series de compuestos prueba
basados en sustrato. A partir de esta estructura del co-complejo, los residuos

directamente en contacto con el compuesto prueba es decir dentro de 3 A (H57,
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G137, $139, A156 y A157) son indicativos del sitio activo, como se predice
mediante el modo competitivo de inhibicibn, y por la conservacién entre
secuencias representativas de genotipos y varios subtipos de HCV en ests sitio.

Otros residuos en contacto dentro de 4 A del compuesto prueba se enumeran en

la tabla 10. Los analisis de comparacién revelan que estos aminoacidos se
conservan altamente entre Flaviviridae variando entre un 59% y un 76%. La
conservacién de estos residuos entre Flaviviridae es indicativa de que los
inhibidores de la proteasa NS3 del HCV inhibirfan también otros miembros de la
familia de virus Flaviviridae. En confraste, el nivel de similitud del sitio catalltico de
la proteasa del HCMV y los puntos de contacto de la tabla 10 estan en el mismo

intervalo que la similitud para la proteasa entera (= 20%) ilustrando una vez mas

el hecho de que ofra serina proteasa no de Flaviviridae no es diana de los
compuestos de férmula (l).

Otros estudios estructurales llevados a cabo entre los dominios de proteasa del
HCV y el virus del dengue han mostrado que todas las seis cadenas de] sitio de
unién del inhibidor del dominio C-terminal estdn fuertemente conservadas y son
de longitud comparable. La superposicién de 68 dtomos de carbono a del dominio
C-terminal de la proteasa Den2 (residuos 87-167) y del HCV incluyendo la
mayoria de [os residuos en la tabla 10 (residuos 69-189) produce desviacién

a.rm.s.de0,9A. (Murthyy col., 1998).

Discusién

Los virus dentro de la familia Flaviviridae poseen un nimero de similitudes (figura
1) a pesar de una homologla de secuencia general relativamente baja entre sus
miembros (tablas 4-8). En particular, la proteina NS3 contiene secuencias con
similitud a la proteasa y la helicasa de unién a nucledsido trifosfato de pestivirus y
flavivirus. El dominio de la proteasa NS3 del HCV comparte una similitud de
secuencia de aproximadamente 77-85% entre los genotipos del HCV (figura 1) y
una similitud de secuencia de aproximadamente 25-50% con otros miembros de la
familia Flaviviridae (tablas 4-8). Ademas, la organizacion y estructura gendémicas
del GBV-B y el HCV son similares a pesar del hecho de que la homologla de
secuencia entre las secuencias de poliprotelna del GBV-B y el HCV es de
aproximadamente 25 - 30%. Esta baja similitud esta sin embargo superada porel
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hecho de que los residuos que vienen en contacto con el inhibidor estan
altamente conservados en el dominio proteasa de Flaviviridae, una fuerte
indicacibn de que esta familia de compuestos se unirla también a otros
Flaviviridae. La actividad del compuesto compuesto IV obtenido contra GBV-B es
una demostracién positiva de esa hipétesis.

Con respecto a |a estructura tridimensional, los coordinados atdmicos disponibles
de las diversas proteasas NS3 cristalizadas de NHV y dengue mostraron una
arquitectura general que es caracteristica del pliegue similar a tripsina. Muchos
estudios han establecido ahora firmemente que la parte N-terminal de la region
NS3 codifica una serina proteasa que tiene un papel muy especifico y de vital
importancia en el procesamiento de las poliproteinas dentro de Flaviviridae.

Todos los resultados producidos en los experimentos anteriores tienden a

sostener el punto de vista de que los compuestos de férmula (I} son activos contra

miembros de la familia de virus Flaviviridae:

+ B compuestos relacionados han mostrado ser activos contra el HCV 1b y
tienen actividad similar contra el HCV 1a (tabla 2);

« 3de estos compuestos se probaron también contra los HCV 3a, 2a-cy2byse
encontrd también que son activos (tabla 1);

» estos 3 mismos compuestos se probaron en el ensayo enzimatico contra el
GBV-B y se hallé que son aclivos (tabla 3);

+ 1 de estos compuestos se probd en cultivo celular contra la replicacién de
GBV-B en células de tamarino y se hallé que es activo (figura 6);

» 1 de estos compuestos manifestd un modo de unién que se sitia en una
regién altamente conservada entre todos los miembros de Flaviviridae (figura
8).

