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DESCRIPCION
Mutantes de resistencia de la proteasa NS3/4A de HCV.
Campo de lainvencién
La presente invencion se refiere a mutantes de resistencia de la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C.
Antecedentes de la técnica relacionada

La infeccidn por el virus de la hepatitis C (“HCV”) es un problema médico humano apremiante. Se reconoce al HCV
como el agente causativo de la mayoria de los casos de hepatitis no-A, no-B, con una seroprevalencia en humanos
calculada del 3% a nivel global [A. Alberti et al., “Natural History of Hepatitis C”, J. Hepatology, 31 (supl. 1), pp. 17-24
(1999)]. Casi cuatro millones de individuos pueden estar infectados s6lo en EEUU [M.J. Alter et al.,, “The
Epidemiology of Viral Hepatitis in the United States, Gastroenterol. Clin. North Am., 23, pp. 437-455 (1994); M.J.
Alter, “Hepatitis C Virus Infection in the United States”, J. Hepatology, 31 (supl. 1), pp. 88-91 (1999)].

Tras la primera exposicién al HCV sélo aproximadamente 20% de los individuos infectados desarrollan una hepatitis
clinica aguda, mientras que otros no desarrollan sintomas externos significativos de la infeccion. Sin embargo, en
casi 70% de los casos, el virus establece una infeccion crénica que persiste durante décadas [S. Iwarson, “The
Natural Course of Chronic Hepatitis”, FEMS Microbiology Reviews, 14, pp. 201-204 (1994); D. Lavanchy, “Global
Surveillance and Control of Hepatitis C”, J. Viral Hepatitis, 6, pp. 35-47 (1999)]. Esto habitualmente produce una
inflamacién hepatica recurrente y progresivamente agravante que a menudo conduce a estados de la enfermedad
mas graves, tales como cirrosis y carcinoma hepatocelular [M.C. Kew, “Hepatitis C and Hepatocellular Carcinoma”,
FEMS Microbiology Reviews, 14, pp. 211-220 (1994); I. Saito et al., “Hepatitis C Virus Infection is Associated with the
Development of Hepatocellular Carcinoma”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, pp. 6547-6549 (1990)]. Por desgracia,
no existen tratamientos ampliamente eficaces para el avance debilitante del HCV cronico.

El genoma de HCV codifica una poliproteina de 3010-3033 aminoécidos [Q.L. Choo et al., “Genetic Organization and
Diversity of the Hepatitis C Virus”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, pp. 2451-2455 (1991); N. Kato et al., “Molecular
Cloning of the Human Hepatitis C Virus Genome From Japanese Patients with Non-A, Non-B Hepatitis”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87, pp. 9524-9528 (1990); A. Takamizawa et al., “Structure and Organization of the Hepatitis C Virus
Genome |Isolated From Human Carriers”, J. Virol., 65, pp. 1105-1113 (1991)]. Se cree que las proteinas no
estructurales (NS) del HCV proporcionan la maquinaria catalitica esencial para la replicacién virica. Las proteinas
NS surgen por la ruptura proteolitica de la poliproteina [R. Bartenschlager et al., “Nonstructural Protein 3 of the
Hepatitis C Virus Encodes a Serine-Type Proteinase Required for Cleavage at the NS3/4 and NS4/5 Junctions”, J.
Virol., 67, pp. 3835-3844 (1993); A. Grakoui et al., “Characterization of the Hepatitis C Virus-Encoded Serine
Proteinase: Determination of Proteinase-Dependent Polyprotein Cleavage Sites”, J. Virol., 67, pp. 2832-2843 (1993);
A. Grakoui et al., “Expression and Identification of Hepatitis C Virus Polyprotein Cleavage Products”, J. Virol., 67, pp.
1385-1395 (1993); L. Tomei et al., “NS3 is a serine protease required for processing of hepatitis C virus polyprotein”,
J. Virol., 67, pp. 4017-4026 (1993)].

La proteina NS 3 (NS3) de HCV contiene actividad serina proteasa que procesa la poliproteina virica para generar la
mayoria de las enzimas viricas, y es fundamental para la replicacién y la infectividad virica. Se ha demostrado que
los primeros 181 aminoacidos de NS3 (restos 1027-1207 de la poliproteina virica) contienen el dominio de serina
proteasa de NS3 que procesa los cuatros sitios cadena debajo de la poliproteina de HCV [C. Lin et al., “Hepatitis C
Virus NS3 Serine Proteinase: Trans-Cleavage Requirements and Processing Kinetics”, J. Virol., 68, pp. 8147-8157
(1994)]. Las sustituciones de la triada catalitica de la serina proteasa NS3 de HCV producen la pérdida de la
replicacién y la infectividad viricas en chimpancés [A.A. Kolykhalov et al., “Hepatitis C virus-encoded enzymatic
activities and conserved RNA elements in the 3’ nontranslated region are essential for virus replication in vivo”, J.
Virol., 74:2046-2051]. Se sabe que las mutaciones en la proteasa NS3 del virus de la fiebre amarilla disminuyen la
infectividad virica [Chambers, T.J., et al., “Evidence that the N-terminal Domain of Nonstructural Protein NS3 From
Yellow Fever Virus is a Serine Protease Responsible for Site-Specific Cleavages in the Viral Polyprotein”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87, pp. 8898-8902 (1990)].

La serina proteasa NS3 de HCV y su cofactor asociado, NS4A, procesa la region de las proteinas no estructurales
viricas para producir proteinas no estructurales individuales [C. Failla et al., “An amino-terminal domain of the
hepatitis C virus NS3 protease is essential for interaction with NS4A”, J. Virol., 69, pp. 1769-1777; Y. Tanji et al.,
“Hepatitis C virus-encoded nonstructural protein NS4A has versatile functions in viral protein processing”, J. Virol.,
69, pp. 1575-1581; C. Lin et al., “A central region in the hepatitis C virus NS4A protein allows formation of an active
NS3-NS4A serine proteinase complex in vivo and in vitro”, J. Virol., 69, pp. 4373-4380], y es fundamental para la
replicacién virica. Este procesamiento parece ser analogo al que lleva a cabo la aspartil proteasa del virus de la
inmunodeficiencia humana, que también esta implicada en el procesamiento de proteinas viricas. Los inhibidores de
la proteasa del VIH, que inhiben el procesamiento de proteinas viricas, son potentes agentes antiviricos en seres
humanos, lo cual indica que la interrupcion de esta etapa del ciclo vital del virus produce agentes terapéuticamente
activos. Por consiguiente, es una diana atractiva para el descubrimiento de farmacos. Véase, por ejemplo, Lahm et
al., Curr. Drug Targets, 3, pp. 281-296 (2002), que describe la proteasa NS3 de HCV como una diana potencial para
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el desarrollo de inhibidores de molécula pequefia.

