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Yo, DILTA RODRIGUEZ ID’ALEMAN,; identificada como aparece al pie
de mi firma, domiciliada en la Cra. 11 No. 86-53 Piso 6, obrando como
apoderada de la sociedad PHARMASSET, INC., domiciliada en New
Jersey, solicitante de la patente de la referencia, dando akance a nuestra
respuesta del 14 de septiembre de 2010 con la que se dio respuesta al oficio
No. 8181 del 21 de junio de 2010 relacionado con el concepto técnico No.
2187, me permito manifestar lo siguiente:

1. Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la
Decision 486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en
cualquier momento del trimite, presento junto con este memorial nuevo
capitulo reivindicatorio que reemplaza aquel presentado el 19 de octubre de
2009 y en donde se han realizado las siguientes modificaciones:

Atendiendo las amables sugerencias del sefior examinador, se modificé la
reivindicacién 1 con el fin de reemplazar el sustituyente X por oxigeno y la
expresion “base” por la correspondiente estructura quimica, toda vez que
no existen mas opciones para dichos dos términos dentro de la
reivindicacién 1.

En cuanto a estas modificaciones me permito decir que las mismas no
amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud.

Para este efecto, me petmito acompafiar el recibo de caja No. 11-002463 del
11 de enero de 2011, con el cual queda cubierta la tasa correspondiente a la
modificacién de una solicitud de patente.



2.  En relacion con los datos de ECge y CCso que se proporcionaron en la
pagina 3 de nuestro memorial del 14 de septiembre de 2010, el solicitante
desea manifestar que el valor EC90 hace referencia a la concentracién de un
compuesto que induce una respuesta en un 90% de la poblacién luego de
algin tiempo limite especificado. Este concepto se emplea usualmente para
la medicion de la potencia de un compuesto contra cietto virus.

Por su parte, el valor CCsy hace referencia a la concentracién de un
compuesto que muestra una toxicidad in 50% de la poblacién luego de un
tiempo limite especificado. Esto es empleado normalmente para la
medicion de la toxicidad de un compuesto para las células huésped.

El compuesto particular con los valores mas bajos de ECy es el
compuesto particular con mas actividad contra el virus que es objeto del
ensayo. De otra parte, el compuesto con los valores mas altos de valores
CCsq, es el compuesto menos toxico en contra de la linea celular que esta
siendo empleada en el ensayo.

En el caso de la Gemcitabina mas abajo, ésta tiene un valor de ECgp menor

que 1 uM significando que muestra una mejor actividad que el compuesto
6130. No obstante, la Gemcitabina también tiene valores de CCsq menores

que 1 uM en todas las cuatro lineas celulares probadas, lo cual significa que
es extremadamente téxico para las células. Dado que la Gemcitabina es tan
toxica, el valor bajo de ECo no es exacto debido a que la actividad puede
ser el resultado directo de la muerte de las células huésped junto con el virus
de Ja Hepatitis C.

Para el compuesto 6130, el valor de ECo es de 4.5 uM, el cual significa que
es activo, normalmente, si un compuesto tiene un valor de ECy menor que
10 uM se considera que tiene una alta actividad. En el caso del compuesto
6130, que tiene un valor mayor que 100 uM en la linea celular Clon A y
valores de CCsg mayores de 1000 uM en las lineas celulares Hep G2,
BXPC3 y CEM, los datos muestran que el compuesto 6130 inhibe de
manera sclectiva HCV en tanto que no es téxico para las células huésped.
Las condictones y los procedimientos mediante las cuales se realizaron estos
experimentos se encuentran registrados en la traduccidn informal de la
Declaracion del Dr. Philip Furman, que se adjunté con nuestro memorial
del 22 de febrero de 2010. Nos permitimos anexar el texto original en
inglés que corresponde a la traduccidn presentada en la fecha antes dicha,

Asi las cosas, aun cuando la actividad de la Gemceitabina es mejor que la
exhibida por ¢l compuesto (6130, la clevada toxicidad del compuesto
Gemcitabina limita su uso y se asocia con efectos secundatios.



Citotoxicidad
Compuesto 1 Actividad Clon A Hep G2 BxP(C3 CEM
HCV ECy CCso CCso CCso CGCso
(aM) (nM) (uM) (uM) (M)
HO ¢
o
<1 <01 <1 <1 <1
Gemcitabina
HO c
o}
45 =100 >1000 >1000 >1000
CHy
6130

De otra parte, en relaciéon con el pie de pigina en el folio 3 de nuestro
memorial del 14 de septiembre de 2010, atentamente el solicitante se
permite decit que la inclusién de la expresion “(véase por ejemplo la figura 5)”
cotresponde a un etror tipografico involuntario. Asi las cosas y teniendo en
cuenta el texto en inglés, la cita debe leerse como sigue:

i . , . ,
" El compuesto cuyo valor de ECoy es el mds bajo, es el compuesto mas activo contra el
virus y fiee el objeto del ensayo. De otra parte, El compuesto cuyos valores de CCsy, son
los mdas altos, es el compuesto menos téxico contra la linea celular que es empleada en el

»
ensayo.