« estudios han demostrado fuerte similitud estructural y funcional entre las
proteasas NS3 del HCV y el virus del dengue.

Dadas todas las similitudes de virus dentro de la familia de virus Flaviviridae,
parece aitamente probable que los compuestos de férmula (l) son efectivos contra
miembros de la familia de virus Flaviviridae, y mas particularmente, efectivos
contra los miembros patégenos de la familia Flaviviridae.
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TABLA 4 - IDENTIDADES Y SIMILITUDES ENTRE PROTEASAS NS3
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TABLA S - PORCENTAJE DE SIMILITUD DEL DOMINIO PROTEASA NS3 DEL HCV (181 aa)
CON PROTEASAS GBNS3 DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

GBV-B HepG GBV-A GBV-C

NP_05693 |NP_04357 | NP_04501 |NP_05944

1 0 ) 6
1a

45 49 44 48
AF271632
1b

46 49 45 48
D90208
2a

44 48 45 47
D00944
2b

46 47 45 46
D10988
[3a

44 45 43 45
D17763
10a

43 45 45 46
D63821
4a

44 46 a5 45
Y11604
5a

46 48 44 46
Y13184
6a

45 47 46 46
Y12083
1ia

44 49 45 48
D63822

Matriz: [ILVM], [FWY], [KR], [DE], [GA], [NQ], [ST]
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TABLA 8 - PORCENTAJE DE SIMILITUD DEL DOMINIO PROTEARSA NS3 DEL HCV (181 aa)
CON PROTEASAS NS3 DE PESTIVIRUS NS3 DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Pestl 1 | BVDV2 Pestl 2 |Pesti 3

NP_04093 | NP_04473 |NP_07535 | NP_62006

7 1 4 2
1la

28 28 28 28
AF271632
ib

28 28 28 28
DS0208
2a

26 26 26 26
D00944
2b

26 25 26 26
D10988
3a

29 28 28 28
D17763
10a

28 27 28 28
D63821
4a

28 28 28 28
Y11604
[ Sa

29 29 29 29
Y13184
6a

30 29 29 29
Y12083
1la

29 28 29 29
D63822

BVDV-2= virus de la diarea viral bovina



TABLA 7 = PORCENTAJE DE SIMILITUD DEL DOMINIO PROTEASA NS3 DEL HCV (181 AA)
CON PROTEASAS NS3

-38-

DEL FLAVIVIRUS LLEVADO POR MOSQUITO DE LA FAMILIA

FLAVIVIRIDAE

Dengue 1 |Denque 2 | Dengue 3 | Dengue 4

NP_059433 | NP_056776 | NP_040961 | NP_073286
la

26 27 28 29
AF271632
1b

29 29 30 31
D90208
2a

27 29 28 28
D00944
2b

29 29 29 29
D10988
3a

27 29 29 29
D17763
10a

28 2% 30 29
D63821
4a

27 27 28 30
Y11604
[ Sa

a9 a0 31 30
¥13184
6a

29 30 30 31
¥Y12083
lla

29 29 30 30
D63822

\
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TABLA 8 - PORCENTAJE DE SIMILITUD DEL DOMINIO PROTEASA NS3 DEL HCV (181 AR) CON PROTEASAS NS3 DEL FLAVIVIRUS DE LA

FAMILIA FLAVIVIRIDAE

-66-

WNV JEV Kunjain YFV MVEV

NP_041724 |NP_059434 | POLG_KUNJM |NP_041726 |NP_051124
la

29 30 29 29 30
AF271632
1b

29 31 30 29 31
D90208
2a

28 28 28 28 28
D00944
2b

29 30 29 30 30
D10988
3a

27 27 27 28 28
D17763
10a

27 27 27 28 27
D63821
4a

28 29 29 29 30
Y11604
5a

29 30 30 30 30
Y13184




6a

29 30 30 28 30
Y12083
lla

28 29 28 29 29
D63822

WVN= virus del Nilo Oeste
JEV=virus de la encefalitis japonesa
Kunjin= virus Kunjin
YFV= virus de |a flebre amantla
§ MVEV= virus de la encefalitis del valle Murray