En la técnica anterior se han descritos varios inhibidores de la proteasa de HCV potenciales [publicaciones PCT n°
WO 02/18369, WO 02/08244, WO 00/09588, WO 00/09543, WO 99/64442, WO 90/07733, WO 99/07734, WO
99/50230, WO 98/46630, WO 98/17679 y WO 97/43310, patente de EEUU 5.990.276, M. Llinas-Brunet et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 8, pp. 1713-1718 (1998); W. Han et al., Bioor. Med. Chem. Lett., 10, 711-713 (2000); R. Dunsdon
et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 10, pp. 1571-1579 (2000); M. Llinas-Brunet et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,10, pp.
2267-2270 (2000); y S. LaPlante et al., Bioorg. Med. Lett., 10, pp. 2271-2274 (2000)]. Sin embargo, no se sabe si
estos compuestos tendrian los perfiles apropiados para ser farmacos aceptables. Ademas, es posible que la
proteasa de HCV se haga resistente a un farmaco que, por lo demas, sea aceptable. Se han descrito mutantes de
proteasa. Véase, por ejemplo, Trozzi et al., J. Virol., 77, pp. 3669-3679 (2003), que describe una proteasa NS3/4A
de HCV que tiene una mutacion puntual en la posicion 168, y la publicacion de patente internacional WO
2004/039970, que describe proteasas NS3/4A de HCV que tienen sustituciones, por ejemplo, en las posiciones de
los aminoécidos, 26, 41, 71, 89, 101, 150, 155, 168, 176 o0 179.

Por tanto, el conocimiento actual del HCV no ha conducido a ningin agente o tratamiento anti-HCV satisfactorio. La
Unica terapia establecida para la enfermedad del HCV es un tratamiento basado en interferén alfa. Sin embargo, los
interferones alfa tienen significativos efectos secundarios [M.A. Walker et al., “Hepatitis C Virus: An Overview of
Current Approaches and Progress”, DDT, 4, pp. 518-529 (1999); D. Moradpour et al., “Current and Evolving
Therapies for Hepatitis C”, Eur. J. Gastroenterol. Hepatol., 11, pp. 1199-1202 (1999); H.L.A. Janssen et al., “Suicide
Associated with Alpha-Interferon Therapy for Chronic Viral Hepatitis”, J. Hepatol., 21, pp. 241-243 (1994); P.F.
Renault et al., “Side Effects of Alpha Interferon”, Seminars in Liver Disease, 9, pp. 273-277 (1989)] e inducen una
remision a largo plazo sélo en una parte (aproximadamente 25%) de los casos [O. Weiland, “Interferon Therapy in
Chronic Hepatitis C Virus Infection”, FEMS Microbiol. Rev., 14, pp. 279-288 (1994)]. El estado actual de la atencion,
consistente en el interferén alfa pegilado en combinacion con ribavirina, produce aproximadamente 40-50% de
respuesta virica sostenida (SVR) en pacientes infectados con el genotipo |, que constituye 70% de los pacientes con
hepatitis C crénica en los paises desarrollados, y 80% de SVR en pacientes infectados con HCV de genotipo 2 0 3
[J.G. McHutchison et al., N. Engl. J. Med., 339:1485-1492 (1998); G.L. Davis et al., N. Engl. J. Med., 339:1493-1499
(1998)]. Ademas, la perspectiva de vacunas anti-HCV eficaces sigue siendo incierta.

Por tanto, son necesarias terapias anti-HCV mas eficaces, en particular compuestos que inhiban la proteasa NS3 de
HCV. Estos compuestos pueden ser Utiles como agentes antiviricos, en particular como agentes anti-HCV. Un
conocimiento de los mutantes de resistencia de HCV supondria un avance hacia tratamientos del HCV eficaces.

Sumario de lainvencion
La presente invencion se refiere a mutantes de resistencia a la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C.

Asi, en ciertos aspectos, la invencién se refiere a polinucleétidos de HCV aislados que codifican proteasas NS3/4A
de HCV mutantes, o sus analogos o fragmentos biol6gicamente activos, en los que el codén que corresponde al
codon 156 del polinucleétido de tipo salvaje y/o el coddn que corresponde al codén 168 del polinucledtido de tipo
salvaje estd mutado de modo que no codifica una alanina en 156 y/o un acido aspartico en 168. Los ejemplos de
dichas mutaciones se describen en la presente, e incluyen polinucleétidos en los que el codon que corresponde al
156 del polinucledtido de tipo salvaje codifica una serina, una valina o una treonina. Otros ejemplos de realizaciones
incluyen polinucleétidos en los que el codon del polinucleétido que corresponde al codén 168 del polinucleétido de
tipo salvaje codifica un acido aspartico, un acido glutdmico, una alanina, una glicina, o una tirosina. Se contempla
especificamente cualquier combinacién de mutaciones en el codén 156 y 168. La proteasa NS3/4A del HCV de tipo
salvaje es muy conocida por los expertos en la técnica. Esta codificada por una secuencia polinucleotidica de SEQ
ID NO:1. Esta secuencia polinuclectidica codifica una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

También se contemplan en la presente los polipéptidos, o sus fragmentos biolégicamente activos, que son
codificados por los polinucleétidos descritos en la presente. Ademas, la invencion incluye vectores que comprenden
estos polinucleétidos, células hospedantes que se han transformado o transfectado con dichos polinucledtidos, y
lineas celulares que comprenden dichos polinucledtidos. Los métodos y las composiciones para fabricar dichos
vectores, para transformar células hospedantes, y para preparar lineas celulares son técnicas habituales y
convencionales conocidas por los expertos en la técnica. Los variantes de HCV aislados que comprenden las
proteinas o los polinucledtidos mutantes descritos en la presente también son parte de la presente invencion.

En la presente también se contemplan composiciones que comprenden los polinucledtidos o las proteinas por si
solos, 0 en combinacion con otras composiciones y componentes.

La invencion describe un método para detectar la presencia de HCV resistente a farmacos en una muestra biolégica,
gue comprende detectar la presencia de un polinucleétido descrito en el presente. Generalmente, dichos métodos
comprenden obtener o aislar el polinucleétido de la muestra; determinar la secuencia del polinucleétido; y evaluar si
esta presente en el polinucleétido una mutacion asociada a la resistencia, tal como una o mas de las mutaciones
descritas en la presente (por ejemplo, una que codifique serina, valina o treonina en un resto que se corresponde
con el resto 156 y/o que codifique acido glutdmico, valina, alanina, glicina o tirosina en un resto que se corresponde
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con el resto 168 de la proteasa NS3/4A de HCV de tipo salvaje).

También se contemplan métodos para determinar o diagnosticar si una infeccion por HCV en un paciente es
resistente a farmacos, que comprenden recoger una muestra biolégica del paciente infectado por HCV; y evaluar si
la muestra plasmatica contiene acidos nucleicos que codifican una proteasa NS3/4A de HCV mutante, en el que la
presencia de la proteasa NS3/4A de HCV mutante indica que el paciente tiene una infeccion de HCV resistente a
farmacos.

Otros aspectos contemplan métodos para evaluar si un paciente infectado por HCV tiene una menor sensibilidad o
susceptibilidad a VX-950, que comprenden evaluar si el paciente tiene un ADN de proteasa NS3/4A del virus de la
hepatitis C que tenga una mutacion en el codén que codifica el resto 156 de la proteasa NS3/4A del virus de la
hepatitis C de tipo salvaje.