Finalmente, nos permitimos decir que con los anteriores argumentos y
modificaciones atendemos cabalmente las amables sugerencias del sefior
examinadot y solicitamos de manera atenta se conceda el privilegio de
patente de invencién a la solicitud en estudio.

Sefior Superintendente,

TLIA MARIARO O'Z? P ALERAN

CC. 41.654.882
TP 20824 CSJ

Mo,



ANEXO 1

Texto original en inglés que corresponde a la traduccién presentada el 22 de
febrero de 2010 de la Declaracién del Dr. Philip Furman.



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Applicant: Ciark Examiner: Mclntosh 1}
Serial No.: 10/828,753 Group Art Unit; 1623

Filed: April 21, 2004 Docket No.: 60137.0002USU1
Title: Modified Fluorinated Nuclcoside Analogues

DECLARATION UNDER 37 CFR 1.132

Mail Stop Amendment
Commissioner for Patents

P.0O. Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450

Dear Sir:

Now comes Declarant Phillip Furman, Ph.D. who declares and states that:

1.

I have 32 years of experience in the discovery, research and development of
antiviral/anticancer agents,

[ received my doctorate in microbiology from Tulane University, and
subsequently completed a postdoctoral research fellowship at Duke University;

I served as the Director of the Division of Virology at Burroughs Wellcome from
1989 to 1995;

I am a named co-inventor of the use of Retrovir® (AZT) for the treatment of HIV
and Epivir® (3TC) for the treatment of hepatitis B virus infection;

I'have been involved in the development of numerous antiviral agents, including
Zovirax® (acyclovir), valacyclovir, Retrovir® (AZT), Emtriva™ (FTC), Epivir®
for HBV, Ziagen®, and Viroptic®; and

I am currently employed as the Vice President of Biological Sciences for
Pharmasset, Inc.;

Now comes Declarant Michael J. Sofia, Ph.D. who declares and states that:

7.

I have 21 years of experience in drug research and development across several
therapeutic areas including cardiovascular disease, inflammation, and anti-
infectives;
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8. Ireceived BA degree in 1980 from Corneil University, a Ph.D. in organic
chemistry in 1984 from the University of Illincis, Champaign-Urbana, and a NIH
Postdoctoral Fellowship at Columbia University,;

9. Thave been employed in the area of pharmaceutical and/or medicinal chemistry
since 1986; and

10. T am currently employed as the Vice President of Chemistry for Pharmasset, Inc.;
Both Declarants also declare and state that:

11. we have read and understood the Office Action issued on March 30, 2007 for
10/828,753 (hereafier "the present application™);

12. we have read and understood the disclosure of US 2007/0042939 by LaColla et al.
(hereafter "the LaColla published application);

13. we have read and understood the disclosure of the following three provisional
applications: (1) 60/392,350, filed June 28, 2002; (2) 60/466,194, filed April 28,
2003; and (3) 60/470,949, filed May 16, 2003;

14. we have supervised and/or directed the preparation of certain compounds and the
testing of these compounds as indicated in the Table 2 included below;

15. that we understand that the data presented in the Table 2 included below is
intended to support the patentability of the pending claims of the present
application.

Compounds considered herein:

HO™\ 0 fc HOWC HO™\ ') fc HO'\ o fc HO’WC
k= — R F A CH, A—t=CHy
HO  F HO F HO HO' HO  F

1 2 3 4 5
Both Declarants further declare and state that:
16. that compound 1 was obtained from HeteroDrugs, Hyderabad, India;

17. the compound 2 was prepared by fluorination of 2,2’-anhydro-ara-cytidine using
KT,

18. that compound 3 was obtained from RI Chemicals, Orange, CA, USA;
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19. that compound 4 was prepared from 2’-C-methyl cytidine by radical
deoxygenation of the 2’-hydroxyl group according to the reference Li, N-S., and
Piccirilli, J.A., J. Org. Chem., 2003, 68, 6799-6802;

20. that compound 5 was prepared as described in the patent applications US
20050009737, WO 2006/012440 and US 2006/0122146;

