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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FABE NACIONAL
O [[X7] Prtarsa ce wencicn soueR [ meserte do asedtalo do tntia
= [ ot
@ Nomisre: DEBIOPHARM 8.A. IDENTEICACION

J Direccldn:  Forum “aprée-demsin” Ch. Mossidor 5 -7 cc. [ ] wr ]
BOLICITANTE CH 1002 Lausanné, Suize

™) Naclonalidad o dowichlo:  SUIZA Cd ow []
'.' Cuai:
F.:
{Ndmero:
® |m JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS DENTIRCACION
NEPRERENTANTE  [Oireccié: Averida 22 No. 5731 O1. 202 |c.c. =] = [
ce [ ] om 7]
Talidono: 2444090 Fax: 342400 cull
[ &-mad [Ndmero: 19.270.055 T.P. 43.308 C.S.J.
BOGOTA

Nemiwe: SCALFARO Pletro, DUMONT, Jean-Maurice, VUAGNIAUX, Grigalre y
INVENTOR (GB) MAUVERNAY, Rolland-Yves
() Diraceién: ver hoja adfunta




INVENTORES

1) SCALFARO Pletro
Avenue Montagibert 24, CH-1005,
Lausanne, Suiza
Nacionalidad: Suizo

2) DUMONT, Jean-Maurice
Ch. de Pierra-Portay 20, CH-1009,
Pully, Suiza
Nacionalidad: Suizo

3) VUAGNIAUX, Grégoire
Rue Orient-Ville 8, CH-1005.
Lausanne, Suiza
Nacionalidad: Suizo

4) MAUVERNAY, Rolland-Yves
Champ du Moulin, CH-1677
Prez-vers-Siviriez, Suiza

Nacionalidad: Suizo



Comprobants de pago de la tass de presentacin de i soficiud.

Documenio que ecreciia js exstencis y representscin legal cuando of sallcitants ses persona juridcs.
Podsres, si fusre o caso.

Documento de ceeln del inventor sl ealiciants o # su causants.

Declarecionse

Copia de la solicitud Intemacional (Resumen, deacripoion, reivindicaciones, dibujos)

Tracucoin de la solicitud intemacional sl castelieno. (Resuman, deacripeion, raivindicaciones, dibujos)

Copia del exarmen prefiminar Intemacional efectusdo por ia Autnridsd intermacions! de Examan Preliminer (IPEA).
Traduccion del examen preliminar intermacional sfectuado por i IPEA.

De sar ol caso, copla del contreto de scoeeo.

De sor ¢l como, M“MhWOMbmbm
tradicionales de ixs comunidadas indigenas.

Da ser ol caso, ceriificado de depdsito dal material bicldgico
Aris final 12X12 cm.

De ser el caso, informacian de oires soficiudes de peterts o tiuios obtenidos en el extranjero por i
mismo tiuler 0 su causants, reiacionades fotal o parcisimenis con la ifvencin da seta soficiiud.

De ser ol caso, modificacionss sfeciuadas a la soicitud imternacional, Nusves Relvindicaciones

Otroa: Informe de Busqueda de Antecadentss Internacional junin con ks fraduccién

G| B0 000 0000MHMO000R @
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ANEXOS AL PETITORIO SOLICITUD PCT/ 1B2005/002940, FASE NACIONAL.:

Solicitud PCT/ IB2006/002940 tal como fue presentada e! 3 de octubre de 2005, con
petitorio, en inglés y espafiol (48 folios).

Copia de la Publicacion Internacional en la Gaceta Oficial del PCT No. WO
2006/038088 A1 del 13 de Abril de 2006, junio con informe de la Busqueda
Internacional del 3 de Enero de 2006 en ingles y espafiol. (38 folios)

4 Figuras

Informe del Examen Preliminar junto con nofiificacion del 10 de enero de 2007, en
inglés (9 folios).

Traduccion al espafiol del Inforrme del Examen Preliminar junto con notificacidn del
10 de enero de 2007, en inglés (10 folios).

Pdginas 2, 18, 19 y 20 conmegidas de la descripcidn de la invencién y recibidas por Ia
Oficina de la EPO el 25 de jullo de 2006.

Tanefa Archivo Temdtico y Tarjeta Propietarios.

Exiracto para la publicacion.



For recelving Offico use only

PCT

Intaraticoe] Applinetion No.

REQUEST
und-rllpldmgu-utll:ulnpl-nt
lnemhnglnﬂu Cuupcll.lun'l'luty. Nams of' Omaul"!Cﬂnhuﬂml jontion™

""'ﬂ:ﬂ."m-u DPH 070 - PCT//

BoxNo.l _ TTTLEGOFINVENTION
Use of cyclosporin for the freatment of hepstitis C Infection and pharmaceutical compoaltion
_comnrising sald cveloanorin

BexsNo.II  APPLICANT

[[] s pesson is aiso keventor

Neroe snd mcnne; - agual aniity, fllf qfficial denigaarion
e T e L by T o Lol
DEBICPHARM SA

Forum "aprés-demain”

Ch. Messidar 5-7 -

CH - 1002 Lausanne

Telophone No.
+4121 3210111
Facuimile No.

+4121 3210168

Telaprinter No.

Applicant’s rogistration Na. with the Office

w-umoﬁhﬁm sa_-lmuumwy)omﬁma:
E"....,......."’""""w (it RS, [t (e iaahe

llllHl.Il.'l .FURTHER APPLICANT(S) ANIVOR (FURTHER) INVENTOR(H)

P e K ey f:-T oy I e e s
T o 7 of i s et bulrw)

SCALFARO Pletro
24, Av. Montaglbert
CH - 1005 Lausanne

This person i
D spplicent only
X1 spplicsnt sod kavestor
D HH*H%M “

Applioant’s registration No. with the Offica

| Stwie (et ix, conentryy) of Dadioeality:
CH CH

State fthar &, cosntry) of reddencs:

 ribpapaat e [inEsiye K2

Lo imeais

. Further sppllcants and/or (frther) inveutors are indicated au s continustion shest.

BoxNo.IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

ymm)mmmmm‘h““Wf [] [ ereemitive
Namos and sddress: ghven mma; for a logerl extley, Aull daignatian. | Telephons Na.,
M..... dnﬂﬂi-ﬂ d-mf +4121 3210111

GENIN Denls Facsimila No,

DEBIOPHARM SA +4121 3210168

Forum "aprée-demain® Taloprinter No,

.Ch. Messldor 5-7

CH - 1002 Lausanne Agext'sreglstration No. with o Office

E wmmlnudhhhhnmdﬂmn-b

the
mummwumwwmwnd

Fotm PCT/RO/101 (first shout) (October 2005)

Seu Notey t0 the repuat form



ShestNo, ...%...

Continuation of Box No. IIT mmmm,lcmmkumnaummmm
f nons of the following nib-boxey (s uzed, this xhest should nat be inchided inn the raguat.

n-u-q.l-m-m-uu-m
DUMONT Jean-Maurice
Ch. de Plema-Portay 20

CH - 1009 Pully

This person Is:

D spplicant ooly

. )] spplicent and inveror

D bmﬂﬂzmﬂhw
Applicant’sregistration No. with tha Office

T

Rus Orient-Vlie 8
CH - 1005 Lausanne

_sse;’mu 1s, coumiry) of nationallty: !(I;ﬁfh\nthmnhdd-ﬂ

Hor ke DL""‘H Em—fﬂh = = — Ly
Nime and address: (Family l-l-dwlﬂ daclgrstion. | This perwon s
?wllﬂlﬂhﬁl#lnﬂﬂk_tjd' d'b-ﬂ hm D applicant only
VUAGNIAUX Grégolre X eppicent and iavetar

EI L ke, o i Do)
Applicant’s regisiration No. with the Offlos

lcl:lrlﬂhthunw”duﬂmﬂlm uﬁmkmwm
Cl
T Rl otoEiesm SRS [0S

w_ Bex

l-mhq'hli h(ﬁlhﬂl’d‘rﬁu

,;%J-mmwm

“This peteon Ix

] sppticant anty

] wppiteant and tavesor

D ll.“?ﬂﬁ"ﬁw
Applicant's registration No. with the Offico

oy Sulicruint in dkle
by inalicated baiorm)

 twts (What Is, country] of nationality: _ Stnce (Bhat s, couniry) of residance:
Nmmﬂdﬁurmm aea; for a legal slty, el ficiel designstion. | This porson is:
:*-.-"-,..........,...'-;.-::*_..,,—" T T L i

[[] sppticatt and trvemtor
[ o L s
Applicant’srogisimtion No. with tke Office

Stain (that ir, covntry) of nationality: State (that Is, cnesiry) of residence:
st [aave= CdtERivems, o [ feprepbianh

D Purther applicanty and/or (further) inventors are Indleatad on spother continoation shest.

" Foum PCT/RO/101 (ocutinuation shest) (Qrtober 2007)

Sex Noves to the repeent form



BaxNs. ¥V DESIGNATIONS

The of this roquest ennsiitutes uuder Ruls the llnoflllmndxsmhm the PCT Intermmtional
Mmmhmmdmzddpd&ﬁ%wh mofmhwﬁg'mm

However,

] DE Germany s ot desiguated for any kind of atiozal protsction

[0 xR Regublic of Koren is not derigunted for amy kind of national protection
[0 RU Russian Federation s net desiguated for any kind of national protection

{The check-baxxr above hﬁbﬂﬂ%%mﬁhwﬁbwhmdﬂlﬁm
the national nertional iy ciaiwed. Ses the Notes to Bax No. V the
s Hﬂg'ﬂl a qz‘m,ﬂm p‘r’hﬁv ] a o . CORrauEnrey

BoxNo.VI PRIORITY CLAIM
The priority of the following earller spplication(s) is hereby claimwed: ]
Nurber ‘Whero earlier spplication is:

of earfier application of eartier sppllcation  [——— ——T -
fiayvinandywr; rogional spplication:* | internationgl spplication:
4 “”?;W regional Office recelving Office
itamn (1) . 8
1 October 2!!\14 PCTNB2004/003205 _
| ———104.40.2004}
ltem (2)
inm (3) 4

] Purther pricrity alaims are indicatrd In the Supplamenial Bax.

The recalving Office ks requested to propero and transmit to the Intanational Buresu » certified copy of the earller spplication(s) fanly
mnh'qplhﬂm way ftiad with the Office wiich for the purposes of i Intervedional application i the receiving Offics) Wentified
=

wiws [ item () O wae O tme) ] otber, e Supplementsl Bax

* Whars the ecriier application ARIPO Dnlicaly the Cowvention Prossction
MMwn#dhm#;ﬂﬂmmﬁmmﬂﬂtl d

Box Ne. VII INTERNATIONAL BEARCHING AUTHORITY

1 -
Raquast t» um results of sarfler seareh; roforwoes to that search (fan corlier seuch har been axried ot by or reguesisd fom the
Imernationel Searching Awthority):

Dats (dywinonth/jear) Nunber Comtry for rgloral Qffics)

Box No. VIII DECLARATIONS

‘Tha fhllowing declarstions are contained in Boxas Nos. VIII (T) to (v) (mark the qoplicabls Number of
civwchbaxes balow and indicats in the right colunn the reqnber of eoch ype of duclaration):

Box No., VL () Decizration sa to the kientity of the brvenior

Box No. VI (If) Declartion as to the applicant's entitiermt, s ot the ntemational
date, to apply for mnd be granted s patent .

Bax No. VIII (i) Declaration s to the applicant's eotitlement, as at the international filing
datn, to elaim tha priority of the earlier application

Box No. VII (I¥v) Declanation of irveatorship (ouly for the parposes of the designation of the
United Statas of Americs)

Bax Ne. VIIL (v} Declaration as to non-prwjudiclal disclosres or exceptions to Iack of novelty
Form PCT/RQ/101 (pecond sheet) (October 2005) See Notas to the requast form

OO0 O 00




ShestNo. .......
BoxNo.JX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING ,
This International spplication contalns: This lm'l;n.l spplication Is .mmbu';‘ﬁhh fol pa Nru.mb-'
() on puper, the following number of W’Mm applicabls iy dmw: nd nclcats of iterms
et i 1, ] foo calcalation sheet
declarati :huné : 4 | 2.7 origloal soparats power of stiomey
description (anct 'ﬂ'ﬁ 3. ) original general power of sttomey
|
mmm) 28 | 4.0 copy of ganemi pawer of yttorney; refirencs nurmber,
ni i ANy .. ..ivreiiniininnirsnanasnarasasninassncenns
abutract 4 | 5 O statsment expinining lack of signature
drawings 2 | 6 a rnorl documeant(s) identified In Box No. VI aa
""‘“"'l'f:u""""" : # |20 tranalaton of tntemational splicaton lto
lﬂvlﬂm : . | Henererenn s
?&'Mm"‘“ O ::“III;D m concerning deposited mieroorganism
ON papar, P ,
M'"“M- 9.0 m&nﬂ:dm&m
see () below) —_— @O mﬂhﬁﬂﬂhhmﬂfﬁhﬂlﬁﬂlﬂﬁhm
13ter only (and nol as part of the International application) :
Telmmtretibm i ] (b O ke chetin: 60 (0 i it cleny,
® L[] only lﬂ)‘lﬁf)‘)"‘ form . purposes of international soarch wnder mu- b :
il together with relovant gtatement
égg :::""""""I w nnpin'ilhﬁ:mﬂmm o thocopyor
in electronic
@0 lhllﬁlo‘llndclﬁlru 10.0 mhwﬂmzﬁﬂm“ﬂu
® D soquance llsdng w0 ul:nln-ihll-pup-oﬂllluhmflnl:lnhud-
(@ 7 tables rolacad - Wi:m%(b-qunduly(ﬂnunpno Interostional :
sud number of curiers (dlskolta, chech-box merked cubinen)
N COLR ) o hfah RN Pt 14 RAL G Lt i o
the moflwuﬂlmﬂunﬂm 802(b-guater) :
ettt B L
wﬁ indicated wnder 1L 0] othor(peol): «ovviveniiiiirrararersnssnananenassrerans
Figurs of the drawings which Lasgwags of flllng of the
should accompeny the sbetract: Intornations] appllcation: English

.|BaxNo.X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Nt io euch signatrs, it the nes o the purzm slgring ared the enpacity In which the person sigru (i such copaclly i not abvious from ressding the rapust).

Vansssa Cumat

Intellectual Properly Manager ’
For and on Behall of
Dablopharm SA (

r—

1. Dumofsctiml of the Drawicas:
q:;t;lln k nlwml 2 Druwings:

[P oot dote o s et ettt
the pruporied inieiaonsl sppliation: T

- recaived:
" Dt et D=

5. Intamational Searching Authority
competant):

T 6. D Transmiital of search copy delnyed

ISA/ until eearch fee s pald

For Imtermational Burea 1me only

Dais of recxipt of the record
by the International Buresu:

_ Form PCT/RO/L01 lsst sheet) (October 2005) See Notey 1o the request form




Pura uso axchuivo da ia Oficina

PCT Soliciud Intemacionsl No.
PETITORIO
Facha de Presantaciin intamacional:
El abajo fimmants pide que [a presente solcitud
Inlamaciona) ssa tramitada da conformidad con of Nombre de Is Oficine mceptons y "Sciiciud Inlemacional PCT"
Tratado de Cooperacion an Mularia de Pateries Rafyrancia al expadianis del soficianis o dal mandatario
(a1 8o dsase) (como midno 12 caraciered)
Recuadro No. | TITULD DE LA INVENCION
UsSO DE [D-MEALA]3- (ETVAL] 4-CICLOSPORINA PARA EL TRATAMIENTO DE
INFECCION POR HEPATITIS C Y COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE LA
[D-MEALA] 3- [ETVAL] 4-CICLOSPORINA
Recuadro No. | SOLICITANTE [0  Eespesorwostemtisnunivenss
Nombre y Direccidn: /Apsiio ssguido por of nomiye an of caso de una persona Juridics, No. da Teléfono:
ia cesignecién oficial compieta. En ia direcoldn debe figurar of eddigo postal y nomive del 4121 3210111
pals. EJ pals ilioado en of domicilo an este canlls 08 of Estaco (ss decir paiy) | No. de Facalmit
reakisncis de s solickants, &l 1o s# indice Estacks oe syalsancia) 4121 32101680
DEBIOPHARM SA No. de Telsimpman:
Forum "apnris-damain”
Ch. Mesaldor 5-7 No. de ragietro de e sclichal y oficine
CH-1002 Leusanne
Eatada (pais) de necionalidad: Entado {nain) de realdencia;
CH CH
porsormes || tcion los 15 tocios los Estados designedos | los Estacios Uniios. | los Estacios indieadios an
pam; Estados sshvo bs Estados Unidos de da Amirica ol mcusdo suplementario
designacios Amixica Onicermania
Racusidro No. Bl 8) SOLICIT, B} YIO INVENTORES

Nombre y Dinsccién: (Apsikio ssguich por of nomive s of ceso de o persons jurkics, Ests o
deslpnaciin il compieta. En i dieccln debe fgun of cédigo postal y nomise cel peTson ee:
E pais indicadd wn wl doniclio an sen caallie se of Eslodo foz decir pais) oo [[T] Sclickams dnicamante

«<is I salicitants, & no se indice Eetacly de mekiencia)
SCALFARO Pletro (3] Solichame ¢ Invertnor
, Av Mantmigibert [ inventor dnicaments (S/ s mece emte
CH- 1005 Lausanne 4o, 10 a0 clabe rellnar b que skgus)
Estedo (peés) de naclonaikisd: Estado (pais) da resldencla;
cH . CH
Esin porsorass | ] fodos los fodos Ios Extacios designados Y] iow Estedos Unkios [ ] ioe Estados indicedios an
P Estados 8200 ow Estados Unidos de e Amirics ol recusdm supismersario
designados Amdrica Unicamanis
Los demile soliciiantss damnds) iveniores se Indican en Una do 3
Recussro No. IV: MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA CORRESPONOENGIA
mandsiaie [ repeserriscomin

coma:
Nombre y Dimocidn: (Apeiich sagukh por of rombe an of caso de e parmne jurkice, b |No. de Teléfono:
oliclel compiain. 57 e cirecolin cliabe Sgurar af ciddpo posiad y nombre df peis) + 4121 3210111
OPHARM |No. de Facaimil:
?frﬂln '-piil-dlsmAnln' +4121 3210 169
No. do Teleimpresor:
CH-1002 Lausanne I
I&awunm,m

Domicllo para comespondencia: Marmus este recuadro cuando na sa designe/se haya designade ningin
mandstario o representants comdn y el espacio de ariba ss utilics en su Wger pera indicar una direceidn sapecial a s que
deba snvisme n

Forma PCT/ROM01 (primers hoje) (octubme de 3003) Vianse noiss & is forme dal petiiorio



Continuaciin del Recusdro No. il 8] SOLICIT: 8) YIO 8])) NVENTORES

3i na se ha de uiizar

Nombre y Direcclén: (Apsikio sagukio por of nomive en of caso de une parmore Avkics,  |Esta parsona es:
chaignaciin aliiel compista. En in dieccitn dabe iurar of ciolgo postal y romive el |[] Sclicitents inicaments
Ef palis inticach an of domiclio en ssle mcudy as of Esco (ss deck, pal) e |
cle ln mollodede, of 1o g9 indica Estac de ki)

DUMONT Jsan-Maurice
h . de Fierma-Portay 20
H-1008 Pully
Esiada (pais) de nacionalkiad: Estado {peis) de retidencin;
CH
Esiopsscrmes  |.] todos boe 32 tnciom ks Estacios designados ] los Estacios Uniios. ] Ios Estardos indicados en
e Esindos v ke Estacios Unidos de de Amiyica o recuadiro mupiementario

Amisica dnicemens

Nombre ¥ Direceién: (Apalido seguit por of nomixe an ol caso de uns persorm jrkice, |Exta parsona es:
dasigneciin oficle’ complals. En Ja direccién dabe figuer of aidigo posts!’ ¥ nomive de ] Solicitants tnicements
 pais kxiach en of dunidio an sale recusco gy o Esiad) (ea deck, pala) de  |[X] Solicitante & inventor

os Ia scillerde, s 0 ew inclic Eatncko o Mukterchy) ] inventor dnicamants (81 s marcs sty
NIALIX, Gragaire 1o s debe rellenar io
Rue Oriant-Vile 8 N, de regiatro de In anlichx y oficim
CH — 1005 Laussanne
Estado (pais) de nacionalidad: Esiado (pefs) de residencia;
Estapersona ] todos los L] tndos ke Estades B ios Estados Unidos L] los Estados indicados en
solicitanis Esimdos designadas salvo los de Amirica ol recuadre
: % Estados Linkios da América dnicamenis

y Direccidn: (Apaiiio saguidh par of nomise an of caso de tna persana kridos, Exta -
i cemignacién olicl complate. En i dieccidn debe igurr of eidign postal y nombre cel persona
B pab iy e of domiclio en sl At s of Esindo (a3 dicl; pak) o
o Je sciclianis, o no ae indice Esiaco de residersils)

[} Sotickame Gnicamants

] Solictanie @ invantor
] invemor Gnicamente (8 ¢ marce sal
recusdro, No &8 debe relisner b gue sigus)

Esiado (pais) da nacionalidad: Estado (paly de reskiencla:
Esia parsona as | | todos s ﬁlndulum L] los Estados Unidos [ ] los Estadios indicados en
pam:; Estados

nedos
Nombre y Direccién; (Aseio segesiis por af nomive ar o onso de ina parsone Arkfce,
designaciin oliclef compisie. En is dimociin debe Kxrer of akiign postal y nomive del Eata -
5 pata incicady en of clomicllo on eafs recumci eu of ety (es daci, pals) e parsona
dia in scicinis, & 0 sw bnciics Etecio de rskiencia) ] Soiicitunis tnicaments
Solicitania @ inveantor

mcumci, 70 a2 dabe relanar o que sigus)

Extado (pais} de neclonalidad: Estndo (paiy) de resicencia:
painana as | |hdulu L] todos \cs Extados EhEl-tnUrHu | |h-Eddnhﬂﬂu¢|
Ichris para; Entados desipnadcs salve los de Amisica ol recoadm
designados Estatis Unidos de Amévics Onlcamome Suplemantario

IDmammEgmllmum«mhggamm

Forme PCT/ROQM 01 hoja de continumciin) (octubre dy 2003) Vianas noles # ie forma del peliioria

(0



Hoje No. 3

Recuadro No. ¥V DESIINACIONES

EIIMO&MW.M-hW&M.hWHWhMW
obligados al FCT en lu fecha de presatacién intemacional, para of otorgamisnta de todo tipo de proteceién dispanibla y, an
M cR80, para o olorgamients de prientes regionaiss y nacionaies.