Otros aspectos se dirigen a métodos para evaluar si un paciente infectado por HCV tiene una menor sensibilidad o
susceptibilidad a un inhibidor de proteasas, que comprenden evaluar si el paciente tiene un ADN de proteasa
NS3/4A del virus de la hepatitis C que tenga una mutacion en el codon que codifica el resto 156 de la proteasa
NS3/4A del virus de la hepatitis C de tipo salvaje.

La invencién también contempla métodos para evaluar un inhibidor de HCV candidato o potencial, que comprenden
introducir un vector que comprende un polinucleétido de la invencién y un gen indicador que codifica un indicador en
una célula hospedante; cultivar la célula hospedante; y medir el indicador en presencia del inhibidor y en ausencia
del inhibidor.

Otros métodos ensayan compuestos para su actividad contra HCV proporcionando una proteasa mutante descrita
en la presente y un sustrato de proteasa; poniendo en contacto la proteasa con un inhibidor candidato o potencial en
presencia del sustrato; y evaluando o midiendo la inhibicién de la actividad proteolitica de la proteasa.

Otros aspectos proporcionan métodos para identificar un compuesto como inhibidor de una proteasa resistente a
farmacos descrita en la presente, ensayando la actividad dicha proteasa en ausencia del compuesto; ensayando la
actividad de la proteasa en presencia del compuesto; comparando los resultados del ensayo realizado en presencia
y en ausencia del compuesto, en los que cualquier disminucién en la actividad proteasa como resultado de la
presencia del compuesto indica que el compuesto es un inhibidor de la proteasa.

También se describen métodos para identificar compuestos que son capaces de rescatar la actividad de VX-950,
cuando una proteasa NS3/4A se ha hecho resistente a VX-950, en los que la proteasa resistente se pone en
contacto con el compuesto; y se evalla la capacidad de VX-950 para inhibir la actividad de la proteasa en presencia
de ese compuesto.

La presente invencion aprovecha el hecho de que la estructura tridimensional de la proteasa NS3/4A ha sido
resuelta (véase, por ejemplo, el documento WO 98/11134). Utilizando estas técnicas y las indicaciones de la
presente invencion se obtiene un modelo tridimensional de la proteasa resistente de la invencion; se disefian o se
seleccionan compuestos para que interaccionen con la estructura tridimensional de la proteasa mutante, y se evalua
la capacidad del compuesto para unirse o interaccionar con la proteasa (por ejemplo, mediante la formacién de
modelos moleculares). Los ejemplos de modelos tridimensionales se basan en la estructura cristalina de rayos X
(figura 1 y figura 2) de la proteasa NS3/4A. Estos modelos pueden obtenerse mediante métodos informaticos o
mediante cristalografia de rayos X. Estas evaluaciones pueden compararse con las evaluaciones determinadas a
partir de una proteasa de tipo salvaje.

El compuesto puede identificarse a partir de un banco de quimica combinatoria o puede prepararse mediante un
disefio racional de farmacos. En ejemplos de realizaciones, el compuesto es un compuesto preparado mediante un
disefio racional de farmacos y se deriva de la estructura de VX-950. En ejemplos de realizaciones, el compuesto
identificado se formula en una composicion que comprende el compuesto y un vehiculo, adyuvante o portador
farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, la composiciéon contiene el compuesto en una cantidad eficaz para
inhibir la serina proteasa NS3/4A. Aun mas preferiblemente, la composicion se formula para la administracién a un
paciente. Las composiciones también pueden comprender un agente adicional seleccionado de un agente
inmunomodulador; un agente antivirico; un segundo inhibidor de la proteasa de HCV; un inhibidor de otra diana en el
ciclo vital del HCV; un inhibidor del citocromo P450; o sus combinaciones.

Otros métodos de la invencion contemplan la inhibicion de la actividad de una proteasa NS3/4A de la hepatitis C,
que comprende la etapa de poner en contacto la serina proteasa con dicho compuesto o composicién. Otros
aspectos contemplan métodos para tratar una infeccibn por HCV en un paciente, que comprende la etapa de
administar al paciente dicho compuesto o composicion.

Otros aspectos adicionales contemplan métodos para tratar o reducir una infeccién por HCV en un paciente, que
comprenden determinar si el paciente tiene una infeccion por HCV que sea resistente a la terapia utilizando un
método descrito en la presente que se basa en la deteccidn de las mutaciones descritas, y tratar al paciente con una
composicién o una terapia dirigida al tratamiento del HCV resistente a farmacos.
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Otros aspectos adicionales describen métodos para eliminar o reducir la contaminacion por HCV de una muestra
bioldgica o un equipo médico o de laboratorio, que comprenden la etapa de poner en contacto la muestra biolégica o
el equipo médico o de laboratorio con un compuesto identificado segln se describe en la presente. En otras
realizaciones, la muestra biolégica o el equipo médico o de laboratorio esta contaminado con una cepa resistente a
farmacos de HCV, segun se determina mediante los métodos de determinacion descritos en la presente.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada. Sin
embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican las realizaciones
preferidas de la invencion, se ofrecen s6lo como ilustracion, ya que diversos cambios y modificaciones dentro del
alcance de la invencién seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de esta descripcién detallada.

Breve descripcién de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para ilustrar mas a fondo los
aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor haciendo referencia a los dibujos, en
combinacion con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en la presente.

Figura 1: Estructura de rayos X de los dos complejos de inhibidor de proteasas (PI)-proteasa NS3 de HCV de BILN
2061 y VX-950. Se resolvieron dos estructuras co-complejas y se superpusieron (VX-950 en azul y BILN 2061 en
rojo). Tres restos mostrados con el modelo de bolas y varillas (R123, R155 y D168) forman puentes salinos en la
estructura BILN 2061, pero no en la estructura de VX-950. La eliminacion de la carga negativa en D168 da como
resultado la falta de restriccion de R155 y la consiguiente pérdida del apilamiento con el P2 grande de BILN 2061 y
un aumento en el coste de la desolvatacion. R155 no es restringido por D168 en la estructura de VX-950, y la
mutacon de D168V no afecta a su union.

Figura 2: La mutacion A156S provoca la falta de unién debido a un choque estérico con VX-950, pero no con BILN
2061. Se muestran las estructuras de rayos X de VX-950 (arriba a la izquierda, en azul) o BILN 2061 (abajo a la
izquierda, en rojo), con A156 de tipo salvaje destacada en amarillo. Se muestran modelos de la mutacion A156S (en
gris) con VX-950 (arriba a la derecha, en azul) o BILN 2061 (abajo a la derecha, en rojo). Se consideraron todos los
angulos torsionales permitidos para la cadena lateral de la serina en el resto mutado.

Figura 3: La mutacion A156V provoca la falta de unién de los Pl debido a un choque estérico con VX-950 o BILN
2061. Se muestran modelos de la mutacion A156V (en verde) con VX-950 (izquierda, en azul) o BILN 2061
(derecha, en rojo).

Figura 4: Estructuras quimicas de VX-950 (A) y BILN 2061 (B).