13
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TABLA 9 — PORCENTAJE DE SIMILITUD DEL DOMINIO PROTEASA DEL HCV (181 AA) CON
EL DOMINIO PROTEASA DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO (256 AA)

41-

proteasa del HCMV
:\:271632 20
:3:0208 20
potos 2
;l‘,l 0988 20
3517763 18
;(;:821 18
‘: 1604 19
_5:3184 19
_E: 2083 19
11318:822 19

K



TABLA 10 — DIFERENCIAS DE AMINOACIDOS EN EL DOMINIO DE UNION A INHIBIDOR DE LA PROTEASA NS3 ENTRE VIRUS DE LA FAMILIA

FLAVIVIRDAE (DENTRO DE LOS 4 A DEL INHIBIDOR)

133

HCV40_1b B7[70 [B81]123 [132 [135 [136 137 [ 138130154155 156 [ 157 [ 158 16'8"%7
Y |[H|D [D|R \'Al L K |6 |s {8 |[F |[R |A (A |V {D [Sm

Todos los Te lag Qn B'B-_

genotipos del K L2s Es | 100

HCV (140)

GBV, FIY|H D [RKY |[VUM[FARK{G [S [S VIT [SAA[VIATUR|R [59 |
+ + + |+ + + |+ + + = = =| + 76n

PESTI D [H|M |[D|T L L K [G [W [S |V [K [V [G [G [K [53 |

+ + + + + + + + +

Flavivius /(W [H [K [D [P/INIC|LC G [T Y [G [N [G [V |[A [59 |

llevado por |+ + + + + + + + + +

mosquito

(Dengue)

[ Flavivirus W [H [K [D [PINF [L P X |G [T [S [Y [G [N [G [V [A [59 |

llevado por |+ + + + + + + + + +

mosquito

erpesvius |V R |V |E [T G A [V [D [A [S [S |V [D (AL [R |23

HCMV + + + |+

e

-Zb-



HCV40_1b

3

Secuencia de un aislado de HCV 1b que se us6 como referencia para este anélisis
nimero de secuencias de todos los genotipos de HCV que se usan en el estudio
nimero de secuencias de que contienen esta modificacién
% de similitud
Simllitud de acuerdo con la matnz [ILVM], [FWY], [KR], [DE], [GA], [NQ], [ST]
Similitudes que son Gnicas para el miembro GBV-B del grupo GBV
el aminoacido marcado es el residuo encontrado para la proteasa NS3 del GBV-B
porcentaje de similitud para GBV-B

-ep-
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REIVINDICACIONES

Uso de un compuesto de férmula (1):

CH,0 Ny B
T

D)

Férmula (1)
en la que,
A se selecciona de: alquilo C4 - Cg Y cicloalquilo C3 - Cg; y B se selecciona
de: fenilo o tiazolilo, ambos de los cuales estan opcionaimente sustituidos
con un grupo seleccionado de NH(R') y NH(CO)R', en los que R' es alquilo
C1 - Cs; Res OH o grupo sulfonamida de la fSrmula -NHSO2-R* en el que R?
es -alquil(Cy.s), ~cicloalquil(Ca7) o {-alquil(C1.s)-cicloalquil(Cs.¢)}, los cuales se
sustituyen opcionalmente de 1 a 3 veces con halo, ciano, nitro, O-alquil(C+.s),
amido, amino o fenilo, o R? es arilo C¢ 0 Cyp el cual se sustituye
opcionalmente de 1 a 3 veces con halo, ciano, nitro, alquilo{(Cs), O-
alquilo(C1.g), amido, amino o fenilo;
o una sal farmacséuticamente aceptable de la misma;
para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la infeccién
viral con Flaviviridae en un mamifero.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que A de férmula (1) es un
grupo ramificado alquilo C4 - Ce 0 cicloalquilo C4 - Ce; B de férmula (1) es
fenilo o un tiazol sustituido en la posicién 2 con NH(R') o NH(CO) R' en el
cual R' es un alquilo C; - C; y R s OH o un grupo sulfonamida de formula -
NHSO,-R’ en el que R* es -alquil(C+.s), -cicloalquil{Cs.), tanto opcionalments
sustituido 1 6 2 veces con halo como con fenilo, o R? es arilo Ce
opcionaimente sustituido desde 1 6 2 veces con halo o alquilo{C1.s).