Sin embargs,

[] DE Alsmania no sstd designada pare ningdn tipo da proteceién nacional

] XR Repibica de Corsn no seti designada para ningin fipo de proteccion nacional.
] RU Fedemcién Rusa no sath daaignada pars ningin tipo de proteccion nacional,

sfacin,
Caalle No. V sobre 8 consecusicias de iss dispaaiciones de M ley nacionsi pars saios y otros Estados).
Retuming Mo, VI REVINDICACION DE PRIORIDAD

Se reivindica la prioriiad de las sigulsntes solicitudes anteriores:
Facha de presentaciin Ndmaw de En dondo (s solicihud antarior es:

din moliclrisy snisriores solichud snisier soficiud necionst: | soliciud regional: * | eoliciud interecirst
Puis Ofiina Regional | Ofcirw Recepiors |
Punte (1) B
1 DE OCTUBRE DE 2004 PCTAB2004/003205
{01.10.2004)
Punio (2)
Pumin (3)

[ ] Se indican otrew reivindicaciones da priaridad en of Recuadro suplamentario

ruega a ia Oficina receptons que prepammne ¥ ransmits o la Oficina Intamacicnal una copla certificade de Ia soliciudide les
anteriores identificada(s) {tnicaments o la soliciud anterior fue pressniada on ia Oficina que, pare los propdsiios de
prasente solciud intemnacional, aa in Oficine Receptora) identificada supra coma.

Todoslsputos [] Punto() [ Pume@ [0 Pumo(3) [ otros, ver Recuadro suplementsrio

* Cuando ia solickud enfarior aa una soliciud ARIPQ, irlique por o menos un pals que forme paria de la Convaenlo de Parls
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The present invention relates to the use of a cyclosporin for the treatment of
hepatitia C virus (HCV) infection and to a pharmaceutical composition comprising
said cyclosporin.

HCV was cloned and characterized about 15 years ago by Choo and
colleagues (see Sclence 244, (1'989). 358-362). HCV belongs to the family
Flaviviridae and comprises an enveloped nucleocapsid and a single-stranded RNA
genome of positive polarity (see Bartenschiager et al., Antiviral Res. 80, (2003),
01-102). HCV Is transmitted primarily by biood, blood products and vertical
transmission during pregnancy. Infroduction of diagnostic tests for screening blood
products has significantly reduced the rate of new infection.

Still, HCV remains a serious medical problem. There are currently about
170 million people infected with HCV. The Initial courae of infection is typlcally
mild. However, the immune system Is often Incapable of clearing the virus, and
people with persistent Infections are at a high risk for liver cirrhosis and
hepatocsliular carcinoma (see Poynard et al., Lancet 349, (1897), 825-832).

There is no vaccine available, and therapeutic options are very limited (see
Manns et al., Indlan J. Gastroemterol. 20 (Suppl. 1), (2001), C47-51; Tan et al.,
Nat. Rev. Drug Discov. 1, (2002), 887-881).

Current therapy Is based on a combination of interferon alpha and ribavirin.
This therapy produces a sustained anti-viral response In 85-80% of patients
infected with genotypes 2 and 3, but, unfortunately, only in about 45% of patients
infectad with the prevalent genotype 1. Furthermore, side effects are significant
and include myalgla, arthralgia, headache, fever, severe depression, leucopenia
and haemolytic anaemia.

Clearly, additional theraples, with a higher antiviral activity and a better
safety profile, are required for the treatment of HCV infection, particularly e.g. in

CONFIRMATION COPY
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the case of the prevention of HCV recurrence. in order (o establish the safety
profile, criteria such as low cytotoxicity and cytostatic and high selectivity index are
particularly relevant for clinical tueatment of HCV infection.

A novel approach for the treatment of HCV infection using cyclosporins was
recently described by clinical observations (see Teraoka et al., Transplant Proc.,
19886, 20 (3 suppl 3), 868-876, and Inoue et al. J Gastroenterol, 2003, 38, 587-
572). Recently it was shown that Cyclosporin A (CsA) inhibited the in vitro
intracellular replication of an HCV subgenomic replicon at clinically achlevable
drug concentrations (see Watashi et al., Hepatology 38, 2003, 1282-1288, and
Nakagawa et al., BBRC 313, 2004, 42-47). Both groups suggested that the anti-
HCYV effect of CeA was not associated with imnmunosuppressive activity based on
observations made with the use respectively of an immunosuppressive macrolide,
i.e. the compound known under the name FK 508 and a non-immunosuppressive
Cyclosporin A derivative, i.e. the compound known under the name NIM 811 or
[Melle]*-CsA. Nakagawa et al. consider that expanding applications of CsA may
cause substantiai problems dua.to its well-known immunosuppressive properties
and suggest that one solution to overcome this problem would be to consider the
use of non-immunoeuppressive cyclosporin analogs.

During the last 15 years, a number of medicinal chemistry studles have
been conducted with the aim to identify such non-immunosuppressive cyciosporin
analogs and compound NIM 811 le one of the most representative compounds
having such a property.

NIM 811, along with B other Cyclosporin A derivatives, were reported by Ko
et al. In patent application EP 0 4840 281 for thelr non-Immunosuppressive
propertiea and were considered as being potentially useful in the treatment of HIV
Infection and the preventlon of AIDS. The deslign of those derivatives involved the
modification of the amino-acids In 4- and/or 5-positions of Cyclosporin A.

By modifying amino-acids In 2- and/or 6-positions of Cyclosporin A, Sigal et
al. synthesised a total of 61 cyclosporin analogs and observed that such chemical
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modifications induce a decrease in the Immunosuppressive activity (see Sigal et
al., J. Exp. Med., 173, 1981, 619-828).

Further atternpts for modifying amino-acid in 3-position of Cyclosporin A in
order to obtain non-immunosuppressive compounds were described In particular
by Barriére et al., in WO 88/28328, WO86/283208, and WO 98/28330.

Wenger et al. have designed a serles of compounds that differ from
Cyclosporin A in position 3, in which they contain an N-methylated, nonbulky
hydrophobic or neutral amino acid other than a glycine, and in position 4, in which
they conirin an N-methylated or N-ethylated hydrophobic or neutral amino acid
other than a leucine and they report that those compounds have a high potency to
inhibit HIV-1 repiication and essentially lack immunosuppreasive activity ( see
Intemational patent application WO 00/01715 and Tetrahedron Lett., 41, (2000),
7193-8).

The aim of the present Invention Is to provide the clinician with a new
therapy for the treatment of HCV Infection, particularly e.g. in the case of the
prevention of HCV recurrence. This therapy should offer a higher antiviral activity
and a better safety profile in comparison to the already approved therapy or the
newly proposed ones.

The present inventors surprisingly found that the administration to a patient
infected with HCV of a very specific compound, i.e. [D-MeAlal’{EtVal]*-CsA,
meets the above requirements. They observed that, in addition to its non-
immunosuppressive property, [D-MeAla]*-[EtVai]*-CsA has a significantly
Increased affinity for cyclophilins, which increased affinity is correlated with an
elevated efficacy against Inhibition of HCV replication.

Accordingly, one of the subject-matters of the present invention relates to
the use of [D-MeAlal’{EtVall*-CsA for the manufacture of a medicinal product
intended for the treatment of HCV infection In a patient.
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[D-MeAla]’-[EtVal]*-CaA has been reported by Wenger et al. in
WO 00/01715 and it has been attributed the CAS Registry Number 254435-85-5. It
is a cyclic undecapeptide described by the following formula:

-MeBmit-aAbu-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala<{D)Ala-MeLeu-MsalLeu-MeVal-
1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11

where MeBmt is N-methyl{4R)-4-but-2E-an-1-yl-4-methyl-(L)threonine, aAbu is
L-a-aminobutyric acid, D-MeAla is N-methyl-D-alinine, EtVal is N-ethyl-L-valine,
Val is L-vallne, MeLeu is N-methyl-L-leucine, Ala [s L-alanine, (D)Ala Is D-alanine,
and MeVal is N-methyl-L-valine. The conventional numbering of amino acid
posltions generally used in reference of Cyclosporin A is shown below the formula.
This is achleved by using composite names comprising a first portion indicating
the identity of residues that are different from those in cyclosporin A and providing
their posltion, and a second portion labelled “CsA” indicating that all other residues
are identical to thoss in Cyclosporin A. For example, [Melle]*-CeA is a cyclosporin
that Is identical to cyclosporin A except that Meleu In position 4 is replaced by
Melle (N-methyt-L-Isoleucine).

The present invention will be explained further with following experiments
and with the drawing in which:
- Fig. 1 represents a dose response histogram measured by luciferase assay In
infected Huh-7-Lunet cells;
- Fig. 2 represents a dose response histogram measured by luciferase assay in
infectad Huh-7.5 cells;
- Fig. 3 represents clearance response curves of infected Huh-9-13 cells;
- Fig. 4 represents 3D representation of dose response with combination
IFN / [D-MeAla]*-[EtVall*-CaA.

Curment medical uses of Cyclosporin A relate to the abllity of this compound
to suppress the csll-mediated immune response by preventing production and
release of several autocrine T-cell growth factors, including interieukin 2 (IL-2),
from activated T cells (eee Borel (1988) Transplant. Proceed. 21, 810-815; Kronke
et al. (1884) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 5214-5218; Faulds et al. (1983) Drugs

(&
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45, 953-1040). Upon entry Into cells, Cyclosporin A binds to cyclophilins with high
affinity (see Handschumacher et al. (1984) Sclence 228, 544-547). As among
different blological function, they have peptidy}-prolyl cls-trans isomerase (PPlase)
activity that can be measured in vitro (see Fiecher et al. (1989) Nature 337, 476-
478; Takahashl et al. (1988) Nature 337, 473-475). Critical for the
immunosuppressive effect of cyclosporin A Is an Interaction between cyclophilin-
Cyclosporin A complex and calclum- and calmodulin-dependent serinefthreonine
phosphatase 2B (calcineurin) (see Hauske (1883) DN&P 8, 705-711, Friedman et
al. (1991) Cell 66, 796-806; Liu et al. {1881) Cell 86, 807-815). Formation of this
ternary complex results in an inhibition of the phosphatase aclivity of calcineurin.
(see Jain et al. (1893) Nature 385, 352-355; Rao et al. (1887) Annu. Rev.
Immunol. 15, 707-747; Crabtree (1999) Call 868, 611-814). Calcineurin promotes
the selective dephosphorylation of NF-AT that then translocates to the nucleus
where it assoclates with activator protein 1 and transactivates target genes,
including the IL-2 gene.

It is belleved that, due to the amino-acids in 3~ and 4-positions,
[D-MeAla]*-[EfVall*-CaA has a dramatically reduced ability to Interact with
calcineurin as shown by transcriptional and immunological assays as well as a
significantly Increased affinily for cyclophllins as indicated by assays of inhibition of
peptidyt-prolyl cls-trans Isomerase activity.

Peptidyl-prolyl cls-trans isomerase (PPlase) activity of cyclophliins was
determined using a procedure adapted from Kofron et al. (see Biochemistry 30,
6127-8134 (1991) ; J. Am. Chem. Soc. 114, 2670-26875 (1992)). N-succinylated
Ala-Ala-Pro-Phe-para nitro-anlline (Suc-AAPF-pNA, Bachem, Bubendorf,
Switzeriand) was used aa the substrate. The assay was based on the preferential
chymotrypsin cleavage of the trans iscform of the Phe-pNA bond In the
tetrapeptide Ala-Ala-Pro-Phe-pNA. This cleavage liberates the para-nitroaniline
molety that can be detected and quantitated at 380 nm (€ = 11,814 M''cm™).
Schutkowski et al. (1885) Biochemistry 34, 13016-13026. Cie-trans Isomertzation
is catalysed by cyclophilin (PPlase, EC 5.2.1.8). After mixing CsA or another
cyclosporin (10 ~ 2x10° M final concentrations prepared from 1000-fold
concentrated stock solutions In ethanol) with 0.1 pg cyclophilin (Sigma) in a total
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volume of 1.5 ml of 40 mM Hepes, pH 7.8, and incubation for 50 min on ice, the
reaction mixture was transferred to a cuvette that was kept at 10°C in a Varian
spectrophotometer (Varlan). Subsequent to the addition of 3.75 mg of
chymotrypsin {70 pl of a solutlon of chymotrypsin in 10 mM HCI), the reaction was
initiated by addition of 10 pl of a 3.2 mM solution of Suc-AAPF-pNA In 0.5 M
LICIArifluorosthanol. The reaction was monitored for 3 min, and an initial rate
constant was determined from the data obtained. As a control, an initial rate
constant was aiso determined for a parallel reaction that lacked cyclophliin.
Concentration-response curves were astablished for cyclosporin A and other
cyclosporins, and ICg (50% inhibitory concentration) values of different
cyclosporins were expresseed relative to that of cyclosporin A (1.0). A value less
than 1 means that the compounil has an higher cyclophilin affinity than CsA.

A NF-AT-dependent reporter assay was used initially to estimate
Immunosuppressive activities of cyclosporine. Baumann et al. (1992) Transplant.
Proc. 24, 43-48. Jurkat T cells stably transfected with a reporter construct
containing a bacterial B-galactosidase gene under the control of a promoter of
an IL-2 gene were obtained from G. Zenke, Novartis Pharma AG, Basel,
Switzerland. The cells were grown in RPMI1840 medium supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum, 100 u/ml penicillin, 100 pg/m! streptomycin,
2 mM glutamine, 50 uM 2-mercaptoethanol and 100 u/ml hygromycin B. The cells
were stimulated by the addition of 2.4 pM phorbol-12-myristate-13-acetate and
75 pg/ml phytohemagglutinin in the presence or absence of cyclosporin A or
another cyclosporin (10° — 2x10® M final concentrations prepared from 1000-fold
concentrated stock solutions in ethanol). Subsequent to incubation for 20 h at
37°C, cells were harvested and fysed In 50 mM Na;HPO, (pH 9.0), 10 mM KCI,

1 mM MgSO,, 1% Triton X-100, 0.5 mM 4-methylumbeliiferyl-8-D-galactoside
(Sigma, Buchs, Switzerland). The B-galactosidase reaction was allowed to
proceed for 1 h In the dark at room temperature. Flucrescent 4-methyl-
umbelliferone was assayed fiuorometrically In the supernatant solution (excitation:
355 nm; emiesion: 480 nm). Concentration-response curves were established for
cyclosporin A and other cyclosporins, and the ICs, values of different cyclosporins
were calculated relative to that of cyclosporin A (1.0). A value higher than 1 means
that the compound is less immunosuppressive than CsA.
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Example resulis are shown in Table 1 below.

Table 1: Cyclophliin binding (PPlass) and immunosuppréssive (IL-2) activities of
CaA and other cyclosporins

Compound PPlase IL-2
CsA 1.0 10
[D-MeAla]"{EtVal]'-CsA 0.3 7161
[Melle]-CsA 0.5 2250

The data shown in Table 1 revealed that certain substitutions in position 4 (l.e.,
Val, lle) dramatically reduced immunosuppressive activity (measured as inhibition
of IL-2 expression) as well as detectably enhanced cyclophilin binding activity
(measured as inhibition of PPlase activity of cyclophllin). Substitution in position 3
resulted in a substantial further increase In cyclophllin binding activity (by 2 fold or
more; cf [D-MeAla]>-[EfVal]*-CsA. It had a higher cyclophliin binding activity and a
lower residual Inmunosuppressive activity than [Melle]*-CsA, the best reference
compound avallable from the Iiterature. [Melle]*-CsA Is also known as NIM811.

In a confimatory analysls, immunosuppressive activities of CsA, [Melle]*-
CsA and [D-MeAla]’-[EtVal]*-CsA were estimated using the mixed lymphocyte
reaction. In this assay, cyclosporins were dissolved In ethanol (10 mg/ml). Freshly
isolated CD4* PBMCs from two heaithy donors were mixed subsequent to
Inactivation by Imadiation of one of the populations (stimulator cells; S). After five
days of co-culture in the presence or absence of a cyclosporin (1 pg/ml), the
proliferative response of the non-inactivated cell population (responder cells; R)
was determined by [°H]-thymidine incorporation.

The assay was conducted reclprocally with the two cell populations, each
being Inactivated and stimulated in turn. Stimulation (%) of responder cells was
calculated by the formula: .
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Percent stimulation = 100 x (sample with cyclosporin — background) / (sample
without cyclosporin — background)

Sample refers to a mixture of stimulator and responder cells. Background
5 represents a conirol in which only stimulator celis are mixed. Resuits are shown in
Table 2. They were interpreted to mean that both (Melle]*-CeA and
[D-MeAla]’-[EtVal}*-CsA are essentially devoid of Immunosuppressive activity.

Table 2: Proliferative response of CD4* PBMCs in the presence/absence of

10 cyclosporine
Co-cuiture | Compound N % Stimulation Standard
(refative) devlation

R1x 82 None 8 100 30
R1x 82 CsA 4 20 3
R1x 82 [Melle)]-CsA 4 84 13
R1xS2 [[D-MeAla]{EtVall'-CsA 4 |75 11
R2 x S1 None 8 100 9

|R2xS1 [ CsA 4 |0 2
R2 x S1 [Melle]*-CaA 4 75 9
R2 x 81 [D-MeAla-[EtVall-CeA 4 85 7
S1x82 None 4 0 0.6

R1 x S2 refers to a co-culture of responder cells frotn donor 1 and
stimulator cells from donor 2. N Is the number of measurements.

15

As mentioned previously, infection with hepatitis virus C (HCV) Is a serious
health problem because persistently infected patients are at a high riek for
20 developing chronic liver diseases including cimhosls and hepatocellular carcinoma.
Current avallab-l:fhempy is inadequate for a iarge fraction of the latter population
as well as Is assoclated with significant side effects. Untii recently, development of
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more effective therapies was hindered by the absance of an appropriate /n vitro
model of HCV replication that allows screening of potentially active compounds
prior to evaluation In human clinical triale. This obstacle was overcome by the
development of genetically modified HCV minigenomes (replicons) that self-
amplify In cultured hepatoma cells to high levels {Lohmann et al. Science 285,
(1089), 110-113). This HCV replicon system has rapkily become the standard tool
for studying HCV replication, pathogenesis and persistence (Bartenechlager et al.
Antiviral Res, 60, (2003), 91-103). The HCV genome consists of a single-stranded
RNA that contalns a single open reading frame for a polyprotein of about 3000
amino aclds. Translation of this polyprotein is initiated at an Internal ribosome
entry site (IRES) located at the 5' end of the RNA. The HCV polyprotsin is cleaved
into at least ten proteins. They include capsid proteln C, envelops proteins E1 and
E2, possibie viroporin protein p7, non-structural proteins NS2 and NS3 having
serine proteinase as well as ATPasa/helicase activiies, NS4A, membraneous
web-inducing protein NS4B, NS5A and RNA-dependent RNA polymerase NS5B.
The first successful replicon was a bicistronic RNA contalning in a 5' to 3’ direction
an HCV IRES, a coding sequence for a neomycin phosphotransferase, an IRES
from an encephalocarditis virus and coding sequences for HCV protelns NS3 to
NS5. Subsequent to introduction into Huh-7 celis and selection using G418
(geneticin), this replicon could be shown to replicate autonomously to high levels
(1,000-6,000 coples/cell) (Lohmann et al., 1998). Characterization of the system
revealed that replication efficiency depended on permisaiveness of the host cell
and, importantly, on the selection of cell culture-adaptive mutatione In the HCV
protein-coding sequences. Replication was found to be sensitive to Interferon
alpha, providing evidence for the relevance of the system for screening drugs that
have in vivo efficacy. Variant replicons were also constructed In which the
neomycin phosphotransferase-coding sequence was replaced, e.g., by a
luciferase-coding sequence or by sequences coding for a luciferase-ubiquitin-
neomycin phosphotransforase fusion protein. Replication of the latter variant
replicons can be assayed by the convenlent luclferase aseay, whereas replication
of the former replicon requires determinationa of RNA copy number.

Watashl et al. (2003) demonstrated by Northem biot and quantitative RT-
PCR (reverse franscriptase polymerase chain reaction) that HCV RNA
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accumulation was Inhibited by CsA but not by the immunosuppressive macrolide
FK506 and the non-immunosuppressive CeA derivative PSC 833 in HCV replicon-
containing MH-14 cells. Their assays that involved 7-day exposures of cells to
aclive agents revealed that HCV RNA titer was reduced by about 200 fold in the
presence of 1 pg/ml cyclosporin A. They further found that non-immuno-
suppresslive cycloaporin [Melle]*-CaA aleo inhibited HCV replication. Results
indicated that [Melle]*-CaA was about equally as effective as CgA In reducing HCV
RNA titer.

To determine whether the cyclosporin of the present invention has anti-HCV
activity and, should it has such activity, how this activity compares with the
activitles of CsA and [Melle]*-CsA, experiments were carried out that compared
inhibltory effacts of CeA, [Melle]*-CsA and [D-MeAla]>-{EtVal]*-CeA in HCV
replicon systems.

Aseays used Huh 5-2 cells that contained a bicistronic RNA encoding a
firefly luciferase-ubiquitin-neomycin phosphotransferase fusion protein and HCV
proteine NS3-5. The viral sequences originated from an HCV virus of genotype 1b.
Cells were cultured in RPMI 1840 medium (Glbco) supplemented with 10% fetal
calf serum, 2 mM glutamine (Life Technologles), 1 x non-essaential amino aclds
(Life Technologies), 100 u/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 250 pg/mi
G418 (Geneticin, Life Technologies) at 37°C and 5% CO.. For antiviral
(replication) assays, cells were seeded at a density of 7000 celis/well In 86-well
View PlatesTM (Packard) in the same medium except for G418. After a 24-h
incubation, medium was removed, serial dllutions of test compounds In medium
were added, and celle were incubated for an additional 72 h.

Antiviral effects were estimated sither by luciferase assay or quantitative
RT-PCR. To camry out luciferase assays, medium was removed, and cells were
washed with PBS. Subsequent to lysie in 50 pl of Glo-lysis buffer (Promega) for 15
min, 50 pl of Stead-Glo Luclferase Assay Reagent (Promega) were added to cell

. lysates. Luciferase activity was measured using a luminometer, and the signal

from each test well was expressed as a percentage of the signal measured in
wells of cultures not exposed to a test compound.
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Cell density and cytostatlS effects were estimated In parallel cultures in
regular 968-well plates (Beckton-Dickinson) using the MTT assay (CellTiter 967
AQuos Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega). in this assay,
3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-{4-aulfophenyl)-
2H-tetrazolium (MTS) is bioreduced to a fomazan that is quantitated at 498 nm In
a plate reader. Formazan production is directly comelated with number of life cells.

RT-PCR analysis quantitated the neomycin reglon of replicons using an ABI
PRISM 7700 sequence detector {Applied Blosystems, Foster City, CA). The
forward and reverse primers used were 5'-CCGGCTACCTGCCCATTC-3' and
5'-CCAGATCATCCTGATCGACAAG-3', respectively. The fluorogenic probe was
5'-ACATCGCATCGAGCGAGCACGTAC-3'. As an Intemnal control, a plasmid
containing part of the neomycin phosphotransferase gene sequence was used.

Results from these experiments permitied caiculation of ECg for the
different cyclosporins, which is the effective concentration required to Inhibit HCV
replicon replication by 50%, and of CCsq, which is the concentration required that
inhibits the proliferation of exponentially growing cells by 50%, and a selectivity
index SI, which s the ratio between CCg and ECaxg.