Figura 5: Desarrollo de células con replicones de HCV que son resistentes a VX-950. Células con replicones
subgendmicos de Conl HCV se transfirieron en serie en presencia de G418 y concentraciones crecientes de VX-950
(A), tal como se describe en la seccidon de materiales y métodos. Las células con replicones se dividieron y se afiadié
PI fresco al medio dos veces semanales. El area sombreada indica el periodo de tiempo en el que las células con
replicones no crecieron 0 presentaron un pequefio crecimiento global, acompafiado de una muerte celular masiva
concurrente. Se extrajo el ARN celular total de las células con replicones en diversos momentos (indicados por las
flechas) durante la seleccion de resistencia, y el producto de una RT-PCR que cubre la serina proteasa NS3 de HCV
se secuencia directamente o después de ser subclonado en el vector TA. Se determinaron los valores de CI50 de
VX-950 contra la serie A o las células con replicones de tipo salvaje en el dia 56, con un ensayo de 48 horas
convencional (B).

Figura 6: 5: Desarrollo de células con replicones de HCV que son resistentes a BILN 2061. Células con replicones
subgendmicos de Conl HCV se transfirieron en serie en presencia de G418 y concentraciones crecientes de BILN
2061 (A), tal como se describe en la seccion de materiales y métodos. Las células con replicones se dividieron y se
afiadio PI fresco al medio dos veces semanales. El area sombreada indica el periodo de tiempo en el que las células
con replicones no crecieron 0 presentaron un pequefio crecimiento global, acompafiado de una muerte celular
masiva concurrente. Se extrajo el ARN celular total de las células con replicones en diversos momentos (indicados
por las flechas) durante la seleccién de resistencia, y el producto de una RT-PCR que cubre la serina proteasa NS3
de HCV se secuencia directamente o después de ser subclonado en el vector TA. Se determinaron los valores de
CI50 de BILN 2061 contra la serie B o las células con replicones de tipo salvaje en el dia 59, con un ensayo de 48
horas convencional (B).

Figura 7: Modelos de complejos de proteasa:inhibidor. La proteina se muestra como una ilustracion basada en su
estructura secundaria en color gris claro. Los inhibidores se muestran utilizando el modelo de bolas y varillas (VX-
950 en morado, y BILN 2061 en amarillo) con los nitrégenos de color azul, los oxigenos de color rojo, y el azufre de
color naranja. Las cadenas laterales de los restos clave se muestra como varillas con diferentes colores: Alal56
(verde), Aspl168 (naranja), y Argl23 (naranja). La cadena lateral de Arg155 del modelo de BILN 2061:proteasa se
muestra en azul cian y la del modelo de VX-950:proteasa en naranja. Estas cadenas laterales estan destacadas
mediante superficies punteadas. La triada catalitica, Ser139, His57 y Asp81, se muestra en gris (la figura ha sido
creada por PyMOL Molecular Graphics Systemas, DeLano Scientific LLC, San Carlos, California, EEUU, Copyright®
1998-2003).
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Figura 8: Desarrollo de replicones de resistencia doble a partir de células con replicones resistentes a VX-950. (A)
Las células con replicones resistentes a VX-950 se transfirieron en serie en presencia de G418 0,25 mg/ml, VX-950
14 uM, y concentraciones crecientes de BILN 2061. Las células con replicones se dividieron y se afiadié VX-950 y
BILN 2061 fresco al medio dos veces semanales, segun indican los rectangulos y los triangulos negros,
respectivamente. Se extrajo el ARN celular total de las células con replicones en el dia 32 durante la seleccién de
resistencia, y el producto de una RT-PCR que cubre la serina proteasa NS3 de HCV se secuencia directamente o
después de ser subclonado en el vector TA. (B) Se muestra la titulacion de VX-950 contra células con replicones de
la serie A (resistente a VX-950) (rectangulos negros) o la serie C (resistencia doble) (rectangulos blancos) en el dia
52 por VX-950. Se determind el nivel de ARN de HCV después de una incubacion durante 48 h con VX-950. (C) Se
muestra la titulacion de BILN 2061 contra células con replicones de la serie A (resistente a VX-950) (tridngulos
negros) o la serie C (resistencia doble) (triangulos blancos) en el dia 52 por BILN 2061. Se determind el nivel de
ARN de HCV después de una incubacion durante 48 h con BILN 2061.

Figura 9: Desarrollo de replicones de resistencia doble a partir de células con replicones resistentes a BILN 2061. (A)
Las células con replicones resistentes a BILN 2061 se transfirieron en serie en presencia de G418 0,25 mg/ml, VX-
950 7 0 14 uM, y concentraciones crecientes de BILN 2061. Las células con replicones se dividieron y se afadio VX-
950 y BILN 2061 fresco al medio dos veces semanales, segun indican los rectangulos y los tridngulos negros,
respectivamente. Se extrajo el ARN celular total de las células con replicones en el dia 32 durante la seleccion de
resistencia, y el producto de una RT-PCR que cubre la serina proteasa NS3 de HCV se secuencia directamente o
después de ser subclonado en el vector TA. (B) Se muestra la titulacion de VX-950 contra células con replicones de
la serie B (resistente a BILN 2061) (rectangulos negros) o la serie D (resistencia doble) (rectangulos blancos) en el
dia 52 por VX-950. Se determind el nivel de ARN de HCV después de una incubacion durante 48 h con VX-950. (C)
Se muestra la titulacién de BILN 2061 contra células con replicones de la serie B (resistente a BILN 2061) (triangulos
negros) o la serie D (resistencia doble) (triangulos blancos) en el dia 52 por BILN 2061. Se determind el nivel de
ARN de HCV después de una incubacion durante 48 h con BILN 2061.

Figura 10: Desarrollo de replicones de resistencia doble a partir de células con replicones sin estimular. Las células
con replicones subgenémicos de HCV con se transfirieron en serie en presencia de G418 0,25 mg/ml, y
concentraciones crecientes de VX-950 y BILN 2061. Las células con replicones se dividieron y se afiadio VX-950 y
BILN 2061 fresco al medio dos veces semanales, segun indican los rectangulos y los rombos negros,
respectivamente. El &rea dentro del rectangulo indica el periodo de tiempo en el que las células con replicones no
crecieron o presentaron un pequefio crecimiento global, acompafiado de una muerte celular masiva concurrente. Se
extrajo el ARN celular total de las células con replicones en diversos momentos, indicados por las flechas, durante la
seleccién de resistencia, y el producto de una RT-PCR que cubre la serina proteasa NS3 de HCV se secuencia
directamente o después de ser subclonado en el vector TA.

Figura 11: Esquemas de las conformaciones de la cadena lateral de Thr156 con relacién a la unién del inhibidor. Las
lineas mas gruesas representan la cadena lateral de Thr156 de la enzima mutante y la cadena lateral de P2 del
inhibidor o sustrato. También se consideran las mismas conformaciones para la cadena lateral de Vall56. Las
tltimas conformaciones (-60/180°) tienen la menor energia para cualquiera de las mutaciones, pero siguen
rechazando a ambos inhibidores.

Descripcién de las realizaciones preferidas

Los presentes inventores han determinado que las cepas de HCV sufren mutaciones particulares en presencia de
ciertos compuestos terapéuticos que hacen que las cepas de HCV se vuelvan resistentes al potencial terapéutico de
estos compuestos. En realizaciones concretas, se ha determinado que la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C
estd mutada en estos mutantes de resistencia de HCV, de modo que los mutantes se hacen resistentes a
compuestos inhibidores de proteasas. Estos descubrimientos pueden aprovecharse para disefiar terapias para el
tratamiento de una infeccioén por HCV.