El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 & 2, en el que A es ciclopentilo o
terc-butilo; B es un tiazol sustituido en la posicién 2 con NH(R') o NH(CO) R!
en el cual R es un alquilo C; - C4; y R es OH o un grupo sulfonamida en el
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que R? es metilo, ciclopropilo o fenilo.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que dicho compuesto es un compuesto de férmula (I) en el que R es OH.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que R es un grupo sulfonamida de formula -NHSO2-R? en el que R? es -
alquil(C1.g), =cicloalquil(Cs.s), ambos opcionalmente sustituidos 1 6 2 veces
con halo o fenilo, o R? es arilo Cg opcionalmente sustituido desde 1 6 2
veces con halo o alquilo(C1.¢).

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que A es ciclopentilo; B es un tiazol sustituido en su posiciébn 2 con
NHCH(CHs)2; ¥ R es OH o un grupo sulfonamida en el que R? es metilo,
ciclopropilo o fenilo.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que dicho mamifero es un humano, y dicho Flaviviridas se selecciona del
grupo constituido por virus de la fiebre amarilla, virug del Nilo Oeste, virus de
la fiebre del dengue, virus de la encefalitis japonesa, virus GB A o C y virus
de la hepatitis G.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que dicho mamifero es un bévido doméstico, y dicho Flaviviridae se
selecciona del BVDV, virus de la enfermedad de la frontera.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que dicho mamifero es un cerdo, y dicho Flaviviridae es la peste porcina
clasica.

El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicho mamifero es un
humano, y dicho Flaviviridae as virus de la hepatitis C.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho mamifero es un
humano, y dicho Flaviviridae se selecciona del grupo constituido por virus de
la fiebre amarilla, virus del Nilo Oeste, virus de la fiebre del dengue, virus de
la encefalitis japonesa, virus GB A o C y virus de la hepatitis G.

N
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El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho mamifero es un
bévido doméstico, y dicho Flaviviridae se selecciona del BVDV, virus de la
enfermedad de la frontera.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho mamifero es un
cerdo, y dicho Flaviviridae es la peste porcina clasica.

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el
que dicho virus Flaviviridae comprende una proteasa NS3 que comprende
residuos de aminodcidos seleccionados de: H57, G137, S139, A156 y A157.

Un articulo de fabricacién que comprende empaquetar el material contenido
en el cual estd una composicion efectiva para inhibir un virus de [a familia
Flaviviridae y el material de empaquetamiento comprende una etiqueta la cual
indica que la composicién se puede usar para tratar infeccién por un virus de
la familia Flavivindae y, en el que dicha composicibn comprende un
compuesto de férmula (I) como se define en la reivindicacién 1.

COLO 09255-841-016-0
PRP/WPCL8255/ID-000316
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RESUMEN

Las composiciones, el uso, el articulo de fabricacién y el procedimiento para el
tratamlento de un mamifero infectado con un virus de la familia Flaviviridae se
proporciona comprendiendo la administracion al mamifero infectado de un
compuesto que tiene la formula I:

CH,0 Ny B
w
0
8]
"~ 'O)v
(o]

N g

04 R
v
Férmula (1)

en el que,
A se selecciona de: alquilo C, - Cg y cicloalquilo C; - Cg; y B se selecciona de:
fenilo o tiazolilo, ambas de las cuales estan opcionalmente sustituidas con un
grupo seleccionado de NH(R') y NH(CO)R', en el que R' es alquilo C; - Cg; R 88

OH o un derivado de sulfonamida; o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