Table 3 shows values obtained from Huh 5-2 cells using luciferase activity
assays for estimation of replication efficiency and MTT assays for calibration of
luciferase assays and for estimation of cytostatic effects of compounds. In
agreement with the above-diecussed observations by Watashi et al. (2003), CsA
and [Melle]*-CsA had similar ant-HCV (replication) activities.

Surprisingly, [D-MeAla]*-{EtVal]*-CsA was considerably more potent than
CaA and [Melle]*-CsA. It was also noted that the 50% cytostatic concentration
(CC50) for [D-MeAla]>-[EtVal]*-CsA was significantly higher than the values
determined for CsA and [Melle]*-CsA. Consequently, a considerably higher
selectivity index was found for [D-MeAla)*{EtVall*-CsA as compared to the two
other cyclosporins. Analogous expsriments in which ECsq values were derived
from determinations of RNA titers using quantitative RT-PCR yielded similar
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conclusions. Si values of 45*, 73 and 825* were obtained for CeA, [Melle]*-CsA
and [D-MeAla]*-[EtVal['-CsA, respectively. Asteriaks indicate that the lower of twa
Independently determined values are presented.

Table 3: ECg0, CCso and Sl valuea determined from luclferase assays of HCV RNA
replication and MTT assays of cytotoxicity In Huh 6-2 celle comprising a luciferase-
containing HCV minireplicon

Compound ECgo (ug/ml) +/- | CCgg {(ug/ml) Selectivity index
Std.Dev. +/- Std.Dev.
CsA 0.28 +/- 0.13 11.6+-56 41
[D-MeAla]’{EtVal]'-CsA [ 0.03 +/-0.04 [>27 > 800
[Melle]-CsA 0.22 14 64

The antkHCV activity of [D-MeAla)3{EtVall4-CsA compared to CaA was

further determined in culture systems approaching the in vivo situation. The
methad used hepatoma cells that had been infected with an infectious ful length
chimeric HCV construct or the same virus that was modified to carry a luciferase
receptor gene. After the freatment of the Infected cells with the cyclosporin of the
invention or CeA, the luciferase activity was measured as being directly corelated
to the inhibition of the viral replication.

Infectious HCV viruses of fulldength chimeric genome between HCV strains
J8 and JFH1 (Jc1) were used to Inoculate the hepatoma cells of the assays. The
construct of Je1 virus was also madified to obtain a bicistronic genome carrying a
luciferase reporter gene (Jc1-Luc). Twenty-four and ninety-six hours after the
transfection of RNA transcripts of the genomes by electroporation of Huh-7.5 cells,
cell culture supematant was collected. Supematants were filtered (0.45 pM) and
cell culture Infectious dose 50 (CCID50) per ml were determined by the limiting
dliution assays according to Lindenbach et al. (Science, 309, (2005), 623-826).
The CCID50 were 1.3 x 105 for'Jc1 and 4.2 x 103 for Je1-Luc.
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Assays used either Huh-7-Lunet or Huh-7.5 cslls (Lohmann et al., Science
285(5424), (1999), 110-113). Cells were grown in Dulbecco's modified Eagle’s
Medium (DMEM; Glbco) supplemented with 10% heat-Inactivated fetal bovine
serum (FCS) (Integro), 1x non-essential amino acids {Gibco), 100 1U/mi peniclllin
{Glbco), 100 ug/ml streptomycin {Glbco) or 25 pg/mi hygromycin (Gibeo) for Huh-
mono cells at 37°C and 5% CO2. For antiviral (replication) assays, Huh-7-Lunet
and Huh-7.5 cells were seaded at a density of 2 x 104 or 4 x 104 cells per well of a
12-well plate. Twenty four hours later, the medium was replaced by 0.5 ml of the
Je1-Luc virus stock (12-well plates) or 0.25 mi of the Jc1 virus stock (12-well
plates). Four hours later, the virus inoculum was replaced by medium containing
different concentrations of CsA or [D-MeAla])3-[EtVai4-CsA and were further
incubated for an additional 72 hours.

The inhibltion of viral replication were estimated by luciferase assay. To
camy out luciferase assay, cells were harvested, washed with PBS and lysed In
luciferase lysis buffer (1% Triton X-100, 26 mM glycyiglycine, 15 mM MgSO4,
4mM EGTA, and 1 mM DTT). Firefly luciferase activity was measured according to
Krieger et al. (J Virol, 75(10), (2001), 4614-4624), Briefly, after one freeze/fthaw
cycle, cells were resuspended and 100 pi of cell lysate was mixed with 360 pl
assay buffer (25 mM glycylglycine, 15 mM MgS04, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 15 mM
potasslum phosphate buffer, pH 7.8) and 200 pl substrate solution (200 mM
luciferin, 25 mM glycyiglycine). Finally, luminescence was measured by using a
Lumat LB9507 luminometer (Berthold) for 20 samples.

In these examples (Figs. 1 and 2), both [D-MeAla*{EfVal]*-CsA (white
bare) and CsA (black bars) resulted In a dose-dependent antiviral activity, whereby
[D-MeAla]’-[EtVall*-CsA proved agaln superior aver CsA, thus corroborating the
data obtalned with the subgenomic replicons. A10-fold higher concentration of
CsA was needed to result in the same replication inhibiting effect as the
cyclosporin of the Invention.  *

¥+
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High affinity of the fn of the inve hili

In the above-discussed observations by Watashi et al. {2003) and
Nagakawa et al. (2003), the anti-HCV effect was related to the binding capacity of
cyclosporins to the cyclophilins. The effects on the PPlase activity of CsA, [Melle]*-
CsA and [D-MeAla]*-[EtVal]*-CsA was measured for cyclophllins to determine the
more potent Inhibltor of PPlase activity of cyclophilin, e.g. cyclophilin A, and,
consequently, of HCV replication.

Commercial human recombinant cyclophilin A (Sigma) was used In the
assays. PPlase activity of cyclophliine was determined using a chymotrypsin-
coupled spectrophotometric assay according to Garcia-Echverria et al. (BBRC,
181, (1893), 70-75). This method is based on the high trans selectivity of
chymotrypsin for peptides of thetype N-succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide.
The peptides cleavage liberated the para-nitroantline molety that could be
detected and quantitated at 390 nm. The hydrolysis of the cis form was limited by
the rate of cis-trans lsomerisation carried out by cyclophliin A. The peptide was
made up In a solution of 25 nM LIiCl In 2,2,2-trifluoroethanol at 470 mM to enhance
the cis conformer peptides population. The assay was performed on the split beam
spactrophotometer and the weter bath was eet at 5°C. Cyclophilin A (7500
pmol/mg total enzyme concentration; Sigma) were dissclved at 20 nM in a buffer
(35 mM HEPES and 0.268 mg/ml chymotrypsin (specific activity 50 unite/mg), pH
7.8 with KOH) and were Incubated for 6 minutes at room temperature followed by
54 minutes In the water bath. CaA, [Melle]*-CsA or [D-MeAla)*{EtVal[*-CsA were
added as appropriate in these incubations using a concentration range of 2-50 nM.
Then 3.5 ml of the Incubated cyclophllin was added to the sample cuvette. The
reference cuvette contained a reaction that had gone fo completion to balance the
reference beam. Peptide was added at 25 uM to Initiate the reaction and the
change in absorbance was monitored at 10 data points per second. As a control,
rates were also determined for a parallel reaction that lacked cyclophiiin. These
blank rates of peptide hydrolysis (l.e. In the absence of cyciophilin) were
subtracted from rates In the presence of cyclophllin A.
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The initial rates obtalned from the PPlase assays were analysed by first
order regression analysis by using first order transformation of the traces of the
time course of the change in the‘absorbance at 390 nm. Total enzyme
concentration (Eg), the Inhibltor dissociation constant (K;) and the rate constant for
the rate limiting reaction was calculated with the software FigSyS (2003, Biosoft)
by fitting the data obtained from the regression analysis in the tight binding
inhibitor multiprotein equation.

The tight binding Inhibltor multiprotein equation had the following formula:
v = K"E¢*P-k*{-b-sqri{b*b-4*c))/2
where b is defined as b = -(E;*P++K)) and ¢ is c=Et"P*I.
Once Et, K; and k were calculated by the computer for a given set of data, a
graphic representation of the data was plotted and the line fitted to the points
assuming tight inhlbitor binding to a single protein, defined by the following
equations:
v = K'Ei*P-K(B-sqrt{B*B-4*C))/2
where B=E*P+l+K;and C=E"P"I.

Table 4. E;, K; and k values of cyclophilln A for éaA. [Mella]‘-CaA and [D-MeAla]*-
[EtVal]*-CsA determined from PPlase activity assays.

Compound E:(pmoVmg) [KG (nM) k (s-1)

CsA 7500 9.79+1.37 |0.17 £0.0080
[Melle]"CeA 7600 2.11£0.32 ]0.17 £ 0.0068
[D-MeAlaP{EtVal’-CsA |7500 0.3420.12 |0.16+0.0074

The lowest K; of cyclophilin A observed for the cyclosporin of the invention
comoborated the high potent of antiviral activity, the specificity and selectivity index
(as above-mentioned) compared to CaA and [Melle]*-CaA. Surprisingly, the non-
Immunosuppressive [D-MeAla-[EfVal[*-CsA showed an almost 8-fold higher
affinity for the cyclophilin of the example compared to the other non-
immunosuppressive cyclosporirr [Melle]*-CsA.

The above-described experimentation provided that
{D-MeAla]*-[EtVal]*-CsA was a more effective inhibltor of HCV replication than any
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other tested cyclosporin. This increased anti-HCV activity comelated with the
increased cyclophllin binding activity of [D-MeAla]>-[EtVal]*-CsA.

HCYV replicon clearance and rebound

The recurrence of HCV Infection is a major problem of the disease
especially even with the use of potential efficlent treatment, e.g. cyclosporin and/or
Interferon. To study whether the more potent antHHCV activity of the cycloaporin
of the invention as compared to CsA is reflacted in the ability of the compound to
more efficiently cure cells produeing HCV replicon from those, an in vitro cell
assay was perfomed based on presence of the selactive drug G418 for
recombinant produced replicon.

Assays used Huh-8-13 cells, human hepatoma celis (Huh-7) (Lchmann et
al., Science 285(5424), (1898), 110-113) Cells were grown in the usual complete
medium DMEM without G418 pressure. The celis were cultured in the presence of
efther CsA or [D-MeAla]*-[EtVal]*-CsA (both at 0.5 or 1 pg/ml) or were left
untreated for 7 consecutive passages. Conirol was performed to guarantee that
the absence of the G418 selective pressure would not Influence the HCV replicon
content during several passages. To confirm that Huh-8-13 cells that had been
treated for 7 days with [D-MeAla]*-[EtVal]*-CsA were Indeed cleared from their
replicon, G418 selection (1000 pg/ml) was restarted for 2 more passages. Only
those cells that were stil! carrylng the HCV replicon have been ablie to proliferate
under these conditions and cells without replicon have died in the presence of
G418 during the rebound phase.

RT-PCR wers performed on extracts of viral RNA of samples taken at
different passage points. The forward and reverse primers used were 5'-
CCGGCTACCTGCCCATTC-3' and 5-CCAGATCATCCTGATCGACAAG-Y,
raspectively. The fluorogenic probe was 5'-ACATCGCATCGAGCGAGCACGTAC-
3'. As an Intemal control, a plasmid containing part of the neomycin
phosphotransferase gene sequence was used. Results were analysed and
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expreseed as a quantity of replicon RNA (ng) per 1'000 celis and used to draft a
graph.

Results from these experiments (Fig. 3) showed the superior antiviral effect
of [D-MeAla]’{EtVal]*-CeA compared to CeA In this standard in vitro cell assay.
Surprisingly, the cyclosporin of the invention showed virucidal effect and not only
virustatic effect as the other Inmunosuppressive CsA. Indeed, when the [D-
MeAla]*-{EtvVal]*-CaA treated Huh-8-13 cslls (circles and square in Fig. 3) were
again cultured in the presence of G418 (rebound phase), the cultures died
compared to CsA treated cells (diamond and triangle). Both cultures that had been
treated with CsA for 7 consecutive passages were able to proliferate in the
presence of G418. This confirmed that [D-MeAla>{EtVal]*-CsA was able to cure
Huh-8-13 cells from their HCV replicon.

Drug combination

Interferon (IFN) Is part of the current therapy of HCV infection. The effect of
[D-MeAla]3-[EfVal4-CsA / IFN-a 2a combination was evaluated using the method
of Prichard and Shipman (Antiviral Rea, 1990, 14, 181-205). In brief, the
theoretical addltive effect is calculated from the dose-response curves of individual
compounds by the equation of formula:

Z=X+Y(1-X),
where X represents the Inhibltion produced by [D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA alone and
Y represents IFN-a 2a alone. Z represents the effect produced by the combination
of [D-MeAla]3-[EtValj4-CsA with IFN-a 2a. The theorstical additive surface is
subtracted from the actual experimental surface, resulting in a horizontal surface
that equals the zero plane when the combination ie additive, a surface that lies
above the zero plane Indicates a synergistic effect of the combination and a
surface below the zero plane indicates antagonism. The antiviral assay was
carried out essentially as deacribed above for Huh 5-2 cells except that
compounds were added in checkerboard format. For each compound three
replicate plates were used to measure the dose response curve of each individual
compound. The data obtained from all three plates were used to calculate the

3
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theoretical additive surface. Combination studies for each pair of compounds were
also done In triplicate. Data were analysed for variance by the ANOVA test.

A slight synergistic activity was noted at the highest concentrations of IFN-a 2a
used, but overall the combined anti-HCV activity of [D-MeAla]3-{EtVall4-CsA
with IFN-a 2a can be conskdered as additive (Fig. 4).

The findings with [D-MeAla]>{EtVal*-CeA can be summarized as follows:

- [D-MeAla]3-EtVall4-CsA has a more potent ant-HCV activity and Is less
cytotoxic than CeA, as shown in"an HCV subgenomic replicon system.

- This has been confirmed in an hepatoma cell culture infected with a full-length
Infectious chimeric genome between HCV strains J8 and JFH1.

- [D-MeAla]3{EtVall4-CsA is able to cure cells from their HCV replicon more
afficlently than CsA

- These effects are related to a more pronounced cyclophilin binding affinity.

- The antl-HCV activity of the combination [D-MeAla]3-[EtValld-CsA / IFN-a 2a is
additive.

[D-MeAla]’{EtVal]*-CsA can be used to treat patients infected with HCV.
The acfive compound may be administared by any conventional! routs. It may be
adminietered parentally, e.g., in the form of Injectable solutions or suspenslons, or
in the form of Injectable deposit formulations. Preferably, it will be administered
orally In the form of solutions or suspensions for drinking, tablets or capsules.
Pharmaceutical compositions for oral adminlatration comprising a cyclosporin of
the Invention are described in Examples. As is demonatrated by the axamples,
such pharmaceutical compositions typlcally comprise a cyclosporin of the
invention and one or more pharmaceutically acceptable camler substances.
Typically, these compositions are concentrated and nead to be combined with an
appropriate diluent, e.g., water, prior to administration. Pharmaceutical
compositions for parenteral administration typically also include one or more
excipients. Optional exclpients include an Isotonic agent, a buffer or other pH-
controlling agent, and a preservative. These excipients may be added for
maintenance of the compaosition and for the attainment of preferred ranges of pH
(about 6.5-7.5) and osmolarity (about 300 mosm/L).
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Additional examples of cyclosporin formulations for oral administration can
be found in U.S. Pat. Nos. 5,525,690 and 5,638,724, and U.S. Pat. Appl.
2003/0104992. By the oral routs, the indicated dosage of a cyclosporin of the
inventlon for daily to trice weekly administration may be from about 1 mg/kg to
about 100 mg/kg, preferably from about 1 mg/kg to about 20 mg/kg. By the
intravenous route, the indicated comesponding dosage may be from about 1 mg/kg
to about 50 mg/kg, preferably from about 1 mg/kg to about 25 mg/kg. An effective
amount of a cyclosporin of the invention is understood to be an amount that when
administered repeatedly In the course of a therapeutic regimen to a patient in need
of treatment of HCV infection results in an objective clinical response such as a
statistically significant reduction in serum HCV tlter or a significant reduction of
serum ALT activity in the patient.

Inltial phase | clinical studies were carried out to assess the safety of oral
doses of [D-MeAla]-[EtVal]*-CsA, and to determine the phammacokinetic profile
and safety profile of the drug substance. Studies showed that dosas of 50 to 1800
mg In a micro-emulsion in water were well tolerated. Mild and shori-lived side
sffects were observed inciuding nausea, vomiting, abdominal pain, mild
headaches. These side effects were not dose-related.

Numerous factors will be taken into consideration by a cliniclan when
determining trial doses for testing efficacy of a pharmaceutical composition
comprising a cyclosporin of the presant inventlon against HCV infaction. Primary
among these are the toxicity and half-life of the chasen cyclosporin of the
invention. Additional factors include the size of the patient, the age of the patient,
the general condition of the patient (Including significant systemic or major
iinesssa Including decompensated liver disease, savere preexisting bone marrow
compromise and other viral Infections), the stage of HCV infection (acute vs.
chronic) as indicated, e.g., by serum alanine aminotransferase (ALT) lavels, the
particular genotype of HCV, previous therapy of HCV Infection, the presence of
other drugs In the patient, and the like. A course of treatment will require repsated
adminlstration of a pharmaceutical composition of the invention. Typically, an
adequate drug dose will be adminiatered 3-7 times per week, and duration of
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treatment may be from about 4 weeks to 8 months, preferably from about 4 weeks
to about 12 months. Treatment may be followed by determinations of HCV in
serum and measurement of serum ALT levels. The endpoint of treatment is a
virological response, I.e., the absence of HCV at the end of a treatment courae,
several months after initiation of treatment, or several months after completion of
treatment. HCV in serum may be measured at the RNA level by methods such as
quantitative RT-PCR or northem blote or at the protein level by enzyme
immunoassay or enhanced chemiluminescence immuoassay of viral proteins. The
endpoint may also Include a determination of a serum ALT level In the normal
range.

A pharmaceutical composition of the present invention may comprise one or
more other ingredlents active against HCV infection in addition to a cyclosporin of
the present invention such as, for example, another antiviral drug substance, e.g.,
ribavirin, or an interferon alpha. A cyclosporin of the Invention and such other
active ingredient can be admlnls'larad together as part of the same pharmaceutical
composition or can be adminlstered separately as part of an appropriate dose
regimen designed to obtain the benefits of the combination therapy. The
appropriate dose regimen, the amount of each dose administerad, and specific
Intervals between doses of each active agent will depend upon the specific
combination of active agents employed, the condition of the patient being treated,
and other factors discuased in the previous section. Such additional active
ingredients will generally be administered in amounts less than or equal to those
for which they are effective as single therapeutic agents. The FDA approved
dosages for such active agents that have recelved FDA approval for administration
to humans are publicly avallable.

All patents; patent applications and publications cited herein shall be considered to
have been incorporated by reference In their entirety.

The invention is further elaborafed by the following examples. The examples are
provided for purposes of llluatration to a person skilled In the art, and are not
intended to be limiting the scope of the Invention as described in the claims. Thus,
the invention should not be construed as being limited to the examples provided,

34
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but shouid be construed to encompass any and all variatione that bacome evident
as a result of the teaching provided hersin.

EXAMPLE 1: Synthesis of [D-MeAla]-[EtVal}'-CsA

(Translated from a Ph.D. thesis by Jean Francois Guichou entitied “De nouveaux
analogues de Cyclosporin A comme agent anti-VIH-1", Faculte des Sclences,
University of Lausanne, CH-1015 Lausanne, Switzerland (2001)).

Synthesis of H-MelLeu-Val-MelLeu-Ala-D-Ala-MelLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(Oac)-
Abu-Sar-OMe:

4-Dimethylaminopyridine (DMAP) (41.5 mmoles; 5.8 g) was added to a solution of
cyclosporin A (CsA) (8.3 mmoles; 10 g) in 100 m! acetic anhydride. The solution
was stimad for 18 h at room temperature. The reaction mixture was then diluted
with 600 ml ethyl acetate, and washed twice with water and four times with a
saturated aqueous solutlon of sodium bicarbonate. The organic phase was dried
over anhydrous Na,SO,, filtered-and solvent was evaporated under reduced
pressure. The yellow reskiue obtained was chromatographed on silica gel (eluent:
88:2 dichloromethane/methanol) and recrystallized in ether. 8.5 g of
MeBmt(OAc)-CsA, a white powder, were recovered, representing a yleld of 82%.

Trimethyloxonium tetrafluoroborate (22.5 mmoles; 3.3 g) was added to a solution
of MeBmt(OAc)-Cs (7.5 mmoles; 8.4 g) In 60 ml dichloromethane. After 18 h at
room temperature, 35 mi of 0.26 M sodium methanolate In methanol were added.
Aiter 1 h, 35 ml of methanol and 35 ml of 2 N sulphuric acki were addéd. and the
reaction mbxture was stimed for another 15 min, neutrallzed to pH 6.0 with
saturated KHCO3 (28 ml) and extracted twice with ethyl acetate. The organic
phase was washed 2 times with saturated NaCl, dried over anhydrous Na;SO, and
fillered. Subsequently, solvent was evaporated under reduced pressure. The
residue was chromatographed on sillca gel (efuent: 5:1 ethylacetate/methanof).
7.3 g of H-MeLeu-Val-Meleu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-
Sar-OMe were obtained (yield: 76%).

HPLC tr=268.23 mn (868%)

ES/MS: m/z: 1277.5 [M+H'], 638.2 [M+2H"]
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Synthesis of H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-
Sar-OMe:

DMAP (2.3 mmoles; 334 mg) and phenylisothlocyanate (8.9 mmoles; 0.75 mi)
were added to a solution of H-MeLeu-Val-Mel eu-Ala-D-Ala-MelLeu-MelLeu-MeVal-
MeBmt{OAc)-Abu-Sar-OMe (4.6 mmoles; 7 g) in 48 mi tetrahydrofuran. Afler 2 h,
solvant was evaporated, and the crude product was chromatographed on silica gel
(eluants; 8:1 tert-butyl methyl ether (MTBE)/ethylacetate (1);

8:1 MTBE/methanol (2)). 5.8 g of Ph-NH-C(S)- MeLeu-Va-MeLeu-Ala-D-Ala-
MeLeu-MelLeu-MaVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-OMe were obtained (80% yield).