En realizaciones concretas, se ha determinado que el resto aminoacido 156 de NS3/4A de HCV de tipo salvaje (cuya
secuencia se proporciona en SEQ ID NO:2) es susceptible a la mutacién. La mutacion de este resto conduce a la
resistencia de HCV a la intervencion terapéutica con inhibidores de proteasas. En una realizacion, se ha demostrado
gue el codon 156 de tipo salvaje, que en NS3/4A de HCV de tipo salvaje codifica una alanina, muta a un codon que
codifica una serina en esa posicion relativa en el polipéptido de NS3/4A de HCV. En otra realizacion, el codén esta
mutado a un codén que codifica una valina en esa posicion relativa en el polipéptido de NS3/4A de HCV. En otra
realizacién, en esa posicion relativa de NS3/4A de HCV se caodifica una treonina.

A la vista de los anteriores descubrimientos, la invencién proporciona un ADN de HCV que codifica una proteasa
NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo), en el que el codén 156 del ADN codifica una serina. Otra realizacion de
esta invencion proporciona un ADN de HCV que codifica una proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo),
en el que el codén 156 del ADN codifica una valina. Otra realizacion de esta invencién proporciona un ADN de HCV
gue codifica una proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o andlogo), en el que el codon 156 del ADN codifica una
treonina.

En otras realizaciones se ha determinado que, en ciertas realizaciones, el codén en 156 codifica una valina, serina o
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treonina en el resto 156 que normalmente es un resto alanina en NS3/4A de HCV de tipo salvaje/nativa, y existe otra
mutacion en el que el codén en el resto 168 de NS3/4A de HCV de tipo salvaje/nativa, que normalmente es un resto
acido aspartico, estd mutado a un resto valina, alanina, glicina o tirosina. Aunque en ciertas realizaciones se
contempla que la proteasa NS3/4A de HCV mutante posee mutaciones en ambas posiciones 156 y 165, se
contempla que los mutantes que contienen las mutaciones individuales también sean parte de la presente invencion.

Aspectos especificos de la invencion incluyen un ADN de HCV que codifica una proteasa NS3/4A de HCV (o su
fragmento o analogo), en el que el codén 156 del ADN codifica una valina o una treonina, y el codén 168 codifica un
acido aspartico o un acido glutamico. Otra realizacion de esta invencion proporciona un ADN de HCV que codifica
una proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo), en el que el codén 168 del ADN codifica una valina. Otra
realizacion de esta invencién proporciona un ADN de HCV que codifica una proteasa NS3/4A de HCV (o su
fragmento o analogo), en el que el codén 168 del ADN codifica una alanina, una glicina o una tirosina.

El sistema de numeracon para el ADN de esta invencion esta de acuerdo con la secuencia SEQ ID NO:1. El ADN
segun esta invencion puede provenir de SEQ ID NO:1. El ADN puede obtenerse mediante una sintesis en fase
solida o por medios recombinantes. En realizaciones especificas, se contempla en particular una mutagénesis
dirigida especifica de sitio de la secuencia SEQ ID NO:2 para generar uno u otro de los mutantes descritos en la
presente.

Debe reconocerse que las mutaciones de las proteinas pueden ser completas (es decir, toda o aproximadamente
toda la proteina se convierte en la proteina mutante), parciales, o ausentes (es decir, no hay o aproximadamente no
hay mutaciones). Por tanto, una composicién o un método de esta invencion puede comprender una mezcla de
proteinas de tipo salvaje y mutantes.

Segun otra realizacion de esta invencion, se proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento
o0 analogo) que comprende el amino&cido 156 de la proteasa, en la que el aminoacido 156 es serina.

Otra realizacién de esta invencioén proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo)
gue comprende el aminoacido 156 de la proteasa, en la que el aminoacido 156 es valina.

Otra realizacion de esta invencién proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo)
gue comprende el aminoacido 156 de la proteasa, en la que el aminoacido 156 es treonina.

Otra realizacién de esta invencion proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo)
gue comprende el aminoéacido 156 de la proteasa, en la que el amino&cido 156 es valina o treonina, y el aminoacido
168 es acido aspartico o acido glutamico.

Otra realizacién de esta invencion proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo)
gue comprende el aminoacido 156 de la proteasa, en la que el aminoacido 168 es valina.

Otra realizacién de esta invencién proporciona una proteina de proteasa NS3/4A de HCV (o su fragmento o analogo)
gue comprende el aminoacido 156 de la proteasa, en la que el aminoacido 168 es alanina, glicina o tirosina.

El ADN y las proteinas segun esta invencion pueden modificarse utilizando técnicas habituales. Por ejemplo, el ADN
puede comprender una modificacién para unir el ADN a un soporte solido. Las proteinas pueden comprender un
compuesto marcador unido de modo covalente.

El ADN y las proteinas segun esta invencidon pueden estar en una forma que puede leerse con ordenador que
incluye, pero no se limita a vehiculos de lectura por ordenador y/o bases de datos de lectura por ordenador (véase,
por ejemplo, el documento WO 98/11134).

Para ciertos usos, el ADN segln esta invenciéon puede insertarse en un vector. Cualquier vector adecuado puede
incluirse dentro del alcance de esta invencion. Los vectores adecuados son conocidos en la técnica. Una realizacion
proporciona un vector de expresion. Otra realizacion proporciona un vector virico. Un vector puede ser una
herramienta de clonacién o puede comprender también secuencias reguladoras, tales como promotores,
potenciadores y terminadores, o sefiales de poliadenilacién.

Por consiguiente, esta invencion también proporciona un vector que comprende un ADN de proteasa NS3/4A de
HCV (o su fragmento o analogo), en el que:

el codén 156 del ADN codifica una serina;
el codon 156 del ADN codifica una valina;
el codon 156 del ADN codifica una treonina;

el codén 156 del ADN codifica una valina o una treonina, y el codén 168 codifica un acido aspartico o un acido
glutamico;
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el codén 168 del ADN codifica una valina;

el codon 168 del ADN codifica una alanina;

el codon 168 del ADN codifica una glicina; y/o
el codén 168 del ADN codifica una tirosina.

Otra realizacion proporciona un vector de expresion. Otra realizacion proporciona un vector virico. Un vector puede
ser una herramienta de clonacién o puede comprender ademdas secuencias reguladoras, tales como promotores,
potenciadores y terminadores, o sefiales de poliadenilacion. Estos vectores pueden utilizarse en cualquier célula
hospedante apropiada. Las células hospedantes son conocidas en la técnica.