21. that compounds 1-5 were analyzed for the HCV replicon assay and cell
cytotoxicity (Clonc A, Hep G2, BxPC3, and CEM), that results of which are
presented in the Table 2 included below, using the following protocols;

22. that for HCV Replicon Assay and Clone A cytotoxicity the following materials
and reagents were used:

Reagent Manufacturer Lot
Assay Medium HMMS 1145-062
90% DMEM
10% FBS
ZmM L-glutamine
0.1mM NEAA
1x PBS w/o Ca and Mg Invitrogen 1379151
1x Trypsin:EDTA Invitrogen 1289539
Prepared with PBS
DMSO ATCC 5053545
96-well Tissue Culture Plates Falcon 3068116
15ml Conical Tubes Falcon 6181104
50m} Conical Tubes Falcon 6031485
2ml Collection Tubes Qiagen 1010310
RNeasy RNA Purification Kit Qiagen 41831991
b-ME Calbiochem B66395
70% EtOH prepared with:
100% EtOH Acros B0512488
H20 Pharmasset diH20
Tagman ]1-Step RT-PCR Master Mix ABI HO7783
tRNA Water {(60ng/ml)
tRNA Roche 93369502
nuclease free H20 Fisher 053607
rRNA Primer Mix ABI 0608121
(prepared as below)
HCV Primer Mix IDT
HCV For 27478160
HCV Rev 27478161
HCV Probe 27478170
(prepared as below)
microamp optical S6well reaction plates | ABI No Jot
Adhesive optical covers ABI 200509234

23, and that the following procedure was followed:
24, Control Primer and probe mix for rRNA (Applied Biosystems 4308329)
a. primer stock (10 uM) each
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b.
C.

probe stock (40 uM)
made 29x working solutions in a total volume each of 749.8 uL
{concentration/well is 40 nM)
i. 1875 pL rRNA probe;
ii. 75 pl primer 1 rRNA
iti. 75 pL primer 2 rRNA
iv. 581 plL of 60 ng/mL tRNA/water

25. Primer probe mix for HCV RNA

a.

b.

probe stock (50 pM) (6FAM CCTCCA GGA CCC CCC CTC CC
TAMRA)
forward primer stock [100 tM] (AGC CAT GGC GTT AGT ATG AGT
GT)
reverse primer stock 100 uM] (TTC CGC AGA CCA CTA TGG)
made 29x working solution in total volume of 650 pl.: (concentration/well
is 400 nM for probe, 1 uM for each primer)
i. 200 L probe,
1i. 225 pL forward primer,
iii, 225 pL reverse primer

26. Procedure Day 1

a.

b.

c.
d.

c.

dituted compounds (at 2x) in Assay Medium.

added test and control compounds in 50 uL into appropriate wells of 96-
well plate

harvested cells from T-75 flasks with 1x Trypsin:EDTA.

resuspended in Assay Medium at 1500 live cells/SOuL/well (30,000
cells/mL)

added 50UL of the cell suspension for cach well and incubated for 4 days
(37°C/5%C0O»/Humidified).

27, Procedure Day 4

a.

b.
c.
d,

SR e e

removed supernatant and extracted RNA via RNeasy 96 hand book
(HMMS1124-008/009),
stored extracted samplcs at 4°C until RT-PCR (within 24 hours),
amplified RNA for multiplex PCR for HCV RNA in 96 well optical plate,
made master mix/per 96 well plate:
i, 1250 pL Taqman 1 step RT PCR,
ii. 68 uL of prepared HCV primers,
iii. 68 plL prepared rRNA primers,
iv. 53 pL of RNase inhibitor and multiscribe,
v. 560 pL of tRNA/water
added 20 pl. of Master Mix to each well,
added 5 uL of extracted RNA to appropriate well,
sealed with either flat optical caps or with optical tape
centrifuged briefly to pull mix to bottom of well.
performed RT PCR assay
i. 42.0°C for 30mins
ii. 95.0°C for 10mins



Application No. 10/828,753
Declaration Under 37 CFR 1.132

28.

29,
30.
3L
32.

33.
34.