13.8 ml trifluroracetic acid were added to a solution of the latter compound

(4 mmoles; 5.8 g) In 280 mi dichloromethane. After 1 h of reaction, the mixture
was neutralized using KHCO; and diluted with 500 ml dichloromethane. The
organic phase was washed 2 times with saturated NaCl, dried over anhydrous
NazxS0, and filtered. Subsequently, solvent was evaporated under reduced
pressure. The residue was chromatographed on silica gel (eluants: 8:1
MTBE/ethylacetate (1); 3:1 MTBE/methanol (2)). 2.8 g H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-
MeLeu-MeLau-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-OMe were obtained (61% yleld).
HPLC tr=25.80 mn (89%)

ES/MS: mvz: 1050.5 [M+H"], 547.7 [M+2H"]

Synthesis of Boc-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
MeBmt{OAc)-Abu-NMe-CHz-CHz-OH:

Fluoro-N,N,N' -tetramethyitformamidinium hexafluocrophosphate (TFFH)

(0.86 mmoles; 0.25 g) was added, under an Inert atmosphere, to a solution of
H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MelLeu-MelLeu-MseVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-OMe

(0.87 mmoles; 1.00 g}, DIPEA (2.78 mmoles; 0.48 ml} and Boc-D-MeAla-EtVal-OH
(0.88 mmoles; 0.32 g) In 15 ml dichloromethane. After 15 min, dichloromethane
was evaporated, and the residue was taken up in ethylacetate. The organic phase
was washed successlively with a saturated NaHCO; solution, a 10% solution of
cliric acid and a saturated NaCl solution, and was then dried over anhydrous
NazS504 and concentrated. Chromatography on silica gel (In 98:2 ethylacetate/
methanol) ylelded 1.14 g (80%) Boc-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MelLeu-
MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-OMe.
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The latter product (0.64 mmoles; 0.83 g) was taken up in 45 ml anhydrous
methanol, and sodium borohydride (25.5 mmoles; 0.96 g) was added in small
portions at 15-min intervals over a period of 3 h 30 min. At 4 h, the reaction
mixture was cooled to 0°C, hydrolysed by addition of 10% citric acid and
concentrated. Residue was taksn up In ethylacetate. The organic phase was
washed with a 10% solution of citric acid and a saturated NaCl solution, and was
then dried over anhydrous Na;SO, and concentrated. After chromatography on
silica gel (in 85:5 ethylacetate/methanol) 0.63 g (81%) of Boc-D-MeAla-EtVal-Val-
MeLeu-Ala-D-Ala-MeLsu-MelLsu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-NMe-CHx-CH>-OH
were obtained.

ES/MS: m/z: 1434.9 M+H*}, 717.9 [M+2H"]

Synthesis of H-D-MeAla-EtVal-Val-Melsu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
MeBmt-Abu-OH:

Methanesulfonic acid (3.18 mmoles; 2.060 ml) was added to a solution of
Boc-D-MeAla-EtVeal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MelLeu-MeVal-MeBmi(OAc)-
Abu-NMe-CHz-CH2-OH (0.425 mmoles; 610 mg) in 42.5 m! methanol, and the
mixture was heated to and maintained at 50°C. Progrees of the reaction was
monitored by HPLC and mass spectrometry. After 80 h, the mixture was cooled to
0°C, and hydrolysed by addition of 1 M NaHCOs. Methanol was eliminated, and
the residue was taken up In ethylacetate. The organic phase was washed with

1 M NaHCO; and then a saturated NaCl solution, drled over anhydrous Na;SO,
and concentrated. The praduct (657 mg), H-D-MeAls-EtVai-Val-MelLau-Ala-D-Ala-
MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-0-CH-CHz-NHMe, was used in the naxt
step without purification.

Product (0.42 mmoles; 557 mg) was dissolved In 20 m| methano! and combined,
under an Inert atmosphere, with a solution of sodlum methanolate (1.26 mmoles)
in 1.26 ml methanol. After 18 h at room temperature, the reaction mixture was
cooled to 0°C, and sodlum hydroxide (4.2 mmoles; 188 mg) in 5§ ml water was
added dropwise. After 21 h at room temperature, the reaction mixture was again
cooled to 0°C and neutrallzed with 1 M KHSO,. Methanol was eliminated, and the
residue was dissolvad in ethylagetate. The organic phase was washed with a
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semi-eaturated NaCl solution, dried over anhydrous NaxSO, and concentrated.
The product (335 mg; 84%), H-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MelLeu-
MelLeu-MaVal-MeBmt-Abu-OH, was used in the next step without purification.
HPLC tr=26.27 mn (86%) .

ES/MS: m/z: 1235.5 [M+H'], 618.2 [M+2H"]

Synthesls of [D-MeAla]’-{EtVal}*-CsA:

Under an inert atmosphere, a solution of H-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-
MelLeu-MelLeu-MeVal-MeBmt-Abu-OH (0.162 mmoles; 200 mg) and sym.collidine
(1.78 mmoles; 0.24 mi) in 50 ml dichloromethane was added dropwise to a
solution of (7-azabenzotriazole-1-yloxy)tripymolldinophosphonlum hexafluoro-
phosphate (PyAOP, 0.488 mmoles; 254 mg) in 3.2 liter dichioromethane.

72 h later, the reaction mixture was hydrolysed by addition of a 10% Na2COa
aolution. Dichloromethane was evaporated, and residue taken up in ethylacetate.
The organic phase was washed successively with a 0.1 N HCI solution and a
eaturated solution of NaCl, dried over anhydrous Na;SO4 and concentrated. Crude
product was purified on silica gel, ylelding 110 mg (59%) [D-MeAla]*-{EtVal]*-CsA
HPLC tr=30.54 mn (100%) -

ESMS: m/z: 1217.8 [M+H"], 609.3 [M+2H"]

EXAMPLE 2: Oral formulations of cyclosporins of the invention.

Amounts are expressed as % wiw.

‘Example A:

Cycloaporin of the Invention 10
Glycofurol 75 35.95
Miglycol 812 18
Cremophor RH40 35.95
Alpha-Tocopherol _ 0.1
Example B:

Cyclosporin of the invention 10
Tetraglycol : 2

Captex 800 2
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Butylhydroxytoluene (BHT)

Example C:

Cyclosporin of the invention
Glycofurol 75

Miglycol 812

Cremophor RH40

Butylhydroxyanisole (BHA)

PCT/IB2005/002940
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85.9
0.1

10
38.85
14

. 36
0.05-0.1
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Example D:

Cyclosporin of the Invention
Tetraglycol

Myritol

Cremophor RH40
Alpha-Tocopherol

Example E:

Cyclosporin of the invention
Ethanol

Propylene glycol
Cremophor RH40

Glycerol monolinoleate

For individual components of formulations A-D and for methods of preparation see

-28-

10
10

749
0.1

10
"
8
41
32

British Patent Appl. No. 2,222,770.
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Ciaims

1. Use of [D-MeAla]>{EfVal[*-CsA for the manufacture of a medicinal product
intended for the treatment of HCV infection in a patient

2. Use according to cialm 1 characterised In that sald {D-MeAla]’-[EtVal]*-CsA
is co-administered or administered separately with at least a second Ingredient
that ls active againat HCV Infectlon as part of an appropriate dose regimen
designed to obtain the benefits of the combination therapy of HCV infection in sald
patient.

3. A phamaceutical composition comprising [D-MeAlal*{EtVal[*-CsA and a
second ingredient that is active against HCV infection.

4, A pharmmaceutical composition according to claim 3 characterised in that It
comprises further a pharmaceutically acceptable camrier and, optionally, a diluent.

5. A method for treatment of HCV Infection in a patient comprising
administering to the patient an effective amount of [D-MeAla]*-{EfVal[*-CsA.

6. A method according to claim 5 for treatment of HCV infection comprising
co-administering or administering separately as part of an appropriate dose
regimen designed to obtain the benefits of the combination treatment effective
amounts of said [D-MeAla]>{EtVal-CsA and of a second ingredient that Is active
against HCV infection.
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the case of the preventjon of HCV reoumence. In order to establigh the safety
profile, ciierif such as low cytotoxiclly and cytostatic effect and high eelectivity .
Index are partioularly ralevant for clinical treatment of HCV Infoction.
A nwe'll approach for the trestment of HCV infection using oyclosporins was
recently described by olinical alfeervatians (see Terokn et al., Tranaplant Proc..
1088, 20 (3 supp! 3), 688-876, and Inoue st al. J Gastroenterol, 2008, 38, 567-
5§72). Recently it wae shown that Cycioaparin A (CeA) Inhiblted the in vitro
intrace(iular replication of an HGV subgenomie replicon et olinlcally achisvable
drug concentrations (sae Wetashl et al., Hapatology 38, 2003, 1282-1288, and
Nakagawa et.al., BBRC 813, 2004, 42-47). Both groupa suggested that the ant-
HCV effact of'CaA was not assoolated with iImmunosuppressive activity based on
obaervations made with the use respactively of an iImmuncsuppresaive maoralide,
l.e. the compaund known under the name FK 508 and a non-immuncsuppressive
Cyoloaporin A derivative, |.a, the compound known under the name NIM 811 or
[Mallo]*-CeA. Nakagawa et al, conelder that expanding applicationa of CsA may
cauee aubatantial problems due to Its well-known immunosuppressive properties
and suggest that one solution to overcoms this problem would be to conelder the
ues of non-immunoeuppresasive cyclosparin anslogs.

During the last 15 yaars, & number of medicinal chemiatry studies have
been conductad with the aim fo Identify such non-immunosuppressive cyclkeaporin
analogs and compound NIM 811 [ one of the moet representative compounds
having such a.property,

1

NIM 811, along with 8 ather Cyclosporin A derivatives, were reported by Ko
ef al. In patent.application EP 0 484 281 for thair nondmmunoeuppressive
properties and wers consldared as being potentially useful in the traatment of HIV
Infaction and the prevention of AIDS. The deeign of thosa derivatives invalved the
madification o‘tha amino-acide In 4~ and/or 5-positions of Cyclosporin A.

By modifying amino-aclde In 2- and/or 8-positiane of Cycioaporin A, Sigal et
al. synthealn1 a fotal of 81 oyclosporin analoga and oheerved that such chemical

_ | Received at the EPO on Jul 25, 2006 17:45:40. Pas oApeNDED SHEET
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theoretical adtiiive surface. Combination atudles for sach pair of compounds wers
aleo done In triplicate. Daia were analysed for variance by the ANOVA teat.

A sljght synerjlstic acfivily was nated at the highest concentrations of IPN-a 2a
used, but overall the combined ant-HCV activity of [D-MeAla]3-[EfVal4-CeA
with IFN-at 2a can be consldered as additive (Fig. 4),

The findings with [D-MeAlaf{EfVal*-CaA can be summartzed as follows:
- [D-MaAla]3-{EtVall4-CaA has a more palent antHHCV activity and fa less
cytotoxic tharr CaA, as shown In an HCV aubgenomic replicon system.
~ Thie haa besin confirmed In sn hepatoma csil culture infeated with a fulMength
Infectious chirheric genome belween HCV straine J6 and JFH1.
- [D-MeAla]S-[EfVall4-CeA |s abls to cure cells from thelr HCV replicon more
efficlently than CsA
- These '".3 ane rajated to & more pronounced cyclophifin binding affinity.
- The ant-HCY activity of the combination [D-MeAla]3-EtVail4-CaA / IFN-0 2a is
additive,

[P-MeAla]’-[EtVall'-CaA can be ueed to trest patients Infected with HCV.
The active corfipound may be administered by any conventionsl routs, It may be
adminiatered pareptally, s.g., In the form of Injeciable aclutions or suspensione, or
In the form of Injectable deposk formulationa. Preforably, it will be admintetored
orally In the form of sclutions ar auspeniajons for drinking, tablets or capeules.
Pharmaosutical compoeitions for oral adminiatration comprising the cyclosporin of
the invention are described In Examples. As ls demonstrated by the examples,
such pharmacautical compasitions typlcally comprise the cyclosparin of the
invention and ane or more pharmaoceutically acceptahla carrier subetances.
Typically, thesp compositions are concentrated and need to be combined with an
appropriaie diluent, 8.g., watar, prior to adminiatration. Pharmaceutical
compositions for parenteral adminiatration typically alaa Include one or more
exoipjents. Options exciplents inciude an lectonic sgent, a buffer or other pi-
controlling ageht, and a presarvative. Thesa exciplents may be added for
maimisnance df the composition and for the attalnment of preferred ranges of pH
(about 8.5-7.6) and osmeolarity (about 300 moam/L).

Received at the EPO on Jul 25, 2008 17:45:40. Pai AMENDED SHEET
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Additicha] examples of oyclasporin formulations for oral admintstration can
bs found in LS, Pat. Nos. 5,626,500 and 5,839,724, and U.S. Pat. Appl.
2003/0104862. By the oral routs, the indicated doeage of the cyclosporin of the
Invention for dafly to trice weekly administration may be from about 1 mg/kg to
about 100 mgrkg, prefsrably from abaut 1 mg/kg to about 20 mg/kg. By the
intravanous rgute, the Indicated comesponding dosage may be from ahout 1 mg/kg
to about 30 mg/kg, preferably fram about 1 mg/kg to about 25 mg/kg. An effactive
amaunt of the cyclosparin of the Invention la undaretaod to be an amount that
when administered repeatedly in the oouree of 1 therapautic regimen to a patient
in need of treatmeant of HCV inféction reaults In an objective clinical responas such
as a aintistically significant reduction in sarum HCV titer or a aigniicant reduction
of ssrum ALT:activity in the patient.

Inital p}uu | dlinical studiaa were cared out to assasa the safety of oral
doese of [D-MeAls[{EValI*-CaA, and to determine the pharmacokinetic proflle
and safety priflle of the drug substanos, Studlee ehowed that doses of 50 o 1800
mg In a microssmulalon in water were wel| folarated, Miki and short-lived side
effects were obaerved [ncluding nauses, vomiting, abdominal pain, mid
headachee. Thesa alde affects ware not dose-related.

Numerdus factors will be taken into consideration by a elinician when
detarmining trial doses for testing sfficacy of a pharmaceutical compaeltion
comprieing tha cycloapatin of the prasert invention againet HCV Infaction. Ptimary
among thase are the toxdolty and haif-life of the chosen cyciosporin of the
inventian. Addiional factors Includs the alzs of the patient, the ags of the pationt,
the general condition of the petient (including aignificant eyastemic or major
lineseas Including decompensated liver diesase, ssvera preexieting bone mamow
compromiee apd cther virel Infections), the stage of HCV Infection (scute vs.
chronic) aa Indicatad, e.g., by serum alanine aminotranaferaae (ALT) levele, the
partioular gengtype of HCV, previous therapy of HGV Infection, the preasnca of
other druga In the patient, and the like. A couree of treatment will require repeatad
administration iof a phammacstiical compaosition of the Invention. Typloally, an
adequatis drugidose will be administered 3-7 times par week, and duration of

Recelved st the EFO on Jul 25, 2008 17:45:40. P& AMENDED SHEET
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treatment maly bs from about 4 weeks to 8 monthe. preferably from about 4 wasks
{o about 12 rqonths. Tregiment may be followed by determinationa of HCV In
eerurn and mpasurement of ssrum ALT [evals, The endpoint of treatment s a
virologioal raqpnnsa. l.e., the abssnoe of HCV at the end of @ treatment coursa,

5  saveral months after Initiation of treatment, or several monthe after completion of
freatment. HQV In serum may he measured at the RNA level by msthods such as
quantitative RT-PCR or northem blats or et the proteln level by enzyme
immunoasaay or snhanced chemiluminesosnca Immuoeseay of viral proteins, The
sndpaint mayialso include a determination of @ sarum ALT leval in the normal

10 mange.

_ A phanlnmuﬂml compoaltion of the present Invention may compriee one or
more other InQradlantunﬂw apgainst HCV infection In addition to the cyclosparin
of tha presant invention such as, for example, ancther antiviral drug substance,

16  8.g., fibavirin; or an interfaron alpha. The oyclosporin of the invention and such
other active ingredient can be administerad together as part of the same
phannncauﬂq’ll composltion or can be administered separately as part of an
apprapriate ddee regimen deaigned to obtain the benefits of the combination
therapy. The appropriaie dose regimsn, the amount of sach dose adminietered,

20 and epecific kilamla befwesn doses of each active agent will depend upon the
epasific combination of active agents empioyed, the condition of the patient being
treatsd, end other factors discueeed in the previous section. Such additional active
Ingredienta wil generally be administered in amounte |eaa than or equal fo those
for which they are effeciive aa single therapeutic agents. The FDA approved

25 dosages for syoh active agents that have receivad FDA approval for administration
to humans arelpublicly avallable.*

Al patsrts, p-iam appfications and publications cited herein shall be considared to
hava baen [nojrporated by refarence in thelr entirety.

|
The Invention b further eiebarated by the following examples. The examples are
provided for purposes of lllustration to a psrson skiled In the art, and are not
interded to belimiting the soopa of the Invention ee described In the claime. Thue,
the Invention shouid nat be conetrued ae being imited to the mxampies provided,

Recelved at the EPO on Jul 25, ZO(L 17:45.40. P AMENDED SHEET
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USO DE [D-MEALA]3- [ETVAL] 4 -CICLOSPORINA PARA EL TRATAMIENTO
DE INFECCION POR EEPATITIS C Y COMPOSICION FARMACEUTICA QUE

COMPRENDE LA [D-MEALA]3- [ETVAL]4-CICLOSPORINA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al uso de una ciclosporina
para el tratamiento de infeccién por virus de hepatitis C
(HCV) y a una composicién farmacéutica que comprende la

ciclosporina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El HCV se clonb y se caracterizdé hace aproximadamente 15 afios
por Choo et al. (ver Science 244, (1989, 359-362). El1 HCV
pertenece a la familia Flaviviridae y comprende una
nucleocapside envuelta y un genoma de ARN de hebra simple, de
polaridad positiva (ver Bartenschlager et al., Antiviral Res.
60, {(2003), 91-102). El HCV se transemite principalmente por
la sangre, productos sanguineos y transmisién vertical
durante el embarazo. La introduccién de pruebas de
diagnéstico para seleccionar productos sanguineos ha reducido

significativamente la velocidad de nuevas infecciones.

Todavia, el HCV sigue siendo un problema médico serio.
Actualmente existen aproximadamente 170 millones de personas
infectadas con HCV. El curso inicial de 1la infeccibn

cominmente es leve. 5in embargo, el sistema inmunitario
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frecuentemente es incapaz de eliminar el virus, y las
personas con infecciones persistentes est&n en un gran riesgo
de adquirir cirrosis hepdtica y carcinoma hepatocelular (ver
Poynard et al., Lancet 349, (1997), B825-832).

No existe vacuna disponible, y las opciones terapéuticas son
muy limitadas (ver Manns et al., Indian J. Gastroenterol. 20
(Suppl.l), (2001), C47-51; Tan et al., Nat. Rev. Drug Discov.

1, (2002), 867-881).

La terapia actual se basa en una combinacién de interferén
alfa y ribavirina. Esta terapia produce una respuesta
antiviral sostenida en 85-90% de pacientes infectados con
genotipes 2 y 3, ©pero, desafortunadamente 86lo en
aproximadamente en 45% de pacientes infectados con el
genotipo 1 frecuente. Ademés, los efectos secundarios son
significativos e incluyen mialgia, artralgia, dolor de
cabeza, fiebre, depresifn severa, leucopenia y anemia

hemolitica.

Sin duda, se requieren terapias adicionales, con una
actividad antiviral superior y un mejor perfil de seguridad,
para el tratamiento de infeccidén por HCV, particularmente por
ejemplo en el caso de la prevenciém de recurrencia de HCV.
Con el fin de establecer el perfil de seguridad, criterios
como la baja toxicidad y el efecto citostédtico y el gran
indice de selectividad, son particularmente relevantes para

el tratamiento clinico de infeccién por HCV.

Recientemente se describié por observaciones clinicas un
nuevo procedimiento para el tratamiento de infeccién por HCV
utilizando ciclosporinas (ver Teraoka et al., Transplant

Proc., 1588, 20 (3 suppl 3), 868-B76, y Inoue et al., J.
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Gastroenterol. 2003, 38, 567-572). Hace poco se mostrd que
la Ciclosporina A (CsA) inhibfa la replicacién intracelular
in vitro de un replicédn subgenémico de HCV a concentraciones
de fédrmaco clinicamente factibles (ver Watashi et al.,
Hepatology 38, 2003, 1282-1288, y Nakagawa et al., BBRC 313,
2004, 42-47). Ambos grupos sugieren que el efecto anti-HCV
de CsA no estaba asociado con la actividad inmunodepresora
con base en observaciones realizadas con el uso
respectivamente de un macrélido inmunodepresor, por ejemplo,
el compuesto conocido bajo el nombre FK 506 y un derivado de
Ciclosporina A no inmunosupresor, por ejemplo el compuesto
conocido bajo el nombre NIM 811 o [Melle]‘-CsA. Nakagawa et
al., consideran que expandir las aplicaciones de CsA puede
provocar problemas sustanciales, debido a sus propiedades
inmunodepresoras bien conocidas, y sugieren que una solucién
para superar este problema seria considerar el uso de

anilogos de ciclosporina, no inmunodepresores.

Durante los dltimos 15 afios, se han efectuado diversos
estudios de quimica médica, con el objetivo de identificar
tales anllogos de Ciclosporina no inmunodepresores, y el
compuesto NIM 811 es uno de los compuestos  mas

representativos que tienen tal propiedad.

NIM 811, junto con otros 9 derivados de Ciclosporina A,
fueron reportados por Ko et al., en la Solicitud de Patente
EP 0 484 281 por sus propiedades no inmunodepresoras y B8e
consider6 que son potencialmente UGtiles en el tratamiento de
infeccién por VIH y en la prevencién de SIDA. El disefilo de
esog derivados implicé la modificacién de los aminodcidos en

las posiciones 4 y/o 5 de Ciclosporina A.
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Al modificar los aminodcidos en las posiciones 2 y/o 6 de
Ciclosporina A, Sigal et al., sintetizaron un total de 61
andlogos de Ciclosporina Y observaron que tales
modificaciones quimicas inducen una disminucién en 1la
actividad inmunodepresora (ver Sigal et al., J. Exp. Med.,

173, 1991, 619-628).

En particular se describieron intentos adicionales para
modificar el aminolcido en la posicién 3 de Ciclosporina A,
con el fin de obtener compuestos no inmunodepresores por
Barriére et al. en las patentes internacionales WO 58/28328,

WO 98/28329, y WO 98/28330.

Wenger et al. diseflaron una serie de compuestos que difieren
de la Ciclosporina A en la posicién 3, ahi ellos contienen un
aminodcido hidrofébico ©0 neutro no voluminoso, N-metilado,
diferente a una glicina, y en la posicién 4, en donde éstos
contienen un aminodcido hidroffébico o neutro, N-metilado o N-
etilado, diferente a wuna leucina y reportan dgque esos
compuestos tienen wuna gran potencia para inhibir 1la
replicacién de HIV-1] y esencialmente carecen de actividad
inmunodepresora (ver la Solicitud de Patente Internmacional WO

00/01715 y Tetrahedron Lett., 41, (2000), 7193-6).

OBJETIVOS Y VENTAJAS DE LA INVENCIGN

El objetivo de la presente invencién es proporcionar a los
médicos una nueva terapia para el tratamiento de infeccién
por HCV, particularmente por ejemplo en el caso de prevencién

de recurrencia de HCV. Esta terapia debe ofrecer una mayor
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actividad antiviral y un mejor perfil de seguridad en
comparacién a la terapia ya aprobada o a las recientemente

propuestas.