Por consiguiente, la invencién también proporciona una célula hospedante que comprende un ADN de proteasa
NS3/4A en el que el codon 156 del ADN codifica una serina; el codon 156 del ADN codifica una valina; el codén 156
del ADN codifica una treonina; el codén 156 del ADN codifica una valina 0 una treonina, y el codén 168 codifica un
acido aspartico o un acido glutamico; el codén 168 del ADN codifica una valina; el codén 168 del ADN codifica una
alanina; el codon 168 del ADN codifica una glicina; y/o el codén 168 del ADN codifica una tirosina. La expresion del
ADN proporciona una célula hospedante que comprende una proteasa que tiene una mutacion de A156 a serina;
una mutacion de A156 a valina; una mutacion de A156 a treonina; una mutacion de A156 a valina o treonina, y una
mutacion de D168 a acido glutamico; una mutacion de D168 a valina; una mutacién de D168 a alanina; una
mutacion de D168 a glicina; y/o una mutacion de D168 a tirosina. También se proporcionan lineas celulares que
comprenden ADN o proteinas segun esta invencion.

La invencién también proporciona un variante de HCV que comprende un ADN segln esta invencién o una proteina
segun esta invencion, y composiciones que comprenden el ADN y las proteinas.

Los variantes de HCV, asi como el ADN y/o las proteinas segun esta invencion, pueden ser (tiles para el
descubrimiento de farmacos, asi como para controlar las terapias de HCV apropiadas.

Por consiguiente, otra realizacion de esta invencion proporciona un método que detecta la presencia de HCV en una
muestra biolégica, que comprende detectar la presencia de un ADN segun esta invencién. Estos métodos pueden
comprender las etapas de obtener (o extraer) un ADN; b) determinar la secuencia del ADN; C) determinar o inferir si,
en el ADN, el coddn 156 codifica una serina, el codén 156 codifica una valina, el codén 156 del polinucleétido
codifica una treonina, el codon 156 codifica una valina o una treonina y el codén 168 codifica un acido aspartico o un
acido glutamico, el codén 168 codifica una valina, o el codén 168 codifica una alanina, una glicina o una tirosina. En
ciertas realizaciones, la muestra biol6gica que contiene el HCV se deriva de un mamifero que ha sido infectado por
HCV. La deteccioén de la presencia de dicho ADN puede utilizarse de modo diagndstico para orientar al médico sobre
si, en ese individuo, es probable que la infeccion de HCV sea resistente o de otra forma refractaria a un tratamiento
con inhibidores de proteasas. Con esta orientacion, los expertos en la técnica pueden maodificar la terapia del sujeto
que tiene esta infeccion, por ejemplo aumentando la dosis de la terapia o proporcionando terapias adicionales que
empleen agentes para los que la cepa de HCV que infecta al sujeto no es resistente.

Los métodos de esta invencion pueden requerir la obtencion de ciertas cantidades de ADN. Como reconoceran los
expertos en la técnica, el ADN se obtiene y después se amplifica. Pueden utilizarse técnicas convencionales (por
ejemplo, PCR, hibridacion) para practicar esta invencion. Estas técnicas son muy conocidas por los expertos en la
técnica.

La invencion también proporciona métodos para tratar o prevenir una infeccion por HCV controlando las mutaciones
proporcionadas en la presente. Si un mutante de resistencia esta presente en el HCV, entonces el paciente puede
tratarse en consecuencia. Este método comprenderia: a) recoger una muestra (por ejemplo, una muestra
plasmatica, PBMC, células hepéticas u otra muestra) del paciente infectado por HCV; y b) evaluar si la muestra
plasmatica contiene un acido nucleico que codifica una proteasa NS3/4A de HCV que tiene una mutacion en el
codon 156; y si la mutaciéon produce una sustitucion de alanina por serina. Pueden emplearse métodos similares
sustituyendo la mutacion de alanina-156 a serina por otras mutaciones indicadas en la presente. Ademas, otros
métodos pueden implicar identificar la mutacion de A156 a serina (u otra mutacion identificada en la presente) y otra
mutacion de la proteasa. Estos métodos implicarian obtener el ADN, amplificar el ADN, y determinar la secuencia del
ADN.

La invencion también proporciona métodos para evaluar la eficacia de un tratamiento con un inhibidor de la proteasa
NS3/4A de un paciente infectado por HCV. Estos métodos comprenden: a) recoger una muestra (por ejemplo, una
muestra plasmatica) de un paciente infectado por HCV; y b) evaluar si la muestra plasmatica contiene un acido
nucleico que codifica una proteasa NS3/4A de HCV que tiene una mutacién en el codén 156; y en el que la mutacion
produce una sustitucion de alanina por serina. Pueden realizarse métodos similares con las otras mutaciones de
esta invencion.

Los métodos de esta invencion pretenden identificar mutantes de resistencia en pacientes a los que se les han
administrado inhibidores de proteasas de HCV. Este método puede realizarse en un paciente que esté recibiendo
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tratamiento o que haya recibido tratamiento. Estas y otras técnicas de diagndstico son conocidas en la técnica
(véanse, por ejemplo, los documentos US 5.631.128 y US 6.489.098).

Por consiguiente, una realizacién proporciona un método para evaluar si un paciente infectado por HCV comprende
ADN de proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C que tenga una mutacion en el codén 156. Es probable que dicho
paciente sea resistente a una terapia con un agente, tal como VX-950. Por consiguiente, el paciente puede tratarse
con una terapia que emplee un sustituto para VX-950. Otra realizacion proporciona un método para evaluar si un
paciente infectado por HCV comprende ADN de proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C que tenga una mutacion
en el codon 168.

Ciertas de estas mutaciones producen una disminucion en la sensibilidad o la susceptibilidad a VX-950. De manera
similar, ciertas mutaciones se correlacionan o producen una disminucion en la sensibilidad o la susceptibilidad a
BILN 2061 (documentos WO 00/59929; US 6.608.027).

Otras mutaciones producen una disminucion en la sensibilidad o la susceptibilidad a ambos VX-950 y BILN 2061. La
disminucion en la sensibilidad o la susceptibilidad a cualquiera o a ambos compuestos puede evaluarse segun esta
invencion. Conociendo los patrones de mutaciones de resistencia pueden desarrollarse regimenes de tratamiento
mas eficaces.

Por ejemplo, esta invencién permite el disefio y/o el descubrimiento de compuestos que son activos frente a los
mutantes de resistencia indicados en la presente.

Por consiguiente, esta invencion proporciona un método para evaluar un inhibidor candidato o potencial de HCV,
que comprende:

a) introducir un vector que comprende un ADN segun esta invencién y un gen indicador que codifica un indicador,
en una célula hospedante;

b) cultivar la célula hospedante; y
¢) medir el indicador en presencia del inhibidor y en ausencia del inhibidor.
En este método, el compuesto de ensayo puede afiadirse en una cualquiera o en mas de las etapas a)-c).

Otra realizacién de esta invencion proporciona un método para ensayar compuestos para su actividad contra HCV,
gque comprende:

a) proporcionar una proteasa segun esta invencion y un sustrato para la proteasa;
b) poner en contacto la proteasa con un inhibidor candidato o potencial en presencia del sustrato; y
d) evaluar o medir la inhibicion de la actividad proteolitica de la proteasa.