35.

iii. 40 Cycles of:
1. 95.0°C for 15secs
2. 60°C for Imin
J-  determined EC90 and dCt (HCV) and CC50 dCt (rRNA) for each sample.

that the 8 day cytotoxicity assay for each of HepG2 (liver), BxPC3 (pancreatic)
and CEM (lymphocytic) was performed using the following media and materials
as follows:

Assay medium for HepG2: DMEM, 10% fetal bovine serum, and 100 IU/mL /
100 pg/mL of Penicillin/streptomycin,

Assay medium for BxPC3 and CEM: RPMI-1640, 10% fetal bovine serum, and
100 TU/mL / 100 pg/mL of Penicillin/streptomycin,

96-well cell culture plate

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay kit
ELISA plate rcader
Mcthods
a. added 50 puL of 2X drug dilutions in a 96 well plate (all samples were
tested in triplicate)
b. Sample dilutions from a 100 mM stock:
1. 8 pL of stock + 392 pL of media =2 mM
ii. 200 pL of 2 mM + 200 uL of media = | mM
iii. 20 pL of 2mM + 180 pL of media = 200 pM
iv. 20 pL of ImM + 180 pL of media = 100 pM
v. 20 pL of 200 pM + 180 uL of media = 20 uM
vi. 20 pl of 20 pM + 180 pL of media =2 pM
¢. Inevery assay, a "no drug" (medium only) control was used to determine
the minimum absorbance values and a "cells + medium only" control was
used for the maximum absorbance value. A solvent control was also used
in the event the drug was dissolved in DMSO
d. cells counted and resuspended in assay medium so that the cells were
added at 2000 cells per well,
e. added 50 pL of the new cell suspension to each well and incubated the
plates at 37°C with 5% CO- for 8 days,
f. after 8 days of incubation, added 20 uL of MTS dye to each well and
incubated the plate for 2 hours at 37°C with 5% COs,
g. tread the plates on an ELISA plate reader at 490 nm.
h. calculated the absorbance using the medium only control wells as blanks.
i. detcrmined the 50% inhibition value (CC50) by comparing the absorbance
in the no-drug cell control wells with the absorbance in wells containing
cells and test drug
that using the above compounds, materials, and assays that the following data

were obtained



Application No. 10/828,753

Declaration Under 37 CFR 1.132

Table 2. Activity and Cytotoxicity Comparison of 2'-Substituted Cytidine Analogs

Cytotoxicity
HCV Clone A Hep G2 | BxPC3 CEM
. Activity
Ne Compound ECy CCso CCs | CCx | CCs
(M) (M) (M) (M) (1M)
O sC
HO
1 A&I; <1 <0.1 <] <] <l
HO F
2 WS % 5.66 >100 400 10 6
O .C Can not
HO ine:
3 AgF determine: | ., 200 5 5
HO Toxic to
cells
4 Chis 9.73 10.47 40 <] <]
HO
Nl CH
5 s F 4.5 >100 >1000 | >1000 | >1000

C represents cytosine,

36. that the data presented in Table 2 for the biological profile of Compound 5, that
includes both the intrinsic potency against HCV and cytotoxicity, can not be
predicted based on the structure activity relationship of related compounds;

37. that it is unexpected that appending both a B-methyl group and an o-fluoro
substituent to the C-2' position of a 2'-deoxycytidine nucleoside would produce a
compound (Compound 5) that is both a potent inhibitor of HCV replication in celi
culture and also lacks cytotoxicity;

38. that compounds containing either a single F atom in either the 2'- position
(Compound 3) or the 2'-a position (Compound 2} or containing a di-fluoro
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39.

40.

41.

substitution at C-2' (Compound 1) demonstrate activity against HCV but also
show significant cytotoxicity in one or more cell lines tested;

the 2'-dcoxycytidine analog (Compound 4) with a 2"-beta-methyl substituent
shows substantial cytotoxicity against all cell line

that it is both unexpected and surprising that introducing both a B-methyl and an
a-F substituent at C-2' would produce a potent HCV inhibitor with no cytotoxicity
when either of these substituents alone produce compounds that show significant
cylotoxicity against key cell lines;

The undersigned Declarants further dcclare that all statements made herein are of
our own knowledge are true and that all statements made on information and
belief are believed to be true; and further that these statements were made with the
knowledge that willful false statements and the like so made are punishable by
fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United States
Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of this
application or any patent issuing thercon.

Phillip Furman, Pﬁ,D. Michael I, Sofia, Ph.D.
Vice President of Biological Vice President of Chemistry for
Sciences for Pharmassct, Inc. Pharmasset, Inc.
ngnature Signature
‘?/el//ﬂ-? P 21 /27
Date / Date ! ¢

[
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REIVINDICACIONES

1.  Unnucledsido (2'R)-2’deoxi-2’fluoro-2"-C-metilo (B-D 6 (3-1.) dela

férmula

en donde

R! y R7 son independientemente H, un monofosfato, un difosfato, un
trifosfato, un H-fosfonato, un alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, un
alquilsulfonilo de 1 a 10 dtomos de carbono, un fenil alquil sulfonilo de 1 a 10
atomos de carbono, un bifenil alquil sulfonilo de 1 a 10 atomos de carbono,
un naftil alquil sulfonilo de 1 a 10 atomos de carbono y

R¥es Hy R* es NH; ¢ OH.