Los presentes inventores descubrieron sorprendentemente que
la administraciénm a un paciente infectado con HCV, de un
compuesto muy especifico, por ejemplo [D-MeAla]®-[EtVal]‘-
CshA, cumple los requerimientos anteriores. Ellos obserxvaron
que, ademids de su propiedad no inmunodepresora, [D-MeAla)?>-
[Etval]l*-CsA tiene una afinidad significativamente
incrementada por las ciclofilinas, tal afinidad incrementada
estd correlacionada con una eficacia elevada contra la

inhibicién de replicacién de HCV.

Por consiguiente, uno de los temas objeto de la presente
invencitn se refiere al uso de {D-MeAla]’-[EtVall‘-CsA para
la fabricacién de un producto medicinal, destinado para el

tratamiento de infeccién de HCV en un paciente.

[D-MeAla]?- [EtVal]l*-CsA se ha reportado por Wenger et al. en
el documento WO 00/01715 y se le ha otorgado el Niimero de
Registro CAS 254435-95-5. Este es un undecapéptido ciclico

descrito por la sigquiente ISrmula:

-MeBmt- Abu-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala- (D) Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

en donde MeBmt es N-metil-(4R)-4-but-2E-en-1-il-4-metil-
(L)treonina, Abu es el &cido L- -aminobutirico, D-MeAla es
N-metil-D-alanina, EtVal es N-etil-L-valina, Val es L-valina,
MeLeu es N-metil-L-leucina, Ala es L-alanina, (D)Ala es D-
alanina, y Meval es N-metil-L-valina. La numeracién

convencional de posiciones de amincdcidos, generalmente
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utilizada en referencia a Ciclosporina A, se muestra debajo
de la £f&rmula. Esto se logra mediante el uso de nombres
compuestos que comprenden una primera porcién que indica la
identidad de residucos que son diferentes de agquellos en la
ciclosporina A y proporcionando su posicién, y una segunda
porcién denominada "CsA"™ que indica que todos loe otros
residuos son idénticos a aquellos en la ciclosporina A. Por
ejemplo, ([Melle]l'-CsA es una ciclosporina que es idéntica a
la Ciclosporina A, excepto que MelLeu en la posicién 4 se

reemplaza por Melle (N-metil-L-isoleucina).

La presente invencién se explicard adicionalmente con los

siguientes experimentos y con los dibujos, en los cuales:

La figura 1 representa un histograma de dosis-respuesta
medido por ensayo de luciferasa en células Huh-7-Lunet

infectadas;

La figura 2 representa un histograma de dosis-respuesta
medido por ensayo de 1luciferasa en células Huh-7.5

infectadas;

La figura 3 representa las curvas de eliminacién-respuesta de

cé&lulas Huh-9-13 infectadas;

La figura 4 indica la representacifén tridimensional de dosis-

respuesta con IFN/[D-MeAla]’-[EtVal]*-CsA en combinacién.

Los usos médicos actuales de la Ciclosporina A se refieren a
la habilidad de este compuesto para suprimir la respuesta
inmunitaria mediada por células a través de la prevencién de

produccién y liberacién de diversos factores de crecimiento
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autédcrinos de células T, que incluyen interleucina 2 (IL-2),
a partir de células T activadas (ver Borel (1989) Transplant.
Proceed. 21, 810-815; Kronke et al. (1984) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81, 5214-5218; Faulds et al. (1993) Drugs 45, 953-
1040). Después de la entrada en las cé&lulas, la Ciclosporina
A sBe une a las ciclofilinas con gran afinidad (ver
Handschumacher et al. (1984) Science 226, 544-547). Como
entre funciones biolégicas diferentes, - éstos tienen actividad
de peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa (PPIasa) que se puede
medir in vitro (ver Fischer et al. (1989) Nature 337, 476-
478; Takahashi et al. (1989) Nature 337, 473-475). Para el
efecto inmunosupresor de Ciclosporina A, es critica una
interacci6n entre el complejo de ciclofilina-Ciclosporina A y
serina dependiente de calcio calmodulina/treonina-fosfatasa
2B (calcineurina) (ver Hauske (1953} DN&P 6, 705-711,
Friedman et al. 1991) Cell 66, 799-806; Liu et al. (1991)
Cell 66, 807-815). La formacién de este complejo ternario da
por resultado una inhibici6n de la actividad de fosfatasa de
calcineurina. (Ver Jain et al. (1993) Nature 365, 352-355;
Rao et al. (1997) Annu. Rev. Immunol. 15, 707-747; Crabtree
(1999) Cell 96, 611-614). La calcineurina promueve 1la
desfosforilacién selectiva de NF-AT que luego se transpone al
niicleo, en donde se asocia con la proteina 1 activadora y

transactiva los genes blanco, incluyendo el gen IL-2.

Se cree que, debido a los aminodcidos en las posiciones 3 y
4, [D-MeAla]’-[EtVal]l‘-CsA tiene una habilidad dramdticamente
reducida para interactuvar con calcineurina como se muestra
por los ensayos transcripcionales e inmunolégicos asi como
una afinidad significativamente incrementada por las
ciclofilinas, como se indica por ensayos de inhibicién de

actividad de peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa.
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La actividad de peptidil-propil-cis-trans-isomerasa (PPIasa)
de ciclofilinas se determind utilizando un procedimiento
adaptado de KXofron et al. (ver Biochemistry 30, 6127-6134
(1991); J. Am. Chem. Soc. 114, 2670-2675 (1992)). Como el
sustrato se utilizé Ala-Ala-Pro-Phe-para-nitro-anilina N-
succinilada (Suc-AAPF-pNA, Bachem, Bubendorf, Suiza). El
ensayo se bas6é en la escisién preferencial con quimotripsina
de la isoforma trans del enlace Phe-pNA en el tetrapéptido
Ala-Ala-Pro-Phe-pNA. Egta esacisién libera la porcién de para-
nitroanilina que puede ser detectada y cuantificada a 390 nm
( = 11,814 M*' cm™?). Schutkowski et al. (1995) Biochemistry
34, 13016-13026. La isomerizacifn cis-trans est& catalizada
por la ciclofilina (PPIasa, EC 5.2.1.8). Después de mezclar
CsBA u otra ciclosporina (concentraciones finales de 10° -
2x10°M, preparadas a partir de soluciones de reserva,
concentradas 1000 veces en etancl) con 0.1 g de ciclofilina
(Sigma) en un volumen total de 1.5 ml de Hepes, 40 mM pH 7.3,
e incubacién durante 50 minutos sobre hielo, la mezcla de
reaccién se transfirié a una cubeta que se mantuvo a 10°C en
un espectofotédmetro Varian (Varian). Después de la adicién
de 3.75 mg de gquimotripsina (70 1l de una solucibén de
quimotripsina en HCl1l 10 mM), la reaccién se inicid mediante
la adicién de 10 1 de una solucién 3.2 mM de Suc-AAPF-pNA en
LiCl/trifluorocetancl 0.5 M. La reaccién se monitorizé por 3
minutos, y Be determind una constante de velocidad inicial a
partir de los datos obtenidos. Como un control, también se
determind una constante de velocidad inicial para una
reaccién paralela que carecia de ciclofilina. Las curvas de
concentracién-respuesta se establecieron para la Ciclosporina
A y otras ciclosporinas, y los valores IC,, (50% de

concentracién inhibitoria) de diferentes ciclosporinas con
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relacién al de Ciclosporina A (1.0). Un valor menor a 1
significa que el compuesto tiene una mayor afinidad de

ciclosporina que CsA.

Un ensayo de reportero dependiente de NF-AT 8e utilizé
inicialmente para estimar las actividades inmunodepresoras de
ciclosporina. Baumann et al. (1992) Transplant. Proc. 24,
43-48. Células T Jurkat establemente transfectadas con una
construccién de reportero que contenia un gen -galactosidasa
bacteriana bajo el control de un promotor de un gen IL-2, 8se

obtuvieron de G. Zenke, Novartis Pharma AG, Basilea, Suiza).

Las células se desarrollaron en medio RPMI1640, suplementado
con suero fetal de ternera, inactivado térmicamente al 10%,
100 u/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina,
glutamina 2 oM, 2-mercaptoetanol 50 mM y 100 u/ml de
higromicina B. Las células se estimularon mediante 1la
adicién de forbol-l1l2-miristato-l3-acetato 2.4 M y 75 g/ml
de fitohemaglutinina en presencia o ausencia de Ciclosporina
A u otra ciclosporina {(concentraciones finales de 107°-2x10"°
M, preparadas a partir de soluciones de reserva concentradas
1000 veces en etanol). Después de la incubacién por 20 horas
a 37°C, las células se cosecharon y se lisaron en Na,HPO, 50
mM (pH 9.0), KCl1 10 mM, MgS0, 1 mM, Triton X-100 al 1%, 4-
metilumbeliferil- -D-galactésido 0.5 mM (Sigma, Buchs,
Suiza). La reacciétn de -galactosidasa se 8iquié para
proceder por 1 hora en la oscuridad a temperatura ambiente.
4-metil-umbeliferona fluorescente se analizé
fluorométricamente en la solucién sobrenadante ({excitacién:
355 nm; emisién: 460 nm). Se establecieron las curvas de
concentracién-respuesta para <ciclosporina A y otras

ciclosporinas, y se calcularon los valores IC,, de diferentes
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ciclosporinas con relacién al de la Ciclosporina A (1.0). Un
valor mayor a 1 significa que el compuesto es menos

inmunosupresor que CsA.

Los resultados ejemplares s8e muestran en la Tabla 1

sigquiente.

Tabla 1: Enlace de Ciclofilina (PPIasa) Yy actividades

inmunodepresoras (IL-2) de CsA y otras ciclosporinas

Compuesto PPIasa IL-2
CsA 1.0 1.0

[D-MeAla]®- [EtVal]*-CsA 0.3 7161
[Melle]*-CsA 0.5 2250

Los datos mostrados en la Tabla 1 revelaron que ciertas
sustituciones en 1la posicién 4 (por ejemplo, Val, Ile)
redujeron dramidticamente la actividad inmunodepresora (medida
como inhibicién de expresién de IL-2) asi como la actividad
de enlace de ciclofilina detectablemente mejorada (medida
como inhibicién de actividad de PPIasa de ciclofilina). ILa
sustitucién en la posicién 3 dio por resultado un incremento
sustancial adicional en la actividad de enlace de ciclofilina
(por 2 veces o mis); compirese [D-MeAla]’-[EtVall}*-CsA. Esta
tuvo una mayor actividad de enlace a ciclofilina y una menor
actividad inmunodepresora residual que [Melle]*-CsA, el
compuesto de mejor referencia disponible en la literatura.

[Melle]l*-CsA tambié&én es conocido como NIMB11.

Actividad no inmunodepresora de [D-MeAla]?-[EtvVall®*-Csa

52-423



10

15

20

25

30

11

En un andlisis confirmatorio, se estimaron las actividades
inmunodepresoras de CsA, [Melle]*-CsA y [D-MeAla]®-[Etval]‘-
CaA utilizando la reaccién de linfocitos mixtos. En este
ensayo, 1las ciclosporinas se disolvieron en etanol (10
mg/ml). Células mononucleares de sangre periférica o PBMCs
CD4" recién aisladas de dos donadores saludables, se
mezclaron posteriormente para la inactivacifn por irradiacién
de una de las poblaciones (células estimuladoras: S).
Después de cinco dias de cocultivo en presencia o ausencia de
una ciclosporina (1 g/ml), se determindé 1la respuesta
proliferativa de la poblaci6fn de células no inactivadas
(c&lulas respondedoras: R) por incorporacién de [%H]-

timidina.

El ensayoc se condujo reciprocamente con las dos poblaciones
celulares, cada una se activd y se estimuldé a su vez. Se
calculé la estimulacién (%) de células respondedoras por la

féxrmula:

Por ciento estimulacién = 100 x (muestra con ciclosporina -~

antecedente) / (muestra sin ciclosporina - antecedente)

La muestra se refiere a una mezcla de estimulador y células

respondedoras. El antecedente representa un control en el
que solamente age mezclan células estimuladoras. Los
resultados se muestran en la Tabla 2. Se interpretaron con

el sgignificado de que tanto [mellel*-CsA como [D-MeAla]®-
(Etval]*-CeA est&n desprovistas esencialmente de actividad

inmunodepresora.
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Tabla 2: Respuesta proliferativa de PBMCs CD4' en

presencia/ausencia de ciclosporinas

Cocultivo |Compuesto N Sestimulacién|Desviacién
{relativa) estindar

Rl x S2 Ninguno 8 100 30

Rl x 52 CsA 4 29 3

Rl x 52 [Melle}*-CsA 4 |84 13

Rl x S2 |(D-MeAla]®-[EtVal]*-Csa 4 |75 11

R2 x S1 Ninguno 8 10Q 9

R2 x S1 |CsA 4 |9 2

R2 x S1 |[Mellel’-CsA 4 |75 9

R2 x S1 |([D-MeAla]’-[EtvVal)*-CsA 4 |65 7

Sl x S2 Ninguno 4 0 0.6

Rl x S2 se refiere a un cocultivo de células respondedoras
provenientes del donador 1 y <células estimuladoras

provenientes del donador 2. N es el niGmero de mediciones.

Gran actividad anti-HCV v bajo efecto de

citotoxicidad/citoatitico de [D-MeAlal?®-[Etval)l*‘-Csea

Como se menciond anteriormente, la infeccién con el virus de
la hepatitis C (HCV) es un problema serio de salud, debido a
que los pacientes infectados persistentemente estén en un
gran riesgo de desarrollar enfermedades hep&ticas crénicas,
que incluyen cirrosis y carcinoma hepatocelular. La terapia
actual disponible es inadecuada para una gran parte de la
poblacién més reciente, también estd asociada con efectos
secundarios significativos. Hasta ahora, se ha impedido el
desarrollo de terapias méds efectivas por la falta de un
modelo in vitro apropiado de replicacién de HCV, que permita

la seleccién de compuestos potencialmente activos, antes de
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la evaluacién en pruebas clinicas en humanos. Este obstéculo
se superd por el desarrollo de minigenomas de HCV modificados
genéticamente (replicones) que se autocamplifican en células
de hematoma, cultivadas a grandes niveles (Lohmann et al.
Science 285, (1999), 110-113). Este sistema de replicén de
HCV se volvié rapidamente la herramienta normal para el
estudio de la replicaci6n de HCV, patogénesis y persistencia

(Bartenschlager et al. Antiviral Res. 60, (2003), 91-102).

El genoma de HCV consiste de un ARN de hebra simple que
contiene un cuadro de lectura abierta, simple, para una
poliproteina de aproximadamente 3000 aminoadcidos. La
traduccidén de esta poliproteina se inicia en un sitio de
entrada de ribosoma interno (IRES) ubicado en el extremo 5’
del ARN. La poliproteina de HCV se escinde en al wmenos 10
proteinas. Estas incluyen la proteina C de capside, las
proteinas envueltas El1 y E2, la proteina de viroporina
posible p7, las proteinas no estructurales NS2 y NS3 que
tienen Berina-proteinasa asi como actividades de
ATPasa/helicasa, NS4A, proteina NS4B inductora de red

membranosa, ARN-polimerasa NSS5B dependiente de ARN y NSSA.

El primer replicén exitoso fue un ARN bicistrdnico que
contiene en una direccién 5’ a 3’ un sitio internmo de entrada
al ribosoma o IRES de HCV, una secuencia de codificacién para
una neomicin-fosfotransferasa, wun IRES de un virus de
encefalocarditis y secuencias de codificacién para proteinas
NS3 a NS5 de HCV. Después de la introduccién en cé&lulas Huh-
7 y seleccién utilizando G418 (geneticina), este replicén
pudo mostrar que Bse replica de manera auténoma en grandes
niveles (1,000-5,000 copias/célula) (Lohmann et al., 1999).

La caracterizacién del siptema reveld que la eficiencia de la
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replicaci6én dependia de la permisividad de 1la cé&lula
hospedera y, de manera importante, de 1la seleccidn de
mutaciones adaptativas de cultivo en 1las secuencias de
codificacién de proteina de HCV. Se descubrié que 1la
replicacién es sensible al interferén alfa, proporcionando
evidencia respecto a la relevancia del sistema, para la
seleccién de farmacos que tienen eficacia in vivo. También
se construyeron replicones variantea, en 1los cuales se
reemplazé la secuencia de codificacién de neomicin-
fosfotransferasa, por ejemplo, mediante una 8secuencia de
codificacién de luciferasa o por secuencias que codifican
para una proteina de fusién de luciferasa-ubiquitin-neomicin-
fosfotrangferasa. La replicacién de los 1dltimos replicones
variantes se puede analizar por el ensayo conveniente de
luciferasa, mientras que la replicacién del Gltime replicén

requiere determinaciones del nGmero de copias de ARN.

Watashi et al. (2003) demostraron por inmunotransferencia
Northern y RT-PCR cuantitativa (reaccién en cadena de
polimerasa-transcriptasa inversa) que la acumulacién de ARN
de BCV se 1inhibi6 por CsA, pero no por el macrélido
inmunosupresor FK506 y el PSC 833 derivado de CsA no
inmunosupresor en células MH-14 que contienen replicén de
HCV. Sus ensayos que implicaron exposiciones de las células
por 7 dias a agentes activos, revelaron que el titulo del ARN
de HCV se redujo aproximadamente 200 veces en preegencia de 1
g/ml de Ciclosporina A. Ademds descubrieron que la
ciclosporina no inmunodepresora (Melle]‘-CeA también inhibié
la replicacién de HCV. Los resultados indican que [Melle]*-
CgA fue aproximadamente tan efectiva como CsA en la reduccién

del titulo del ARN de HCV.
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Para determinar si la ciclosporina de la presente invencién
tiene actividad anti-HCV, y Bi tiene tal actividad, coémo se
compara esta actividad con las actividades de Casa y [Melle]‘-
CsA, se llevaron a cabo experimentos que compararon 1los
efectos inhibitorioe de CsA, [Mellel*-CsA y [D-MeAlal®

[Etvall*-CsA en sistemas de replicén de HCV.

Los ensayos utilizaron células Huh 5-2 que contenian un ARN
bicistrénico que codifica para una proteina de fusi6n
luciferasa-ubiquitin-neomicin-fosfotransferasa de 1luciérnaga
y proteinas NS3-5 de HCV. Las secuencias virales se
originaron de un virus de HCV de genotipo lb. Las células se
cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con suero
fetal de termera al 10% glutamina 2 mM (Life Technologies),
aminodcidos no esenciales 1 x (Life Techonologies), 100 u/ml
de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina y 250 g/ml de
G418 (Geneticin, Life Technologies) a 37°C y 5% de CO,. Para
los ensayos antivirales (replicacién), 1las células se
sembraron a una densidad de 7000 células/pozo en placas TM
View de 96 pozos (Packard) en el miamo medio, excepto por
G418. Después de una incubacién de 24 horas, el medio se
retir6, se agregaron diluciones seriadas de compuestos de
prueba en medio, y las células se incubaron por otras 72

horas.

Los efectos antivirales se estimaron ya sea por el ensayo de
luciferasa o por RT-PCR cuantitativa. Para efectuar los
ensayos de luciferasa, el medio se retir6, y las células se
lavaron con PBS. Después de 1la 1lisis en 50 1 de
amortiguador Glo-lysis (Promega) durante 15 minutos, Be
agregaron a los lisados celulares 50 1 de reactivo de ensayo

de luciferasa Stead-Glo (Promega). Se midi6 la actividad de
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luciferasa utilizando un luminémetro, y la sefial proveniente
de cada pozo de prueba se expresd como un porcentaje de la
seflal medida en pozos de cultivos no expuestos a un compuesto

de prueba.

Se estimaron los efectos citostdticos y de densidad celular
en cultivos paralelos, en placas regulares de 956 pozos
(Beckton-Dickinson) utilizando el ensayo con MTIT (Ensayo de
Proliferaci6én Celular No Radiocactivo CellTiter 96" AQu.ou.-
Promegal) . En este ensayo, el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS)
se biorreduce hasta un formazin que estd cuantificado a 498
nm en un lector de placas. La produccién de formazin estad

correlacionada directamente con el nimero de cé&lulas vivas.

El an&lisis de RT-PCR cuantific6é la regién de neomicina de
replicones, utilizando un detector de secuencias ABI PRISM
7700 (Applied Biosystems, Foater City, CA). Los cebadores
delantero e inverso utilizados fueron 5’-CCGGCTACCTGCCCATTC-
3’ y 5'-CCAGATCATCCTGATCGACAAG-3’, respectivamente. La sonda
fluorogénica fue 5’'-ACATCGCATCGAGCGAGCACGTAC-3’. Como un
control interno, se utilizé un plasmido que contenfia parte de

la pecuencia génica de neomicin-fosfotransferasa.

Los resultados de estos experimentog permitieron el célculo
de EC,, para las diferentes ciclosporinas, que es la
concentracién efectiva requerida para inhibir la replicacién
del replicén de HCV en 50%, y de CC,,, que es la
concentracién requerida que inhibe 1la proliferacién de
células con crecimiento exponencial por 50%, y un indice de

selectividad SI, que es la relacién entre CC,, ¥ ECg,.
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La Tabla 3 muestra los valores obtenidos de las células Huh
5-2 utilizando ensayos de actividad de luciferasa para la
estimacién de la eficiencia de replicacién y ensayos con MTT
para la calibracién de ensayos de 1luciferasa y para la
estimacidén de efectos citostdticos de compuestos. De acuerdo
con las observaciones indicadas anteriormente por Watashi et
al. (2003), CsA y [Melle]*-CsA tuvieron actividades similares

anti-HCV (replicacién).

De manera sorprendente, [D-MeAla]?®- [EtVall*-CsA fue
considerablemente mis potente que CsA y [Mellel*-CsA. También
se observé que el 50% de la concentracién citostdtica (CC50)
para [D-MeAla)®-[EtVall‘-CsA fue significativamente superior
a los valores determinados para CsA y [Melle]*-CsA. Por
consiquiente, se encontré un Indice de selectividad
congiderablemente superior para el compuesto [D-MeAla]?-
[EtVall*-CsA en comparacién a las dos otras ciclosporinas.
Experimentos similares en los cuales lo valores EC,, se
derivaron de determinaciones de titulos de ARN utilizando RT-
PCR cuantitativa, produjeron conclusiones similares. Los
valores SI de 45*, 73 y 625* ge obtuvieron para CsA,
[Mellel*-CsA y [D-MeAla]’-[EtVal)‘-CsA, respectivamente. Los
asteriscos indican que se presentan los menores de dos

valores determinados independientemente.
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Tabla 3: valores EC,, CC;, Y SI determinados de ensayos de
luciferasa de replicacién de ARN de HCV y ensayos con MIT de
citotoxicidad en células Huh 5-2 que comprenden un mini-

replicén de HCV que contiene luciferasa

Compuesto ECs (ng/ml) +/-|CCs {ng/ml) | fndice de
desviacifn +/- desviacidn|selectividad
estdndar estandar

CsA 0.28 +/- 0.13 |11.6 +/- 5.6 |41

[D-MeAlal3- [EtVal]*-CsA 0.03 +/- 0.04 |> 27 > 900

[Melle]'-CsaA 0.22 14 64

Actividad antiviral de [D-MeAlal’-[EtvVall*-CsA medida en

células blanco infectadas con HCV recombinante

La actividad anti-HCV de [D-MeAla)’-([Etvall*-CsA comparada
con CsA, se determiné adicionalmente en sistemas de cultivo
que semejan la situacién in vivo. El1 método utilizé cé&lulas
de hepatoma que habian sido infectadas con una construccidén
de HCV quimérico de longitud completa, infeccioso o el mismo
virus que 8se modificé para llevar un gen receptor de
luciferasa. Después del tratamiento de 1las células
infectadas con la ciclosporina de la invencién o© CsA, se
midié la actividad de luciferasa como estaba correlacionada

directamente a la inhibicién de la replicacién viral.