Otra realizacion de esta invencion proporciona un método para identificar un inhibidor de una proteasa segin esta
invencion, que comprende:

a) ensayar la actividad de la proteasa en ausencia del compuesto;

b) ensayar la actividad de la proteasa en presencia del compuesto; y

¢) comparar los resultados de a) y los resultados de b). Este método puede comprender también:
d) ensayar la actividad de una proteasa de tipo salvaje en ausencia del compuesto;

e) ensayar la actividad de una proteasa de tipo salvaje en presencia del compuesto; y

f) comparar los resultados de d) y los resultados de e). Los datos de estos métodos después pueden analizarse,
por ejemplo, comparando los resultados de a) y/o b) y los resultados de d) y/o e).

También se proporcionan métodos que comprenden:

d) ensayar la actividad de una segunda proteasa NS3/4A que comprende el aminoacido 168 de la proteasa, en el
gue el aminoacido 168 es valina, alanina, glicina o tirosina, en ausencia del compuesto;

e) ensayar la actividad de la segunda proteasa en presencia del compuesto; y
f) comparar los resultados de d) y e). El método puede comprender también:
g) ensayar la actividad de una proteasa de tipo salvaje en ausencia del compuesto;

h) ensayar la actividad de una proteasa de tipo salvaje en presencia del compuesto;

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2389201 T3

i) comparar los resultados de g) y los resultados de h). En una realizacion mas especifica, el método comprende
comparar los resultados de a) y/o b) y los resultados de d) y/o e); y/o los resultados de g) y/o h).

Después de que los virus se hayan hecho resistentes a un farmaco, es posible que el virus pueda mutar otra vez y
de nuevo hacerse susceptible al farmaco. Una forma de que esto ocurra es cuando el virus se pone en contacto con
un segundo farmaco. Por consiguiente, esta invencion también proporciona un método para identificar un compuesto
capaz de rescatar la actividad de VX-950, en el que una proteasa NS3/4A se ha hecho resistente a VX-950, que
comprende:

a) poner en contacto una proteasa mutante descrita en la presente con el compuesto de interés;

b) ensayar la capacidad de VX-950 para inhibir la actividad de la proteasa de a). También se proporcionan
métodos similares para rescatar la actividad de BILN 2061 contra mutantes resistentes y/o de mutantes de doble
resistencia a VX-950 y BILN 2061.

Otro aspeto de los virus resistentes a farmacos es que el virus puede tratarse con otro farmaco. Por tanto, los
métodos para identificar compuestos que son activos frente al virus resistente a farmacos son herramientas de
descubrimiento de farmacos muy Utiles. Los métodos descritos en la presente pueden aplicarse en técnicas de
seleccién de alta capacidad de procesamiento. Como alternativa, la invencién también proporciona métodos para
realizar técnicas racionales de disefio de farmacos, utilizando la informacién estructural sobre la proteasa NS3/4A de
HCV elucidada en la presente (es decir, la mutacién de restos concretos en 156 y/o 168 de la proteina de tipo
salvaje) como base para el disefio de inhibidores de proteasa eficaces. De modo mas especifico, la presente
invencién identifica, por primera vez, las cepas de HCV que son resistentes al tratamiento con inhibidores de
proteasas, tales como VX-950 y BILN 2061.

El disefio racional de farmacos también puede combinarse con un método sistematico de experimentos de seleccién
a gran escala, en los que las dianas del farmaco inhibidor de proteasas potencial se ensayan con compuestos
procedentes de bancos combinatorios.

El disefio racional de farmacos es una estrategia enfocada que emplea la informacion acerca de la estructura de un
receptor de un farmaco, o uno de sus ligandos naturales, para identificar o crear farmacos candidatos. Puede
determinarse la estructura tridimensional de una proteina utilizando métodos, tales como la cristalografia de rayos X
o la espectroscopia de resonancia magnética nuclear. En la presente invencién, la estructura tridimensional de una
proteasa NS3/4A de HCV mutante que contiene una 0 ambas mutaciones de los restos 156 o 168 puede ahora
determinarse con facilidad utilizando técnicas habituales cristalogréaficas de rayos X y/o de espectroscopia de RMN.

El disefio racional de farmacos también puede combinarse con un método sistematico de experimentos de seleccién
a gran escala, en los que las dianas del farmaco inhibidor de proteasas potencial se ensayan con compuestos
procedentes de bancos combinatorios. Armados con la informacion proporcionada en la presente, los expertos en la
técnica pueden emplear programas informaticos para buscar en bases de datos que contengan las estructuras de
muchos compuestos quimicos diferentes. El ordenador puede seleccionar los compuestos que tengan mas
probabilidad de interaccionar con la proteasa NS3/4A de HCV a partir de los mutantes resistentes a farmacos, y
ensayar dicho compuesto identificado en ensayos de laboratorio habituales para inhibidores de proteasas, tales
como los ensayos descritos en la presente.

En ciertas realizaciones, se contempla que la estructura de VX-950 o BILN 2061 (véase la figura 4) pueda utilizarse
como estructura de partida a partir de la cual puedan disefiarse otras moléculas. En la presente se demuestra que
las proteasas mutantes son de tal forma que se reduce la interaccion de VX-950. Las estructuras derivadas de VX-
950 que con mas facilidad se ajustan e interaccionan con la estructura tridimensional creada cuando el resto 156 es
una valina, serina o treonina y/o el resto 168 es una valina, alanina, glicina o &cido glutamico, serdn nuevos
inhibidores de proteasas Utiles que pueden emplearse contra las cepas resistentes de HCV en las que exista una
mutacion en la proteasa NS3/4A de HCV. Estos compuestos también pueden ser eficaces contra cepas de HCV de
tipo salvaje en las que la proteasa NS3/4A de HCV no estd mutada. Las indicaciones de la presente invencion
permiten a los expertos en la técnica centrarse y estrechar la bausqueda lo méas posible para limitar el gasto de una
seleccioén a gran escala.

En realizaciones concretas, la estructura del compuesto de partida tiene una estructura de VX-950 (mostrado a
continuacion en la estructura B). Aunque se utiliza VX-950 como ejemplo, puede utilizarse cualquier esterecisémero
de 950, incluyéndose expresamente las mezclas de D- y L-isomeros en la cadena lateral de n-propilo. La siguiente
estructura A muestra este diastereémero. Es una mezcla de compuestos de estructura B (VX-950) y estructura C.
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Estructura C

El disefio racional de farmacos puede utilizarse para modificar en serie las diferentes posiciones sobre esta molécula
para producir derivados de esta que pueden ser Utiles como inhibidores de proteasas. Las estructuras cristalinas de
la proteasa NS3/4A de HCV de tipo salvaje con VX-950 unido a ellas se muestran en la figura 1. Los datos
mostrados en esta figura demuestran que la eliminacién de la carga negativa en D168 de la proteasa NS3/4A de
HCV da como resultado la falta de restriccion de R155 y la consecuente falta de apilamiento con el P2 grande de
BILN 2061 y el aumento en el coste de desolvatacion. R155 no es restringido por D168 en la estructura resuelta por
VX-950 y la mutacion D168V no afecta a su unidn. Estos estudios de union pueden realizarse con facilidad con
derivados elucidados mediante el disefio racional de farmacos para identificar agentes que tienen una capacidad de
unién y/o eficacia terapéutica en los mutantes.