2. El nucledsido (2'R)-2’deoxi-2’flucre-2’-C-metilo (3-D 6 B-L) de la
reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
caracterizado porque R7 es H y R! es un monofosfato, un difosfato o un

trifosfato.

3. El nucledsido (2’R)-2’deoxi-2’fluoro-2’-C-metilo (B-D 6 B-L) de la
reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

caracterizado porque R7 es H y R! es un difosfato o un trifosfato.
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4. El nucledsido (2'R)-2’deoxi-2’fluoro-2’-C-metilo (B-D & B-L) de la
reivindicacién 1 o una sal- farmacéuticamente aceptable del mismo,

catacterizado porque R7 es H y R! es un trifosfato,

5. El nucledsido (2'R)-2’deoxi-2’fluoro-2-C-metilo (B-D 6 B-L) de Ia
reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

caracterizado porque R' y R7 son H.

6. Un El nucedsido (2°R)-2’deoxi-2’fluoro-2’-C-metilo (B-D) o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo de la férmula

NH,
(1
HO N/ko
CH,
H
7. Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende un

nucleosido de la reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Una composicién farmacéutica caracterizada porque comprende un
nucleosido de la reivindicacién 2 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.
9. Una composicién farmacéutica caractetizada porque comprende un
nucledsido de la reivindicacién 3 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

10.  Una composicion farmacéutica caractetizada porque comptrende un
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nucledsido de la reivindicacién 4 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

11.  Una composiciéon farmacéutica caracterizada porque comprende un
nucledsido de la reivindicacién 5 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

12, Una composicién farmacéutica caracterizada potque comprende un
nucledsido de la reivindicacién 6 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Un método para sintetizar el nucledsido de la reivindicacion 1,
caracterizado porque comprende glicosilar la pirimidina con un compuesto

que tiene la siguiente férmula

en donde R es alquilo inferior de 1 a 4 4tomos de carbono, acilo, benzoilo o
mesilo; y Pg es seleccionado de entre C(O)-alquilo de 1 a 10 itomos de
carbono, C(O)fenilo, C(O)bifenilo, C(O)naftilo, CH,-alquilo de 1 a 10 atomos
de carbono, CHsz-alquenilo de 1 a 10 dtomos de carbono, CH-fenilo, CH,-
bifenilo, CHz-nafulo, CH3-O-alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, CH,O-
fenilo, CH,O-bifenilo, CH»O-naftilo, SOs-alquilo de 1 a 10 itomos de
catbono, SOa-fenilo, SOs-bifenilo, SOj-naftilo, tert-butildimetlsililo, tert-
butildifenilsililo, 0 ambos Pg pueden estar juntos para formar 1,3-(1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxanilideno).

14.  Un método para sintetizar el nucledsido de la reivindicacién 1,

(S
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caracterizado porque comprende desproteger de manera selectiva un 3>-OPg 6

un 5’0OPg de un compuesto que tiene la siguiente estructura:

Base

en donde cada Pg es independientemente un grupo protector seleccionado de
entre C(O)-alquilo de 1 a 10 dtomos de carbono, C(O)fenilo, C(O)bifenilo,
C(O)naftilo, CH3, CHz-alquilo de 1 a 10 4tomos de'carbono, CHz-alquenilo
de 1 a 10 itomos de carbono, CH,-fenilo, CHs-bifenilo, CHs-naftilo, CH»-O-
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, CH,O-fenilo, CH,O-bifenilo, CH,O-
naftilo, SOz-alquilo de 1 a 10 dtomos de carbono, SO,-fenilo, SO,-bifenilo,
SOz-naftilo, tert-butildimedlsililo, tert-butildifenilsililo, o ambos Pg pueden

estar juntos para formar 1,3-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxanilideno).

15 Un nucledsido (2'R)-2’deoxi-2’fluoro-2’-C-metilo (B-D) o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo de la férmula:

16. Una composiciéon farmacéutica catactetizada porque comprende un
nucledsido de la reivindicacién 15 o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

17.  Una composicién liposomal caracterizada porque los liposomas

I
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comprenden un compuesto de la reivindicacién 1 y opcionalmente un

pottador farmacéuticamente aceptable.

18.  Una composicién liposomal caracterizada porque los liposomas
comprenden los compuestos de la reivindicaciéon 6 y opcionalmente un

portador farmacéuticamente aceptable.

19. Una composicién liposomal caracterizada porque los liposomas
comprenden los compuestos de la reivindicacién 15 y opcionalmente un

portador farmacéuticamente aceptable

[+