Virus infecciosos de HCV de genoma quimérico de longitud
completa entre las cepas de HCV J6 y JFH1 (Jcl), se
utilizaron para inocular las células de hepatoma de los
ensayos. La construccién del virus Jcl también se modificd
para obtener un genoma bicistrénico que 1llevaba un gen
reportero de luciferasa (Jcl-Luc). 24 y 96 horas después de

la transfeccién de transcritos de ARN, se recolectd el
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sobrenadante de cultivo de los genomas mediante
electroporacién de células Huh-7.5. Los sobrenadantes Be

filtraron (0.45 M) y se determinaron 50 dosis infecciosas
por cultivo celular (CCID50) mediante los ensayos de dilucién
limitante de acuerdo a Lindenbach et al. (Science, 309,
(2005), 623-626). Las CCID50 fueron 1.3 x 105 para Jcl vy 4.2

X 103 para Jcl-Luc.

Los ensayos utilizaron las células Huh-7-Lunet o bien Huh-7.5
(Lohmann et al., Science 285(5424), (1999), 110-113),. Las
células se desarrollaron en Medio EBagle modificado de
Dulbecco (DMEM; Gibco) suplementado con suero bovino fetal
inactivado térmicamente al 10% (FCS) (Integro), aminodcidos
no esenciales 1x (Gibco), 100 UI/ml de penicilina (Gibco),
100 g/ml de estreptomicina (Gibco) o 25 g/ml de higromicina
(Gibco) para c¢élulas Huh-mono a 37°C y 5% de CO,. Para los
ensayos antivirales (replicacién), se sembraron células Huh-
7-Lunet y Huh-7.5 a una densidad de 2 x 104 6 4 x 104 células
por pozo de una placa de 12 pozos. 24 horas mas tarde, el
medio se reemplazé con 0.5 ml de la reserva de virus Jcl-Luc
(placas de 12 pozos) 6 0.25 ml de la reserva de virus Jcl
(placas de 12 pozos). 4 horas después, el inb6culo viral se
reemplazé por un medioco que contenfia concentraciones
diferentes de CsA o [D-MeAla]’-[EtVall‘*-CsA y se incubaron

posteriormente por 72 horas mis.

La inhibicién de la replicacién viral se estimdé por ensayo de
luciferasa. Para llevar a cabo el ensayo de luciferasa, las
células se cosecharon, se lavaron con PBS y se lisaron en
amortiguador de 1ligis de luciferasa (1% Triton X-100,
glicilglicina 25 mM, MgSO, 15 mM, EGTA 4 mM, y DTT 1 mM). La

actividad de luciferasa de luciérnaga pe midié de acuerdo a
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Krieger et al. (J. Virol, 75(10), (2001), 4614-4624). En
resumen, después de un ciclo de congelacién/descongelacidn,
las células se resuspendieron, y se mezclaron 100 1 de
lisado celular con 360 1l de amortiguador de ensayo
(glicilglicina 25 mM, MgSO, 15 mM, DTT 1 mM, ATP 2 mM,
amortiquador de fosfato de potasio 15 mM, pH 7.8) y 200 1 de
solucién sustrato (luciferina 200 mM, glicilglicina 25 mM).
Finalmente, se midi6é la luminiscencia wutilizande un

luminémetro Lumat LB9507 (Berthold) para 20 muestras.

En estos ejemplos (figuras 1 y 2), ambas [D-MeAla]®- [EtVal]‘-
CsA (barras blancas) y CsA (barras negras) dieron como
resultado una actividad antiviral dependiente de la dosis,
por medio de lo cual [D-MeAlal®-[EtVall‘-CsA probé nuevamente
ser superior sobre CsA, corroborando asi los datos obtenidos
con los replicones subgenfmicos. Se necesitdé una
concentracién superior a 10 veces de CsA para originar el
mismo efecto inhibitorio de 1la replicaci6ébn que 1la

ciclosporina de la invenciém.

Alta afinidad de la ciclosporina de la invencién para

ciclofilina

En las observaciones anteriormente descritas por Watashi et
al. (2003) y Nagakawa et al. (2003), el efecto anti-HCV estuvo
relacionado a la capacidad de enlace de ciclosporinas a las
ciclofilinas. Los efectos sobre la actividad de PPlasa de
CsA, [Melle]l*CsA y [D-MeAlal'-[EtVall‘-CsA se midié por 1la
ciclofilina para determinar el inhibidor mis potente de
actividad PPIasa de ciclofilina, por ejemplo Ciclofilina A, y

por consigquiente, de replicacién de HCV.
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Se utilizé Ciclofilina A recombinante humana comercial
(Sigma) en los ensayos. Se determiné la actividad de PPIasa
de ciclofilinas utilizando un ensayo espectofotométrico
acoplado a quimotripsina de acuerdo a Garcia-Echverria et al.
(BBRC, 191, (19%3), 70-75). Este método se basa en la gran
selectividad trans de quimotripsina para péptidos del tipo N-
succinil-ala-ala-pro-phe-p-nitroalinida. Los péptidos
escindidos se liberaron de la porcifn para-nitroanilina que
pudo ser detectada y cuantificada a 390 nm. La hidr6lisis de
la forma cis se limitd por la velocidad de isomerizacién cis-
trans efectuada por la Ciclofilina A. El péptido se formé en
una s8olucidén de LiCl 25 nM en 2,2,2-trifluoroetanol 470 mM

para aumentar la poblacién de péptidos conformadores de cis.

El ensayo se efectud en el espectofotébmetro de haz dividido y
el bafilo de agua se estableci6 a 5°C. La Ciclofilina A (7500
pmol/mg de concentracién enzimidtica total; Sigma) se disolvié
a 20 nM en un amortiguador (HEPES 35 mM y 0.26 mg/ml de
quimotripsina (actividad especifica 50 unidades/mg), pH 7.8
con KOH) y se incubaron durante 6 minutos a temperatura
ambiente, seguido por 54 minutos en el bafic de agua. CsA,
[Melle]*CsA o [D-MeAla]’-(EtVal]‘-CsA se agregaron como fuera
apropiado en estas incubaciones, utilizando un intervalo de
concentracién de 2-50 nM. Después se agregaron 3.5 ml de la
ciclofilina incubada a la cubeta de muestra. La cubeta de
referencia contenia una reaccién que llevé a la terminacién
del balance del haz de referencia. Se agregd péptido a 25 M
para iniciar la reaccibén, y el cambio en la absorbancia se
monitorizé a 10 puntos de datos por segundo. Como un
control, también se determinaron las velocidades para una
reaccién paralela que carecia de ciclofilina. " Estas

velocidades blanco de hidrblisis peptidica (por ejemplo en
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ausencia de ciclofilina) se restaron de las velocidades en

presencia de Ciclofilina A.

Las velocidades iniciales obtenidas de los ensayos de PPIasa
se analizaron por andlisis de regresifn de primer orden
mediante el uso de transformacién de primer orden de las
trazas del curso de tiempo del cambio en la absorbancia a 390
nm. Se calculé la concentracién de enzima total (E.), la
constante de disociacién de inhibidor (K;) y la velocidad
constante para la reaccién limitante de velocidad con el
software FigSyS (2003, Biosoft) al ajustar los datos
cbtenidos del analisis de regresién en 1la ecuacidén de

multiproteinas de inhibidor de enlace estrecho.

La ecuacidn de multiproteinas de inhibidor de enlace estrecho

tuvo la siguiente f&rmula:

V = k¥E,*P-k* (-b-sqrt{b*b-4+*c)) /2

en donde b se define como b = - (E,*P+I+K,) y C e8 C=EL+*P*I,

Una vez que E., K, ¥ k se calcularon por la computadora para

un grupo dado de datos, se trazd una representacién gréafica

de los datos y las lineas ajustadas a los puntos, asumiendo

la unién estrecha de inhibidor a wuna proteina simple,

definida por las siguientes ecuaciones:

V = K*E,*P-K({B-sqrt (B*B-4*C)) /2

en donde B=E *P+I+K; y C=E *P*I,.
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Tabla 4: Valores E,, K, y k de ciclofilina A para CsA,
[Melle]*CsA y [D-MeAla]’-[EtVall‘-CsA determinados a partir

de ensayos de actividad de PPIasa

Compuesto Ex (pmol/mg) |Kiy {nM) K (s-1)

CsA 7500 9.79 £ 1.37 |0.17 + 0.0069
[Melle]'-CsA 7500 2.11 £ 0.32 0.17 £ 0.0068
[D-MeAla]®- [EtVal]*-CsA 7500 0.34 + 0.12 |0.16 + 0.0074

El K, m@s bajo de ciclofilina A, observado para la
ciclosporina de la invencién, corrobor$ la gran potencia de
actividad antiviral, la especificidad y el indice de
selectividad (como se mencioné anteriormente) en comparacién
a CsA y [Mellel*CsA. De manera sorprendente, [D-MeAla]®-
[EtVall‘-CeA no inmunodepresora mostré una afinidad casi 6
veces mis alta para la ciclofilina del ejemplo, en
comparacién a la otra ciclosporina [Melle]*CsA no

inmunodepresora.

La experimentacién anteriormente descrita indicé que [D-
MeAla] - [EtVal]*-CsA fue un inhibidor m&s efectivo de
replicacién de HCV que cualquier otra ciclosporina probada.
Esta actividad incrementada anti-HCV se correlacioné con la
actividad de enlace incrementado a ciclofilina de [D-MeAla]?®-

(EtvVal]*-CsA.

Eliminacién y rebote del replicén de HCV

La recurrencia de la infeccitn por HCV es un problema mayor
de la enfermedad, especialmente incluso con el uso de
tratamiento eficiente potencial, por ejemplo ciclosporina y/o

interferén. Para estudiar 8i la actividad anti~-HCV més
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potente de la ciclosporina de la invencién comparada con CgA,
pe refleja en la habilidad del compuesto para curar mas
eficientemente células que producen replictén de HCV de é&stas,
se efectud un ensayo celular in vitro en presencia del
farmaco selectivo G418 para el replic6n recombinante

producido.

Los ensayos utilizaron cé&lulas Huh-9-13, células de hepatoma
humano (Huh-7) (Lohmann et al., Science 285(5424), (1999),
110-113). Las célulag se desarrollaron en medio DMEM
completo, usual, s8in presién de G418. Las células Bse
cultivaron en presencia ya sea de CsA o de [D-MeAla]?-
[Etval]l*-CsA (ambas a 0.5 6 1 g/ml) o se dejaron sin tratar
por 7 pases consecutivos. El control se efectu6 para
garantizar que la ausencia de la presifén selectiva de G418 no
influirfia en el contenido del replicén de HCV durante varios
pases. Para confirmar que las células Huh-9-13 que habilan
sido tratadas durante 7 dias con [D-MeAla]®-[EtVall*-CsA se
eliminaban realmente de su replicén, se reinicié la seleccién
de G418 (1000 g/ml} por 2 pases mis. Solamente agquellas
células que todavia llevaban el replicén de HCV, habian sido
capaces de proliferar bajo estas condiciones y las células
8in replicén habian muerto en presencia de G418 durante la

fase de rebote.

Se realizd RT-PCR sobre extractos de ARN viral de muestras
tomadas en diferentes puntos de pase. Los cebadores
delantero e inverso utilizados fueron 5’-CCGGCTACCTGCCCATTC-
3’ y 5'-CCAGATCATCCTGATCGACAAG-3’, respectivamente. La sonda
fluorogénica fue 5'-ACATCGCATCGAGCGAGCACGTAC-3'. Como un
control interno, se utilizé un plasmido que contenia parte de

la secuencia génica de neomicin-fosfotransferasa. Loe
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resultados se analizaron y se expresaron como una cantidad de
ARN replicén (ng) por 1000 células y se utilizaron para

elaborar una gréfica.

Los resultados de estos experimentos (figura 3) mostraron el
efecto antiviral superior de [D-MeAla]*- [EtVal]*-CsA
comparado a CeA en este ensayo celular in vitro, estandar.
Sorprendentemente, la ciclosporina de la invencién mostrd
efecto viricida y no solamente efecto viristdtico como 1la
otra CsA inmunodepresora. Desde luego, cuando la [D-MeAla]?-
[EtVall*-CsA traté a las células Huh-9-13 (circulos y cuadro
en la figura 3) nuevamente se cultivaron en presencia de G418
(fase de rebote), los cultivos murieron, comparados a las
células tratadas con CeA (diamante y tridngulo). Ambos
cultivoes que habian sido tratados con CsA por 7 pases
consecutivos, fueron capaces de proliferar en presencia de
G418. Esto confirmé que [D-MeAla]®-[EtVal]‘-CsA fue capaz de

curar células Huh-9-13 provenientes de su replictn de HCV.

Combinacitn de f&rmacos

El interfer6n (IFN) es parte de la terapia actual de
infeccién por HCV. El efecto de la combinacién de [D-
MeAlal’- [Etval]*-CsA/IFN- 2a se evalué utilizando el método
de Prichard y Shipman (Antiviral Res, 1990, 14, 181-205). En
resumen, el efecto aditivo tefrico se calcula a partir de las
curvas de dosis-respuesta de compuestos individuales por la

ecuacién de la f&6rmula:

Z =X+ Y(1-X),
en donde X representa la inhibicién producida por [D-MeAla]3-

[Etval]l‘-CsA solo e Y representa IFN- 2a solo. Z representa
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el efecto producido por la combinacién de [D~MeAla)’-
[EtVal]*-CeA con IFN- 2a. La superficie aditiva teérica se
resta de 1la superficie experimental real, dando como
resultado una superficie horizontal que iguala el plano cero
cuando la combinacién es aditiva, una superficie que se
encuentra por arriba de plano cero indica un efecto sinérgico
de la combinacién y una superficie debajo del plano cero
indica antagonismo. El ensayo antiviral se llevé a cabo
esencialmente como se describe anteriormente para las células
Buh 5-2, excepto que se agregaron compuestos en formato de
celosia. Para cada compuesto, se utilizaron tres placas de
replicados para medir la curva de dosis-respuesta de cada
compuesto individual. Los datos obtenidos de todas las tres
placas, se utilizaron para calcular la superficie aditiva
tebrica. También se realizaron por triplicado estudios de
combinacién para cada par de compuestos. Los datos se

analizaron para la varianza por la prueba ANOVA.

Se observé una actividad sinérgica ligera en las
concentraciones mas altas de IFN- 2a utilizado, pero toda la
actividad combinada anti-HCV de [D-MeAlal®-[EtVall*‘-CsA con

IFN- 2a se puede considerar como aditiva (figura 4}.

Los descubrimientos respecto a [D-MeAla]’-[EtvVall*-CsA se

pueden resumir como sigque:

- [D-MeAla]?- [EtVal]*-CsA tiene una actividad anti-HCV més
potente y es menos citotédxica que CsA, como se muestra en un
sistema de replicén subgenéSmico de HCV.

-Esto Be confirmé en un cultivo de cé&lulas de hematoma,
infectadas con un genoma quimérico infeccioso de longitud

completa entre cepas de HCV J6 y JFHl.
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- [D-MeAla)?- [EtVall*-CeA es capaz de curar células de su
replic6n de HCV de manera mis eficiente que CsA

-Estos efectos estédn relacionados a una afinidad de enlace de
ciclofilina més pronunciada.

-La actividad anti-HCV de la combinacién [D-MeAla]®-[EtVal]*-

CesA/IFN- 2a es aditiva.

[D-MeAla]?- [EtVal]l*-CsA se puede utilizar para tratar a
pacientes infectados con HCV. El compuesto activo se puede
administrar por cualquier ruta convencional. Se puede
administrar parenteralmente, por ejemplo, en la forma de
soluciones o suspensiones inyectables, o en la forma de
formulaciones de depésito inyectable. De preferencia, se
administrard oralmente en 1la forma de solucicones o
suspensiones para Dbeber, tabletas o cédpsulas. Las
composiciones farmacéuticas para la administracién oral que
comprenden la ciclosporina de la invencidén, se describen en
los ejemplos. Como se demuestra por los ejemplos, tales
composiciones farmacéuticas comprenden tipicamente la
ciclosporina de la invencién y una o varias sustancias
portadoras farmacéuticamente aceptables. Comiinmente, estas
composiciones estdn concentradas y necesitan ser combinadas
con un diluyente apropiado, por ejemplo, agua, antes de su
administracién. Las composiciones farmacéuticas para la
administracién parenteral también incluyen normalmente uno o
mis excipientes. Los excipientes opcionales incluyen un
agente isoténico, un amortiguador u otro agente para control
del pH, y un conservador. Estos excipientes se pueden
agregar para mantener la composicién y para lograr 1los
intervalos preferidos de pH (aproximadamente 6.5-7.5) y la

osmolaridad (aproximadamente 300 mosm/L).
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Ejemplos adicionales de formulaciones de ciclosporina para la
administraci6n oral, se pueden encontrar en las patentes de
los Esatados Unidos Noa. 5,525,590 y 5,639,724, y en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2003/0104992. Por
la ruta oral, la dosificacifn indicada de la ciclosporina de
la invencién para la administracién diaria a tres veces por
gemana, puede ser desde aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 100 mg/kg, de preferencia desde
aproximadamente 1 mg/kg hasta aproximadamente 20 mg/kg. Por
la ruta intravenosa, la dosificacién correspondiente indicada
puede ser desde aproximadamente 1 mg/kg hasta aproximadamente
50 mg/kg, de preferencia desde aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 25 mg/kg. Se entiende que una cantidad
eficaz de la ciclosporina de la invencién, es una cantidad
que cuandc se administra repetidamente en el curso de un
régimen terapéutico a un paciente que necesita el tratamiento
de la infeccién por HCV, da como resultado una respuesta
clinica objetiva, como una reduccién estadisticamente
significativa en el titulo sérico de HCV o una reduccidn

significativa de la actividad sérica de ALT en el paciente.

Se efectuaron estudios c¢linicos de fase I inicial, para
evaluar la seguridad de las dosis orales de [D-MeAla]’-
[EtVal]l‘-CsA, y para determinar el perfil farmacocinético y
el perfil de seguridad de la sustancia fdrmaco. Lose estudios
mostraron que dosis de 50 a 1600 mg en una microemulsién en
agua, 8Se toleraron perfectamente. Se observaron efectos
secundarios leves y pasajeros, que incluyen ndusea, vbmito,
dolor abdominal, dolores de cabeza leves. Eatos efectos

secundarios no estaban relacionados con la dosis.

Numerosos factores ser&n tomados en cuenta por un médico
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cuando determine las dosis de prueba, para evaluar la
eficacia de una composicién farmacéutica que comprende la
ciclosporina de la presente invencién contra la infeccién de
HCV. Primero, entre éstos estdn la toxicidad y la vida media
de la ciclosporina de la invencién elegida. Factores
adicionales incluyen el tamafio del paciente, la edad del
paciente, la condicién general del paciente (que incluye
enfermedades sistémicas significativas o© mayores, que
comprenden enfermedad hepitica descompensada, compromiso de
médula 6sea preexistente severo y otras infecciones virales),
la etapa de la infeccifén por HCV (aguda versus crénica) como
Be indica, por ejemplo, por niveles de alanina-
aminotrangferasa en suero (ALT), el genotipo particular de
HCV, terapia previa de infeccifn por HCV, la presencia de
otros farmacos en el paciente, y similares. Un curso de
tratamiento requerird 1la administracién repetida de una
composicién farmacéutica de la invencién. Comiinmente, una
dosis de farmaco, adecuada se administrard 3-7 veces por
semana, Yy la duracién del tratamiento puede ser desde
aproximadamente 4 semanas hasta 6 meses, de preferencia desde
aproximadamente 4 semanas hasta aproximadamente 12 meses. El
tratamiento se puede seguir por las determinaciones de HCV en
suero y la medicién de niveles de ALT en suerc. El punto
final del tratamiento es una respuesta virolégica, es decir,
la ausencia de HCV al final de un curso del tratamiento,
varios meses después del inicio del tratamiento, o varios
meses después de la terminacién del tratamiento. El1 HCV en
suero se puede medir en el nivel de ARN por métodos como RT-
PCR cuantitativa o inmunotransferencias de northern o en el
nivel proteico por inmunoensayo enzimidtico o inmunoensayo de
quimioluminiscencia aumentada de proteinas virales. El punto

final también puede incluir una determinacién de un nivel
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sérico de ALT en el intervale normal.

Una composicién farmacéutica de la presente invencién puede
comprender uno o varios ingredientes diferentes, activos
contra la infeccién por HCV ademds de la ciclosporina de 1la
presente invencién, por ejemplo, como otra sustancia farmaco
antiviral, por ejemplo, ribavirina, o un interferfn alfa. La
ciclosporina de 1la invencién y tales otros ingredientes
activos se pueden administrar juntos, como parte de la misma
composicién farmacéutica o se pueden administrar
separadamente comc parte de un régimen de dosificacién
apropiado, disefiado para obtener los beneficios de la terapia
de combinacién. El régimen de dosificacién apropiado, 1la
cantidad de cada dosis administrada, y 1los intervalcs
especificos entre dosis de cada agente activo, dependerédn de
la combinacién especifica de agentea activos empleados, 1la
condicién del paciente que se estd tratando, y otros factores
discutidos en la seccién previa. Tales ingredientes activos
adicionales generalmente s8e administrar&n en cantidades
menores O iguales a aquellas para las cuales son efectivos
como agentes terapéuticos simples. La FDA aprobb
dosificaciones para tales agentes activos que han recibido la
aprobacién de la FDA para la administraci6ém a humanos, y

estdn disponibles al ptblico.

Todas las patentes, solicitudes de patentes y publicaciones
citadas aqui, se consideraridn como que han sido incorporadas

como referencia en su totalidad.

La invencién se elabora adicionalmente por los sigquientes
ejemplos. Los ejemplos se proporcionan para fines de

ilustracién para una persona experta en la técnica, y no se
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pretende que limiten el alcance de la invencifn, como se
describe en las reivindicaciones. Por lo tanto, la invencién
no debe estar elaborada para estar limitada por los ejemplos
provistos, s8ino que debe 8ser elaborada para abarcar
cualquiera y todas las variaciones que se vuelvan evidentes

como resultado de la enseflanza provista en la presente.