COLO 09255-841-016-0
PRP/WPCL9255/ID-000315



A
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim Intermational GmbH

<120> Composicién para el tratamiento de infeccién por los
virus Flaviviridae

<130> 13/118

<140> US 60/442,769
<l41> 2003-01-27

<150> US 60/421,900
<151> 2002-10-29

<1l60> 16

«170> FastSEQ para Windows Versi6n 4.0

<210> 1

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>»
<223> Cebador

<400> 1
ctcggatccg gcgcccatcea cggcctac 28

<210> 2

<211l> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

220>
<223> cebador

<400> 2
ctctctagat cagcactett ccatttcatc gaa i3

<210> 3

<211> 36

«<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
ctctetagat cagcactett ccatttcatc gaactce k1)

wn



<210> 4

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

«220>
<223> cebador

<400> 4
ctecggatccg gecgeccatca cggcctactc ccaa 34

<210> 5
<211> 16

<212> PRT

<213> péptido de HCV

<400> 5

Pro ABp Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu
1 5 10 15
Cys

<210> &6

<211l> 28

<212> DNA

<213> Secuencila artificial

<220>
223> cebador

<400> 6
ctcggatcecg gctcccatta ctgcttac 28

<210> 7

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
gacgcgtcga cgeggecgcet cagcactctt ccatttcact gaa 43

<210> 8

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencla artificial

<220>
<223> cebador

177



<400> 8
ctcggatcgg gccccgatca cagcatacge ¢ 31

<210> 9

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
caccgctcga gtcagcatte ttccatcteca tecatattgtt g 4]

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencila artificial

<220>
<223> Asp en la posicién 1 estd unido a antranililo

<223> Xaa en la posicién 6 es &cido aminocbutirico [C(O) -0O]
<223> Xaa en la poseicién 9 es (3-nitro)tirosina

<400> 10
Asp Asp Ile Val Pro Xaa Ala Met Xaa Thr Trp
1 5 10

<210> 11

<211l> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Xaa en la posicién 6 es &cido aminobutirico

<400> 11
Asp Asp Ile Val Pro Xaa Ala Met Tyr Thr Trp
1 5 10

<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Péptido de HCV

<400> 12
Asp Asp Ile Val Pro Cys Ser Met Ser Tyr Thr Trp

17
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<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia

220>
<223> Xaa en la

<223> Xaa en la
<223> Xaa en la
<223> Xaa en la
«<400> 13

Xaa Xaa Ile Val
1

<210> 14

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia

<220>
<223> cebador

<400> 14

artificial

posicién
posicién
posicién

posicibn

w o N

\X7

10

es antranilil-Asp
es (d)Glu
es norvalina [C(0O) -0]

es (3-nitro)tirosina

Pro Xaa Ala Met Xaa Thr Trp

artificial

10

cgcatatgge accttttacg ctgcagtgtc 30

<210> 15
<211> 33
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

cgcgegeteg agacactect ccacgatttce tte a3

<210> 16
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Xaa en la posicién 1 es Asp acetilado

<223> Xaa en la posicién 3 es Asp (EDANS)

1T
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<223> Xaa en la posicién 6 es &cido aminobutirico [C(O)-0]

<223> Xaa en la posicién 9 es Lys [DABCYL]

<400> 16
Xaa Glu Xaa Glu Glu Xaa Ala Ser Xaa
1 5

[



FIGURA 1

Poliproteina flavivirus
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FIGURA 2
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FIGURA 3
Curvas representativas Clsq de compuesto (IV) frente a las proteasas NS3-NS4A

del genotipo la (A) e Ib (B) del HCV
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FIGURA 4

Analisis del grafico de Dixon (A) y del grafico de Comnish-Bowden (B) de la inhibicién de la proteasa NS3-NS4A del HCV 1a
medlante compuesto (IV) a concentraciones de sustrato de 1 (v), 2 (v), 4 (c) y 6 (A) uM que muestran un mecanismo competitivo
de inhibicién
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FIGURA 5

Analisis del grafico de Dixon (A) y del gréfico de Comish-Bowden (B) de la inhibicién de la proteasa NS3-NS4A del HCV 1b
mediante compuesto (IV) a concentraciones de sustrato de 1 (v), 2 (v), 4 (c) y 6 (A) UM que muestran un mecanismo competitivo
de inhibicién
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FIGURA 6

RNA GBV-B ge/!
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