EJEMPLO 1: Sintesis de [D-MeAla]?®- [EtVal]*-CsA

{(traducido de la tesis para Doctorado en Farmacia por Jean
Francois Guichou, titulada "De nouveaux analogues de
Cyclosporin A comme agent anti-VIE-1", Facultad de Ciencias,

Universidad de Lausana, CH-1015 Lausana, Suiza (2001)).

Sintesis de H-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-

MeBmt (OAc) -Abu-Sar-0OMe:

Se agregd 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (41.5 mmoles; 5.8 g)
a una solucién de ciclosporina A (CsA) (8.3 mmoles; 10 g) en
100 ml de anhidrido acético. La solucién se agitd durante 18
horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién después
se diluyd con 600 ml de acetato de etilo, y se lavé dos veces
con agua y cuatro veces con una solucién acuosa saturada de
bicarbonato de sodio. La fase orgédnica se secd sobre Na,SO,

anhidro, se filtré y el solvente se evapord bajo presién

reducida. El residuo amarillo obtenido 8e sometié a
cromatografia sobre gel de silice (eluyente: 98:2
diclorometano/metanocl) y se recristalizé en é&ter. Se

recuperaron 9.5 g de MeBmt (OAc)-CsA, como un polvo blanco,

representando un rendimiento de 92%.

Se agregd tetrafluoroborato de trimetiloxonio (22.5 mmoles;

3.3 g) a una solucién de MeBmt (OAc)-Cs (7.5 mmoles; 9.4 g) en
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60 ml de diclorometano. Después de 16 horas a temperatura
ambiente, se agregaron 35 ml de metanolato de sodioc 0.26 M en
metanol. Después de 1 hora, se agregaron 35 ml de metanol y
35 ml de &cido sulfiirico 2 N, y la mezcla de reaccién se
agité por otros 15 minutos, se neutraliz6 a pH 6.0 con KHCO,
saturado (28 ml) y se extrajo dos veces con acetato de etilo.
La fase orgénica se lavé dos veces con NaCl saturado, se secé
sobre Na,SO, anhidro y se filtré. Posteriormente, el
solvente sge evapor6 bajo presién reducida. El residuo se
sometié a cromatograffia sobre gel de mfilice (eluyente: 5:1
acetato de etilo/metanol). Se obtuvieron 7.3 g de H-MelLeu-
Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt (OAc) -Abu-Sar-OMe
(rendimiento 76%).

HPLC tr=268.23 mn (98%)

ES/MS: m/z: 1277.5 [M+H'], 639.2 [M+2H']

Sintesis de H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-Meleu-MeVal-

MeBmt {OAc) -Abu-Sar-OMe:

Se agregaron DMAP (2.3 mmoles; 334 mg) e isotiocianato de
fenilo (6.9 mmoles; 0.75 ml) a una solucién de H-MeLeu-Val-
MeLeu-Ala-~-D-Ala-MeLeu-Meleu-MeVal-MeBmt (OAc) -Abu-Sar-OMe (4.6
mmoles; 7 g) en 48 ml de tetrahidrofurano. Después de 2
horas, el solvente se evapor6, y el producto crudo se sometid
a cromatografia sobre gel de silice (eluyentes: 9:1 éter
metilico de ter-butilo (MTBE)/acetato de etilo (1); 9:1
MTBE/metanol (2)). Se obtuvieron 5.8 g de Ph-NH-C(S)-MeLeu-
Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt (OAc) -Abu-Sar-OMe

{950% de rendimiento).

Se agregaron 13.8 ml de &cido trifluoracético a una solucidn

del compuesto anterior (4 mmoles; 5.6 g) en 290 ml de
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diclorometano. Después de 1 hora de reaccién, la mezcla se
neutralizé utilizando KHCO, y se diluyd con 500 ml de
diclorometano. La fase orgdnica se lavé dos veces con NaCl
saturado, se secd sobre Na,SO, anhidro y se filtré. Después,
el solvente se evaporé bajo presién reducida. El residuo se
sometié a cromatografia sobre gel de silice (eluyentes: 9:1
MTBE/acetato de etilo (1); 3:1 MTBE/metanol(2)). Se
obtuvieron 2.8 g de H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-Mel.eu-MeVal-
MeBmt (OAc) -Abu-Sar-OMe (61% de rendimiento).
BPLC tr=25.80 mn (99%)

ES/MS: m/z 1050.5 [M+H'], 547.7 [M+2H']

Sintesis de Boc-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-

Mel.eu-MeVal-MeBmt {(OAc) -Abu-NMe-CH,-CH,-OH:

Se agregd hexafluorofosfato de fluoro-N,N,N’ -
tetrametilformamidinio (TFFH) (0.96 mmoles; 0.25 g) bajo una
atmésfera inerte, a una solucién de H-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-
MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt (OAC) -Abu-Sar-OMe (0.87 mmoles; 1.00
g), DIPEA {2.78 mmoles; 0.48 ml) y Boc-D-MeAla-EtVal-OH (0.96
mmoles; 0.32 g) en 15 ml de diclorometano. Después de 15
minutos, el diclorometano se evapor®, y el residuo se recogié
en acetato de etilo. La fase orgdnica se lavdé sucesivamente
con una solucién de NaHCO, paturado, una solucién al 10% de
dcido citrico y una solucién de NaCl saturado, y luego se
secé sobre Na,SO, anhidro y se concentré. La cromatografia
sobre gel de silice (en 98:2 acetato de etilo/metanol)
produjo 1.14 g (90%) de Boc-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-
Ala-Meleu-MeLeu-MeVal-MeBmt {QAc) -Abu-Sar-OMe.

El Gltimo producto (0.64 mmoles; 0.93 g) se recogi6 en 45 ml
de metanol anhidro, y se agregdé borohidruro de sodio (25.5

mmoles; 0.96 g} en pequefias porciones a intervalos de 15
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minutos en un periodo de 3 horas 30 minutos. A las 4 horas,
la mezcla de reaccién se enfrié a 0°C, se hidrolizé mediante
la adicién de &cido citrico al 10% y se concentrd, El
residuo se recogié en acetato de etilo. La fase orgéanica se
lavé con una solucién al 10% de &cido citrico y una solucién
de NaCl saturado, y luego se secS6 sobre Na,SO, anhidro y se
concentrdé. Deppués de la cromatografia sobre gel de silice
(en 95:5 de acetato de etilo/metanol) se obtuvieron 0.63 g
{(81%) de Boc-D-MeAla-Etval-val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-

MeVal-MeBmt (OAc) -Abu-NMe-CH,-CH,-OH.

ES/MS: m/z: 1434.9 [M+H'], 717.9 [M+2H']

Sintesis de H-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-

MeVal-MeBmt-Abu-0H:

Se agregd &cido metansulfdénico (3.18 mmoles; 2.060 ml) a una
solucién de Boc-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-
MeLeu-MeVal-MeBmt (OAc) -Abu-NMe-CH,-CH,-OH (0.425 mmoles; 610
mg) en 42.5 ml de metanol, y la mezcla se calentd y se
mantuvo a 50°C. El progreso de la reaccién se monitorizd por
HPLC y espectometria de masa. Después de 80 horas, la mezcla
ge enfri® a 0°C, y se hidrolizé mediante la adicién de NaHCO,
1 M. El metancl se eliminé, y el residuo sBe recogi6 en
acetato de etilo. La fase orgénica se lavd con NaHCO, 1 M y
luego con una solucién de NaCl saturado, se sBectd sobre Na,SO,
anhidro y se concentré. El1 producto (557 mg), H-D-MeAla-
EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt {OAc) -Abu-0-
CH,-CH,-NHMe, se utilizé en 1la siguiente etapa s8in

purificacién.

El producto (0.42 mmoles; 557 mg) se disolvidé en 20 ml de
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metanol y se combindé, bajo un atmésfera inerte, con una
solucién de metanolato de sodio (1.26 mmoles) en 1.26 ml de
metanol. Después de 18 horas a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccién se enfrié a 0°C, y se agregd por goteo
hidréxido de sodio (4.2 mmoles; 168 mg) en 5 ml de agua.
Después de 21 horas a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccién nuevamente se enfri6é a 0°C y se neutralizé con KHSO,
1 M. El metanol se elimindé, y el residuo se disolvié en
acetato de etilo. La fase orginica se lavd con una solucién
pemisaturada de NACl, se secé sobre Na,S0, anhidro y Bse
concentré. El producto (335 mg; 64%), H-D-MeAla-Etval-val-
MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt-Abu-OH, se utilizé en
la sigquiente etapa sin purificacién.
HPLC tr=26.27 mn (86%)

ES/MS: m/z: 1235.5 [M+E'], 618.2 [M+2H']

Sintesis de [D-MeAlal3- [EtVval]*-CsA:

Bajo una atm6sfera inerte, se agregf por goteo una solucién
de H-D-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
MeBmt-Abu-~-OH (0.162 mmoles; 200 mg) y colidina sim. (1.78
mmoles; 0.24 ml) en 50 ml de diclorometano a una solucién de
hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-
iloxi)tripirrolidinofosfonio (PyAOP, 0.486 mmoles; 254 mg) en
3.2 litros de diclorometano. 72 horas mis tarde, la mezcla
de reaccién se hidrolizé mediante la adicién de una solucidn
al 10% de Na,CO,. El diclorometano se evapord, y el residuo
se recogié en acetato de etilo. La fase org&nica se lavo
sBucesivamente con una solucién de HC1l 0.1 N y una solucién
saturada de NaCl, se sect sobre Na,SO, anhidro y se

concentrs.
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El producto crudo se purificéd

sobre gel de

produciendo 110 mg (59%) de [D-MeAla]®-[Etvall*-CsA.

HPLC tr=30.54 mn (100%)

ES/MS: m/z: 1217.6 [M+H'], 609.3 [M+2H"]

EJEMPLO 2: FPFormulaciones

invencién

Las cantidades se expresan como % p/p.

Ejemplo A:

Ciclosporina de la invencién
Glicofurol 75

Miglicol 812

Cremofor RH40

Alfa-Tocoferol

Ejemplo B:

Ciclosporina de la invencién
Tetraglicol

Captex 800

Nikkol HCO-40

Butilhidroxitolueno (BHT)

Ejemplo C:

Ciclosporina de la invencién
Glicofurol 75

Miglicol 812

Cremofor RH40

Butilhidroxianisol (BHA)

Ejemplo D:

Ciclosporina de la invencién
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Tetraglicol
Miritol
Cremofor RH40

Alfa-Tocoferol

Ejemplo E:

Ciclosporina de la invencidn
Etanol

Propilenglicol

Cremofor RH40

Monolinoleato de Glicerol

Para los componente individuales de las formulaciones A-D y

10

74.9

0.1

10

41

32

para los métodos de preparacién, ver la Solicitud de Patente

Britdnica No. 2,222.770.
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REIVINDICACIONES ¢

1. El1 uso de [D-MeAla]l®-[EtvVal]*-CsA para 1la
fabricacién de un producto medicinal destinado para el

tratamiento de infeccidn por HCV en un paciente.

2, El uso peglin la reivindicacién 1,
caracterizado porque la [D-MeAla]?- [EtVall*-CsA Be
coadministra o se administra separadamente con al menos un
segundo ingrediente que es activo contra la infeccién por
HCV, como parte de un régimen de dosificacién apropiado,
destinado para obtener los beneficios de 1la terapia de

combinacién de la infeccién por HCV en el paciente.

3. Una composicién farmacéutica que comprende [D-
MeAla]?- [EtVal]‘-CsA y un segundo ingrediente que es activo

contra la infeccién por HCV.

4. Una composicidén farmacéutica segan la
reivindicacién 3, caracterizada porque comprende ademis un
portador farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, un

diluyente.

5. Método de tratamiento de infeccifn por HCV en
un paciente, que comprende administrar al paciente una

cantidad eficaz del medicamento.

6. Método de tratamiento de conformidad con 1la
reivindicacién 5, para el tratamiento de infeccién por HCV
en un paciente, gque comprende coadministrar o administrar
separadamente como parte de un régimen de dosificacién

apropiado, destinado para obtener 1los beneficios del

52-423
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tratamiento de combinacién, cantidades eficaces de [D-
MeAla]’- [EtVal}*-CsA y de un segundo ingrediente que es

activo contra la infecci6n por HCV.
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REOSUMEN DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere al uso en el tratamiento de
infeccién por HCV, ya sea como agentes activos simples o en
combinacién con otro agente activo, de una ciclosporina que
tiene actividad de enlace incrementado a ciclofilina vy

esencialmente carece de actividad inmunodepresora.

52-423
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O any table(s) related to sequance listing {specly):

4. 0 ‘This report has been astablished as if (soma of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been consldered 1o go beyond the disclosure as flled, as Indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the description, pages

0 ihe claima, Nos.

O the drawinge, sheetadigs

O the sequence listing (apecily):

O any table{s) relaled to sequence listing (speciy):

* If item 4 applies, some or all of these shasts may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/400 {Apr] 2008)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCTAB2005002840

Box No. 1l Non-astabilahment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industirial
applicabliity

1. The questions wheather the claimed Invention appears io be novel, to Involve an Inventive step (1o be non-
abvious), or to be Indusirially applicable have not been examined In respect of:

O

the antire International application,

E claima Nos. 56
because:

a

the eald international application, or the sald claims Nos. 5-8 industrial applicabllity relate to the following
sublact matter which does not require an intemetionel preliminary examination (apeciy):

soo separate sheet

the description, clalms or drawings (indicale particuiar elements below) or sald claime Nos. are o unclear
that no maaningiul opinion could be formed (speciiy):

the ciaima, or sald clakne Nos. are 8o inadequately supporied by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify).

no International saearch report haa been established for the sald ciaimes Nos.

& meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribaed time limit;

O fumish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Inatructions, and euch Rsting was not avallabla to the intemnetional Preliminary
Examining Authority In a form and manner acceptabis to It.

0 fumieh a sequence listing In electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Adminietrative Instructions, and such listing was not avallable to the Inlemational Preliminary
Examining Authority In a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing In response to an
nviiation under Rules 13fer.1(a} or (b) and 13ier.2.

a meaningful opinion could not ba formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, lumish such tables in electronic form complying with the technical
requiremanta providad for In Annex C-bis of the Administrative Inetructions, and such tabies were not
avallable to the Intemational Preliminary Examining Authority in a form and manner acceptable to it

the tables related to the nuclectide andbr amino acid esquence lleting, if in electronic form only, do not
comply with the technical requiremants provided for In Annex C-bis of the Adminisirative Instructions.

See aeparate sheet for further detalls

Form PCTAPEA/409 (April 2006}
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o

los

Box No.V Reasoned statement under Ariicle 35(2) with regard to novelty, Inventive step or Industrial

applicabllity; cltations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes:
No:
Inventive step (IS) Yas:
No:
Industrial applicability (LA) Yeos:
No:

2. Chalions and explanations (Rule 70.7):
seo esparats shest

Form PCTAPEA/409 (April 2006)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemnational application No. ,a 4'
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2005/002940

Note: The current assessment Is based on the assumption that all claims enjoy priority rights
from the flling date of the priority document. It the later tums out that Is not correct, the
documents D5, D7 and D9 clted in the International search report could bacome relevant.

No amendments have been made to the claims. The previously expressed opinion with
regards to novelty Is therefore maintained.

Raltem it
Non-estabilishment of opinlon with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabllity

1- Clalms 5-8 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(lv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicabliity of the subject-matter of these claims (Article 34{4)(aX!)
PCT).

Ba ltem V
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or Industrial applicability;
citatione and explanations supporting such statement

2- Reference is made to the following documents:

D1 NAKAGAWAMET AL: 'Spaclﬂc.lnhlblﬂon of hepattitis C virus replication by cyclosporin
A" BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, ACADEMIC
PRESS INC. ORLANDO, FL, US, vol. 313, no. 1, 2 January 2004 (2004-01-02), pages
42-47, XP004479114 ISSN: 0006-291X

D2 WO 00/01715 A (DEBIOPHARM S.A; WENGER, ROLAND, M; MUTTER, MANFRED;
RUCKLE, THOMAS) 13 January 2000 (2000-01-13)

D3 WO 98/28328 A (RHONE-POULENC RORER S.A; BARRIERE, JEAN-CLAUDE;
BASHIARDES, GEORGES; C) 2 July 1998 (1998-07-02)

D4 WO 96/28329 A (RHONE-POULENC RORER S.A; BARRIERE, JEAN-CLAUDE;
BASHIARDES, GEORGES; C) 2 July 1898 (1998-07-02)

D5 WO 2005/021028 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS PHARMA GMBH; HIJIKATA,
MAKOTO; SHIMOTOHNQO, KUNIT) 10 March 2005 (2005-03-10)

Form PCT/Separate Sheet/400 (Ghest 1) (EPO-April 200%)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intsmational appliction No. IO .1
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/002940

D8 WATASHI KOICHI ET AL: "Cyclosporin A suppresses replication of hepatitis C virus
genome In cultured hepatocytes." HEPATOLOGY, vol. 38, no. 5, November 2003 (2003-
11), pages 1282-1288, XP008047548 ISSN: 0270-9138

D7 INQUE K ET AL: "Interferon Combined With Cyclosporine Treatment as an Effective
Countermeasure Against Hepatitis C Virus Recurrence In Liver Transplant Patients With
End-Stage Hepatitis C Virus Related Disease” TRANSPLANTATION PROCEEDINGS,
ORLANDO, FL, US, vol. 37, no. 2, March 2005 (2005-03), pages 1233-1234,
XP004860087 ISSN: 0041-1345

D8 HUBLER F ET AL: "Synthetic routes to NetXaa<4>-cyclosporin A derivatives as potential
anti-HiV | drugs®” TETRAHEDRON LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS,
AMSTERDAM, NL, vol. 41, no. 37, September 2000 (2000-09), pages 7193-71986,
XP004210230 ISSN: 0040-4039

D9 XIA WEI-LIANG ET AL: "Inhibltory effect of cyclosporine A on hepatitis B virus
replication In vitro and its possible mechanisms." HEPATOBILIARY & PANCREATIC
DISEASES INTERNATIONAL : HBPD INT. FEB 2005, vol. 4, no. 1, February 2005
(2005-02), pages 18-22, XP0023681357 ISSN: 1499-3872

D10 HANSSON M J ET AL: "The nonimmunosuppressive cyclosporin analogs NIM811 and
UNILO25 display nanomolar potencies on permeabillity transition In brain-derived
mitochondria® JOURNAL OF BIOENERGETICS AND BIOMEMBRANES, PLENUM
PUBLISHING, NEW YORK, NY, US, vol. 36, no. 4, August 2004 (2004-08), pages 407-
413, XP002330698 ISSN: 0145-479X

2.1- The relevant passages are those Indicated In the search report, unless otherwise
specified.

NOVELTY - Art. 33 (1) and (2) PCT

3- The feature "a second ingredient that Is active against HCV infaction" is not clear (Art.
6 PCT) in that It is merely deflned In terms of the result to be achleved. There are no
tachnical features to define the ingredient. Neither the feature "a second Ingredient that
Is active against HCV Infection® in the claims, nor the passage on p 20 lines 13-15 Is
restricted to any speclific agent or ingredient.

Form PCT/Beparats Shest/400 (Bhaet 2) (EPO-April 2008)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. \ ° q
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2005/002840

4- Clalms 3-4 lack novsliy In view of D2 or In view of D10.

INVENTIVE STEP - Art. 33 (1) and (3) PCT
5- Claims 1-8 lack Inventive step: .

5.1- The closest prior art Is represented by D1, which relates to the specific Inhibltion of
Hepatitls C virus replication by cyclosporin A. Furthermore, D1 suggests the use of
modified cyclosporin A, which Is less or not Inmunosuppressive.

The closest prior art differs from the pressnt application in that it does not provide the
specific cyclosporin A of the present application.

The technical effect achieved In the present application Is shown In the examples.
The objective problem posed In the present application la to provide further cyclosporin
A compounds, which are less Imnmunosuppressive and are suitable for and effective In
the treatment of HCV infection.

The solution proposed Is the use of [D-MeAla]’{EtVal]*-CsA. This cyclosporin shows an
antiviral activity about 10 times higher and a cytotoxiclty 2,5 times iess compared to CsA
as reported on table 3 p 12 (see also fig 3). According to the applicant, the Improved
virucidal activity of the cyclosporin used in the Invention prevents the rebound phase of
HCYV replicon cells.

5.2- D1 relates to the specific Inhibltign of Hepatitls C virus replication by cyclosporin A and
suggests the use of modifled cyclosporin A, which Is less or not immunosuppressive.

D2 provides cyclosporins of the present application which are effective In the treatment
of HIV and which are less Immunosupprassive and highly effective In Inhiblting HIV
infection.

Hence, In view of D1, taken in combination with D2, the skilled man would have used the
cyclosporins of D2 for the purpose of treating HCV Infection. The same applles to the
combination of D1 with D10.

Form PCT/Geparate Gheet'408 (Sheet 3) (EPO-Aprl 2006)
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REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2005/002840

It Is noted, however, that the effect obtalned In the present application (clearance of HCV
replicon) Is neither disclosed, nor suggested In any of these documents.
The same applies to the combination of D1 with D10Q.

It seems therefore that claims 1-2 and 5-8, which appear to be formally nove! over the
available prior art, could also be considered as being Inventive.

INDUSTRIAL APPLICABILITY - Art. 33 (1) and (4) PCT

6- For the assessment of the present claims 5-8 on the question whether they are
Industrially applicable, no unifled criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentability can aleo be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as Industrally applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known
compound for first use In medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separats Bheet/408 (Sheet 4) (EPO-Aprll 2005)



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Dein
ADHINIBTRACION ENCARGADA DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

Pastale in Chat PCT
Deblopharm 8.A,
Forum "sprée-demein”™ NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL INFORME DE
Chamin Mesekior 5-7 EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
1002 Lausanne (PCT Ragla 71.1)
SUISSE __
RECIERDO £. | Facha de snvio por comeo
12 de anero de 2007

o 10.01.2007
Raferencia del solicients o mandatario

DPH 0T0-PCTH AVIBO MPORTANTE
Golicud Inlarmacional No. Fecha Ge Presenteciin inlsmacional fiamesiia) Focha da Prioriiad (dis/nes/Aio)

PCTNB2005/002940 03.10.2008 01.10.2004

Soiciants

DEBIOPHARM BA

1.

El soicitants ss notificado por ests conducio do que s Adminisirackn Encargada del Examen Preiminer
intemacional tsnamils con o presente el infoma de Bamen Prefiminar intemacional y sus enexoa, al los hay,
ssimbiaciios en ks soliciud intemacional

Una copia del informe y sus ancoae, ol esdainn, sa han imnemitido & in Olicing Intamadional pars ss comunicasionss
con tockes ins Oficines elagidas.

Cuando cuskpiiers de jae Oficines alagides in requisran, is Oficing Inksnacional preparand una tneduccidn ol inglds
dal infome (pero no ds los anmos) y trenemitind e raduncidn a eees Oficines.

El solicitanio dabeni entrar a Ja fass nacional snbe cada Oficna elegkia, realizandn clortas diigancias (presamiar
traducciongs y pegar teses nacionales) deniro de ios 30 meses & partir de ln facha de pricrided (o postariorments en
aigunas Oficinas) (Aricuio 38(1)){ver tambiin el recardaiorio enviado por la Oficine Intemecional con la farma
PCTAB/301).

Cuando sa proporcions una traduccidn de la solickud inlemecional & una Oficina slegida, esa fraduccidn deband
condsner (& treduccidn de cuaiquiar anexo al informe ds Examen Praiiminer intemacioral. Es responssbilidad del
soliciianis prepamr y proporcionar dicha traduccién directemente o cada Oficing elegida inermaada.

Para mayores detalles scbre los plazos aplicebies y ios requerimianios de kas Oficinas elegiias, ver &l Valumen Il de
Ia Guila dal Solicitants dal PCT

Sa dirige la aiencidn del solicinnis o Articulo 33(5), que proporciona los criswios de noveded, activided invantiva y
splicacidn incustrial descriies en ol Articuln 33(2) a (4) (nicamenis pama los propdsiios del ecamen pralimingr
intemacional y que "cusiquicer Estado Contretanin puade aplicar un citerio adicional o diferenis con ol cbjeio de
dacidi sl en ese Esiado s Invencin relvindicads es patentable o no” (ver tamblén Articulo 27(5)). Tales criarioa
adidonalss pusden estsr relacionsdos, por ajamplo, con excepcionss de paiantablidad, requisitos de fomain,
Clarkiad y fundamanio de las mivindicaciones

Nombre y domicio postal de Ia Administracién Encargeda del | Funclonerio sutortzedo

Examan Preliminer Imemacional; OFCINA
Oficina Europea de Patomas EUROPEA DE
0-80268 Munich Ladumer, Yvan PATENTER
Tel {+495-89) 2399-0, T)c 523868 epmu d Teldfono No.: 48 B8 2389-7913

Fax: (+48-B9) 2399-4463

Forma PCT/PEAM18{Enaro 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNAGIONAL
{Capituic |1 del Tralndo de Cooperackn en Madwria de Pioniss)

(Articuio 38 y Ragla 70 del PCT)
Refarencis del scidants
mnntllrb“ ° ACCIONES ASEGUIR  Ver Fomulario FCT/APEAM18)
DPH 070-PCT/
Solcinx Inbwmadional No. Focha de Presantecin intemacionsl fdsina/fio] | Facha de Priofded (dafmeeianc)
PCTABZ2005/002640 03.10.2005 01.10.2004

Clasificacion intamacional de Prientes (IPC) o smbas, i casificedién nadcional y i IPC
INV. AB1K38/13 AB1P31/14

DEBIOPHARM 8A

1. Este 08 ol iforme del examen prefiminer intarmacional fOnTISGO Por S5t AGITINSIecion encargeda dal examen
prefiminer interacional con bass en ¢ Artficulo 35 y se ha tenamilido o solickenis cordorma al Artiauka 8.

Enta INFORME consta da un intal de 8 hojes, incluyando esia canifula

Esis informe tamblén esth acompaliado por los ANEXOS qua compranden:
o[ anviado af solicianie y a fa Oficina inlemacionsl) un total de 4 hojes, confame a Io sigulanta:

[X] ies hojas de in descripcidn, de les relvindicacionss yio de los dibujos que ss han mocdificado y qus son ka
bese da asis informe yo g hojas qua contisnen ies raciifficacionss autorizades por Administracién (ver
Ragia 70.18 y Seccidn 807 de lss instruccionss adminisimnstivas).

O] i=s hojes que estityen a las hojes snberiores, perm que esin Administrackin conaidens qus contiengn
una anmisnda que va més alll de ks exposicidn an ie solicitug inkemacional, tal como se presentd, como
wa indica en &l punio 4 de la Caslia Nim. 1 y en ks Ceslla Suplsmentara.

b.(0 (emdado dnicament a la Oficinn fnlemacional) un tolal de (indicar el tipo y ndmar—o da medios porbadares
alacininicos), que contisnen un lisiedo de sscuencies y/o ablas relacionades con al miamo, dnicemeants en
formain lsgible en computadorn, de conformidiad con lo Indicado en la Caallis Suplementaria Relacionacs
con &l Listado de Secuancias (ver Seccin 82 de iss Instrucciones Administrativas)

4, El pmasnis informe contiens indicaciones retacionadas con fas siguientas cusstionss:

B CaalBia Ndm. | Bases dal dictamen.
Caallla Nam. 1l Priorided
B<X Casille Ném. Il  Eldictemen no se formula con mepecio a la novedad, actividad Invantiva o

aplicacion industrial

Causilla NGm._ IV Faita de unkiad an la Invencién

Cosilla Nim.V  Daciarecién con exposicidn da motivos conforme al Articuio 35(2) con
respecio a la novedad, actividad invantive o aplicacién Industrist; citas y
explicacionss que sustantan dicha declaracion

Casila N0m. VI  Algunos documentos citados

Casilla NOm, VIl Algunes kmegularidades en ka sollcitud intemacional

Casllia Ndm. Vill unas chasrvaciones en la soliciud Intemacional
Facha do presentacién de la soliciud Fecha de tarminacién del presents iforme
25.07.2008 10.01.2007

Nombe ¥ domiiiv postal 68 | AGTinistracion Encargads de! | Funconano sutorzado
Examen Prefiminar Internecional Fayos,Céclle OFICINA

W; Puteries EUROPEA DE

un .

ol 40 882308 — 0 Tc 523658 epmu d Teiono No:  +40092380-2180 | PATENTES

Fmc +48 88 2399 - 4485

Forma PCTAPEAMOS (carltulaNAbrl 2005)




INFORME DE EXAMEN Solicuxd Internacionsl No.
PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD PCT/B2005002040

Canlila Ndm. I. Bases del Informe

1.  Con respecio al kdioma, sste informe se basa en
(4l In solicitud intermnacional en el kiloma en el que se presentd.

CJuns traduccidn del idioma original el sigulerte idioma,
qus @9 ¢l idioma de una treduccidn proporcionads para propéaltos de;
[ bisqueda intsmacional { con buse en lns Raglas 12.3 y 23.1(b))
] publicacién de la soficiud Intemacional { con base an le Regle 12.4)
(] examen presiiminar intemacional (con base en las Reglas 55.2 y/io 55.3)

2. Con respecio 8 los slementos* de la solictud intemacional, eate Informe se basa en (se hece
rsfarancia en esle infoime a las hofas de reemplaro que hayan sido proporcionadas a la Oficina
Recepiora en respussia a ia invitaciin con base en el Articuio 14 como “originaimente presaniadas” y
no 88 enaxan & aals raporis)

Descripclén, phginas

1, 317, 21-28 tal como se presaniaron originalments.
2,160 recibido el 25.07.2006 con u carta del 25.07.2008

Relvindicaciones, ndmeroa
18 tal como sa presentsron originaimenta.

Dibujos , hojas
1R, 212 tal como sa presentaron originaiments.

1 un istado de secuancias yio cusiquisr tabla relacianada; ver Casliia Suplementaria Relacioneds
can ol Listado da Sacuencias

3. [0 Las modificaciones diaron como resultedo la cancalacion de:

(a descripcidn, plginaa

las reivindicacionas, mimeros

los dixgos, hojes

ol lstado de secusncias (sapeciiqis):

cuaigquier tabla relacionada con el liviado de sacuendas (sapecifigue)

ooOoaa

4. []Ests Informe se ha formulado como i (sigunes de) las modificacionss adjuntas a este informe y
citadss mis edelants no ee hubleren hecho, puesio qua se congikiera que van mia ald de s

ol Estado de secuancias (eapecifique):

O

O

B los dibujas, holas

O cusiquier sbia relacionada con el istado de secuancias (eapecifique)

* En caso que splique ol punio 4, sigunas o todas esiaa hojas se pueden marcer como “sustiiuidas”

Forma PCTAPEAMOD (Al 2008)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE LA  Solcliud intsmacional No.
PATENTABILIDAD PCTAB2005K02940

Casllla Ndm. Wl £l dictamen no se formula con eepecto & la novedad, actividad Inventiva a

aplicacién Industrial

1. La cuestin respecto a saber si ol objeto de la imvencién relvindicada es novedoso, implica una activided
{rventiva (no es evidanis) o es susceptible de aplicacion Indusirial no se ha examinado en lo que se refiere

a
O
R

ol conjunio de la solichud internacional,

debido a que:

la solicitud intemacional o lms reivindicaciones Nos.5-8 en cuestidn sa relacionan el
sigulente objeto que no requiers Examsn Preliminar Internecional (precisar):

ver hoja separada

O

oo

Ia descripcidn, las relvindicaciones o los dibujos (indicando loa elementos a continuacién) o
ias ralvindicaciones Noe.en cuastidn no son claras, de manera qus no es poalble formular
una opinién vilida (precisar):

las reivindicacionss o las relvindicaciones Nos. an cueatién no setin fundadas en forma
adecuscia en s descripcién de meners que no su poalbla formular una opinidn viliida.

no se ha estableckio un informe de bisquada Intemacional pera las relvindicacionas Nos. .

No es posbie smitr una opinién significativa sin contar con ol listado de secuencies; el
soliciiante no cumplié con lo siguients dantro del plazo astablacido para elio:

O Proporcionar ei listado de secuencias en papel, sn cumplimiento con ka norma que se
proparciona en af Anexo C de las Instrucclonss administratives, ya que dicho Rstado
no eshuvo disponible pam s Adminisiracién del Examen Prelimingr Intermnaclonal en
una forma aceptable.

O Proporcionar un lisiedo do secuencies en forma slecirénica, en cumplimiento con La
nomma que sa proporciona eon ol Anaxo C de lns instruccionss adminisiretives, ya que
dicho fetado no estuvo disponible para la Adminketraciin del Examen Preliminar
Intemnacional an una forma acaptable.

O Pagarlos darechoa por presentacian tardia del listedo de secusncias sn respuests &
una Invitacién hecha conforme = ia Ragla 13ter o (b), y 13ter 2,

No ss posible emitir una opinidn significativa sin contar con las tablas que se relacionan con
of listado de secuancias; el solicitsnte no cumplid con o sigulente dantro del plaro
estmblecido psra el proporcionar las tablas en forma slectrdnica y con los requiaitos
ticnicoe establecidoa an a) Anexo C-bie de les Instrucciones ndministrativas, y dichas tablas
no estuvieron disponiblea para la Administracién dal Examen Preliminar Intemacional en
una forma aceptable

tas tabias relacionadss con el lstado de secuencis de nuciestidos y/o aminodcidos, en caso
que se encueniren dnicaments en formato legible en computadora, no cumplen con ke
requerimienios ticnicos establecidos an &l Aneo C-his de les Instrucciones Adminktratives

ver hoja separada para detallas adicionaies

Forma PCTAPEAMO0 (Abril 2008)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE LA  Solicid imemacional No.

PATENTABILIDAD

PCTNB200S0M2840

Casla NGm.V.  Declaracion con axposicion de motivos conforme &) Articuio 35(2) con respecto a la
novedad, actividad invantiva y aplicacidin industrial; clias y axplicacionss que sustentan

ssia declarachén.
1. DECLARACION

Novedad (N) 8l
NO

Actividad Inventiva (18) sl
NO

Aplicacitn industrial {IA) sl
NO

2. CITAS Y EXPLICACIONES (Regla T0.7).

ver hoja separada

Forma PCTAPEAMOD (Abril 2006}
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL BOBRE LA Solickud intamaciona No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) FCTAB2005/02040

(L

Nota: La evaluacifn actual se basa en la suposicién de que
todas las reivindicaciones disfrutan de derechcs de prioridad
a partir de la facha de presentacidén del documento de
prioridad. 8i resulta que esto (Gltimo no es correcto, los
documentos D5, D7 y D9 citados en el reporte de biiaqueda

internacional se volverian relevantes.

No se han realizado enmiendas a las reivindicaciones. Por lo
tanto, 8e mantiene la opinién expresada previamente con

respecto a la novedad.

Raspecto _al punto IIL

El dictamen no ss formula con respecto a la novedad, actividad
inventiva o aplicacién industrial

1- Las reivindicaciones 5-6 se refieren a wmateria objeto
considerada por esta Autoridad como cublerta por las
disposiciones de la Regla 67.1{iv) del PCT. Por conasiquiente,
no sge formulard opinidén con respecto a la aplicabilidad
industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones

(Articulo 34 (4) (a) (I} del PCT).

Farma PCT/vojs seperscaiPEAMOS (Haja 1) (Oficine Eurcpes de Pulenies — Abrll 2005)
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Raspacto al ipclmo V

Daclaracién con exposicién de motivos conforms al Articulo 35(2)
con respecto a la novedad, actividad inventiva y aplicacién
industrial; citas y explicaciones que sustentan aeata
declaracién.

2- Se hace referencia a los siguientes documentos:

Dl NAKAGAWA M ET AL: "Specific inhibition of hepatitis C
virus replication by cyclosporin A" BIOCHEMICAL AND
BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL., US, vol. 313, No. 1, 2 enero 2004 (2004-01-02),

plginas 42-47, XP00447%114 ISNN: 0006-291X

D2 WO 00/01715 A (DEBIOPHARM S8.A; WENGER, ROLAND, M;

MUTTER, MANFRED; RUCKLE, THOMAS) 13 de Enero 2000 (2000-01-13)

D3 WO 98/28328 A (RHONE-POULENC RORER $.A.; BARRIERE, JEAN-
CLAUDE; BASHIARDES, GEORGES; C) 2 Julio 1998 (1998-07-02)

D4 WO 98/28329 A (RHONE-POULENC RORER 5.A.; BARRIERE, JRAN-
CLAUDE; BASHTARDES, GEORGES; C) 2 Julio 1998 (1998-07-02)

D5 WO 2005/021028 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS PHARMA GMBH;
HLJIKATA, MAKOTO; SHIMOTOHNO, KDNIT) 10 Marzc 2005 (2005-03-10}

D6 WATASHI KOICHI ET AL: "Cyclosporin A suppresses
replication of  Thepatitis C virus genome in cultured

hepatocytes”, HEPATOLOGY, vol. 38, no. 5, Noviembre 2003

Forma PCTihejs sepands/IPEAMOD (Hoje 2) (Oficing Evrepan de Palmntes — Alxll 2003)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL 80BRE LA  Soficiud intemacional No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCTAB2005/002940

{2003-11), péginas 1283-1288, XP009047548 ISSN: 0270-9139

D7 INQUE K ET AL: "Interferon Combined With Cyclosporine
Treatment as an Effective Countermeasure Against Hepatitis C
Virus Recurrence in Liver Transplant Patients With End-Stage
Hepatitis C Viruse Related Disease" TRANSPLANTATION
PROCEEDINGS, ORLANDO, FL., US, wvol. 37, no. 2, Marzo 2005
(2005-03), pfginas 1233-1234, XPDO4B600B7 ISSN: 0041-1345

D8 HUBLER F ET AL: "Synthetic routes to
NetXaac4>cyclosporin A derivatives as potential anti-HIV I
drugs" TETRAHEDRON LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS,
AMSTERDAM, NL, vol. 41, no. 137, Septiembre 2000 (2000-09),

piginas 71%3-7196, XP004210230 ISSN: 0040-4039

D9 XIA WEI-LIANG ET AL: "Inhibitory effact of cyclosporine
A on hepatitis B virus replication in vitro and its possible
mechanisme”. HEPATOBILIARY [} PANCREATIC DISEASES
INTERNATIONAL: HBPD INT. FEB 2005, vol. 4, no. 1, Febrero 2005
{2005-02), pAginas 18-23, XP0Q2361357 ISSN: 1499-3872

D10 HANSSON M J ET AL: "The nonimmunosuppressive cyclosporin
analogs NIM8ll and UNIL0O25 display nanomolar potencies on
pexmeability transition in brain-derived mitochondria™ JOURNAL
OF BIOENERGETICS AND BIOMEMBRANES, PLENUM PUBLISHING, NEW
YORK, NY, US, vol. 36, no. 4, Agostc 2004 (2004-08), péginas

407-413, XP002330699 ISSN: 0145-479X

Forma PCThoje saparade/PEAMDD (Hojs 3) (Oficine Furopes de Pateniss — Al 2008)
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2.1- Los pasajes relevantes sBon aquellos indicados en el

reporte de biisquada, excepto que se espacifique de otro modo.

NOVEDAD - Art. 33 (1) y (2) del PCT

3- La caracteristica "un segundo ingrediente que es activoe
contra la infeccifn por HCV"® no es clara (Art. 6 del PCT)
porgue solamente se define en términoes del resultado gque se va
a lograr. No existen caracteristicas técnicas para definir el
ingrediente. Ni la caracteristica "un segqundo ingrediente que
es activo contra la infeccién por  HCV" en las
reivindicaciones, ni el pasaje en la pigina 20, lineas 13-15

est8 restringida a algiin agente o ingrediente especifico.

4- Las reivindicaciones 3-4 carecen de novedad en viseta de

D2 o en vista de D10.

ACTIVIDAD INVENTIVA - Art. 33 (1) y (3) dal PCT
5- Las relvindicaciones 1-6 carecen de actividad inventiva:

5.1- La técnica anterior m&s parecida eetd representada por
D1, que @e refiere a 1la inhibicién especifica de 1la
replicacién del virua de la Hepatitis € por ciclosporina A.
AdemSs, D1 sugiere el uso de ciclosporina A modificada, que es

menos o nada inmunosupresora.

La técnica anterior mids parecida difiere de la presente
golicitud en que no proporciona la ciclosporina A especifica

de la presente solicitud.

Forma PCT/Mojs soparadaiPEAMOO (Hola 4) {Oficing Europos da Paiamas — Abril 2006)
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El efecto técnico leogrado en la presente policitud se muestra

en los ejemplos.

El problema objetivo presentado en la presente asolicitud es
proporcionar compuestos adicionales de ciclosporina A, que son
menos inmunosupresores y s8on adecuades y efectivos en el

tratamiento de la infsccién por HCV.

La polucién propuesta es el uso de [D-MeAla)]'-[EtVal)'-CaA.
Esta ciclosporina muestra una actividad antiviral
aproximadamente 10 veces mis alta y una toxicidad 2.5 veces
menor comparada a CshA, como se reporta en la Tabla 3, pégina
12 (ver también figqura 3). Da acuerdc al solicitante, la
actividad wviricida de 1la cicleosporina utilizada en la
invencién, previene 1la fase de zrebote de las células

replicones de HCV.

5.2- D1 se refiere a 1la inhibicién especifica de 1la
replicacién del virue de Hepatitis C por ciclosporina A y
sugiere el uso de ciclosz;orinn A modificada, gue es menos o

nade inmunosupresora.

D2 proporciona ciclosporinas de la presente solicitud, gue som
efectivas en el tratamiento de VIH y que son manos
inmunosupresoras y muy efectivas para inhibir l1la infeccién por

VIH.

Agqui, en vista de D1, tomado en combinacién con D2, la perasana

experta habria utilizado las ciclosporinas de D2 para fines de

Forma PCT/aje separacla/IPEAMOS (Hojn §) (Oficine Europea de Paieniss - Alxil 2003)
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tratamiento de infeccién por HCV. Lo mismo se aplica a la

combinacién de D1 con D10.

8in embargo, se observa que el efecto obtenido en la presente
solicitud (eliminacién del replicén de HCV) no se describe, ni

se pugiere en ninguno de estos documentos.
Lo miemo se aplica a la combinacifn de D1 con D10.

Por lo tanto, parece que las reivindicaciones 1-2 y 5-6, que
parecen ser formalmente nuevas scbre la técnica anterior

disponible, también podrian considerarse como inventivas.
APLICABILIDAD INDUSTRIAL - Art. 33 (1) y (4) del PCT

6- Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 5-6
gobre la cueetién de ei son industrialmente aplicables, no
existen criterios unificados en los Estados Contratantes del
PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacién
de las relvindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce Como
industrialmente aplicable la materia objeto de reivindicaciones
paxa el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero puade
permitir, sin embargo, reivindicaciones para un compuesto
conocido, para el primer uso en el tratamiento wmédico y el uso
de tal compuesto para la fabricacién de un medicamento para un

nuevo tratamiento médico.

Forma PCT/Avie separce/PEAMOD (Hoja 6) (Oficine Evropes de Paianiss ~ Abrll 2005)
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. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
21) N de schicituct (51) Int C
22) Fecha de soliciud: (71)8olcitania(s) DEBIOPHARM S.A.
@30) Y No.Prioridad (2) Feche (33) Puis|(72)inventories) SCALFARO Pietro,
Priorkiad DUMONT, Jean-Maurice,
VUAGNIALIX, Grégoire
MAUVERNAY, Rolland-Yves
PCTAB2004003205 01-10-04 B
(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO
VILLEGAS
05)  Fecha timite inicio fase naciondl: _ 0105-2007 [&7) _ Publicackn intemaciond
(85)  Datou relativos ala pressniacidn de ia sollitad PCT Feche: 13-04-08  Fecha [dd/mmiaa)
Facha do presentacién de la salldtut: ~~ 03—10-05 N* publicacién: WO 20000038088 A1

No. de solicihud  PCTAB200502940

) Tda  USO DE [D-MEALAJ3-[ETVALU-CICLOSPORINA PARA EL TRATAMIENTO DE INFECCION POR
HEPATITIS C Y COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE LA [D-MEALAP-IETVALK-
CICLOSPORINA

Resumen - Reivindicacion(ea):

Una composicién farmacéutica que comprende [D-MeAlal*-{EtVal]*CsA y un segundo
ingrediente que es activo contra la infeccibn por HCV, ademés un portador
farmacéuticamente aceptable y, opcionalments, un diluyente. El uso de un producto
medicinal que contienen [D-MeAla]’{EtVal[*-CsA para tratar infeccibn por HCV en un
paciente.

El producto medicinal qus contiene [D-MeAla]*{EtVal]*-CsA se coadministra © se administra
separadamente con al menos un segundo ingrediente que es activo contra la infeccién por
HCV, como parte de un régimen de dosificacién apropiado, destinado para obtener los
beneficios de la terapia de combinacién contra la infeccidn por HCV en el paciente.
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Doctor (a)
DELGADO VILLEGAS JAIME

REFPERENCIA Radicacitn Mo. 07 32692
Bolicitud internacional PCT/IB2005/0032940
Fecha inicio fase nacional 01/05/2007

Trimite 11

Evento 79

Actuacién 430 . 07935
oficio No. e

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisisn 486 de la Comisién de la Coomnidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamemto y Circular
fnica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La pgolicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declsiém 486. Cuando Be trate de documentos otorgados en el extranjero, deben
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del C6digo
de Procedimiento Ciwvil.

2. La eolicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del C&6digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmentes, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacifm leagal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
perscna juridica.

En cumplimientc de lo dispuesto por el articulo 39 de la DecisiSn 486, =me le
requlere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunclados.
En casco de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
congsiderarf abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficioc conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Mtu»“*—,
CLARA C JAIMES
Jafe da 1 visi6n de Nuevas Creacliones (E)

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de

fecha E III Eﬂﬂ? .
adpall o