El disefio racional de farmacos ha sido previamente utilizado para identificar el Relenza, que se utiliza para tratar la
gripe. El disefio que condujo al descubrimiento del Relenza se desarrollé eligiendo moléculas que era méas probable
gue interaccionasen con la neuraminidasa, una enzima producida por el virus que es necesaria para liberar los virus
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recién formados desde las células infectadas. Muchos farmacos recientes para el tratamiento de infecciones por VIH
(por ejemplo, Ritonivir™, Indinavir™) también han sido identificados mediante esquemas de disefio racional de
farmacos, en los que se disefian farmacos para que interaccionen con la proteasa virica, la enzima de rompe las
proteinas viricas y permite que se ensamblen de forma correcta.

Otro farmaco muy conocido que se ha producido mediante el disefio racional basado en ligandos es Viagra™. Este
farmaco se disefio para parecerse a GMPc, un ligando que se une a la fosfodiesterasa.

Puesto que las técnicas de disefio racional de farmacos han demostrado ser eficaces una vez se conoce la
estructura de la diana del farmaco, se contempla que los descubrimientos de la presente invencion, que revelan las
estructuras de la proteasa NS3/4A de HCV que aparecen en las cepas de HCV que son resistentes a inhibidores de
proteasas de HCV conocidos, ayuden a que los expertos en la técnica sean capaces de utilizar el disefio racional de
farmacos para identificar farmacos que son utiles para el tratamiento de HCV.

Por consiguiente, esta invencion también proporciona un método para identificar un compuesto eficaz contra una
proteasa de esta invencion, que comprende:

a) obtener un modelo tridimensional de la proteasa;
b) disefiar o seleccionar un compuesto;
c) evaluar la capacidad del compuesto para unirse o interaccionar con la proteasa.

En estos métodos, el modelo tridimensional se basa en la estructura cristalina de rayos X (figura 1 y figura 2) de la
proteasa NS3/4A. Se conocen métodos para desarrollar modelos a partir de la estructura cristalina, por ejemplo,
métodos informaticos de formacion de modelos moleculares (véanse, por ejemplo, los documentos US 6.162.613,
WO 98/11134 y/o WO 02/068933). También puede obtenerse un modelo tridimensional mediante cristalografia de
rayos X de una proteina segun la invencion. Tal como se reconoce en la técnica, una proteina puede cristalizarse en
presencia o en ausencia de un ligando (tal como un compuesto que se esta evaluando).

La evaluacién de la capacidad del compuesto para unirse o interaccionar con la proteasa es conocida en la técnica
(véanse, por ejemplo, los documentos US 6.162.613, WO 98/11134 y/o WO 02/068933). La evaluacion puede
realizarse, por ejemplo, mediante la formacion de modelos moleculares. Después de seleccionar el compuesto, este
puede ensayarse con ensayos convencionales, o con los ensayos proporcionados en la presente, para determinar
los efectos del compuestos con diversas proteasas de HCV.

Asi, con las indicaciones de la presente invencion, sera posible realizar ensayos de seleccién para identificar
inhibidores de proteasas que sean eficaces contra infecciones de HCV resistentes a farmacos. La presente
invencién demuestra que se induce la resistencia a farmacos en aquellas cepas de HCV que tienen una mutacién en
el resto 156 o 168 de la proteasa NS3/4A de HCV. Mas en concreto, se ha demostrado en la presente que una
mutacion de A156 a serina, valina o treonina y/o una mutacion de D168 a valina, alanina, glicina o acido glutamico
tiene como resultado que el HCV se vuelva resistente al tratamiento con farmacos.

Se contempla que las composiciones que actian como inhibidores de proteasas NS3/4A de HCV mutantes que
comprenden una o mas de las mutaciones anteriormente mencionadas seran Utiles en realizaciones terapéuticas
para el tratamiento de HCV. Los compuestos pueden ser los que se han disefiado para imitar la accion de VX-950 o
BILN 2061, o se derivan de VX-950 o BILN 2061. En los ensayos de seleccion para identificar estos compuestos, la
sustancia candidata puede seleccionarse, en primer lugar, para la actividad bioquimica basica in vitro, y después
ensayarse para su capacidad para reducir, mejorar o intervenir terapéuticamente de otra forma en una infeccién por
HCV en un modelo in vivo de la infeccion por HCV. Las proteasas mutantes de la invencion poseen actividad
proteasa. Cualquiera de los ensayos de seleccidon puede construirse para determinar la actividad de la proteasa
NS3/4A de HCV mutante utilizando cualquier ensayo convencional empleado para determinar la actividad de la
proteasa NS3/4A de HCV de tipo salvaje. En realizaciones preferidas, la actividad de los inhibidores contra la
proteasa NS3/4A de HCV mutante se compara con la actividad de los inhibidores contra la proteasa NS3/4A de HCV
de tipo salvaje.

La capacidad de la sustancia candidata para inhibir la proteasa se determina obteniendo una muestra que
comprende una proteasa NS3/4A de HCV; y poniendo en contacto la muestra con la sustancia candidata. Se
determina la actividad proteasa de HCV en presencia y en ausencia de la sustancia candidata. La proteasa puede
ser una proteina aislada, una fraccion de membranas que comprende la proteina aislada, o puede estar dentro de
una célula que expresa la proteasa. Asi, la actividad proteasa se determina generalmente en una muestra que
contiene proteasa en ausencia de la sustancia candidata. Después se afiade la sustancia candidata a la misma
composicién o a una composicion similar de la muestra que contiene proteasa, y se determina la actividad proteasa.
Cualquier sustancia candidata que disminuya la actividad proteasa de la muestra es indicativa de que la sustancia
candidata tiene la actividad inhibidora deseada.

En los ensayos de seleccion in vivo, el compuesto se administra a un modelo animal, a lo largo de un periodo de
tiempo y en diversas dosificaciones, y se controla el alivio de los sintomas asociados con la infeccién por HCV.
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Cualquier mejora en uno o mas de estos sintomas sera indicativa de que la sustancia candidata es un agente Uutil.

Tal como se emplea en la presente, la expresion “sustancia candidata” se refiere a cualquier molécula que puede
actuar potencialmente como un inhibidor de las proteasas de HCV, independientemente de si las proteasas son de
tipo salvaje o de la variedad mutante. Este agente puede ser una proteina o un fragmento de esta, un inhibidor de
molécula pequefia, o incluso una molécula de un acido nucleico. Puede resultar el caso de que los compuestos
farmacoldgicos mas Utiles seran compuestos que estén relacionados desde el punto de vista estructural con otros
inhibidores conocidos de proteasas de HCV tales como, por ejemplo, VX-950 o BILN 2061, u otros inhibidores
analizados en la presente. El disefio racional de farmacos incluye no sélo comparaciones con dichos inhibidores
conocidos, sino también predicciones relacionadas con la estructura de las moléculas diana de dichos inhibidores.

Por otra parte, simplemente se pueden adquirir, de diversas fuentes comerciales, bancos de moléculas pequefias
que se crea que cumplan los criterios basicos para los farmacos Utiles para intentar la identificacién de compuestos
utiles mediante la “fuerza bruta”. La seleccion de estos bancos, incluyendo bancos generados de modo combinatorio
(por ejemplo, bancos peptidicos), es una manera rapida y eficaz para seleccionar un gran nimero de compuestos
relacionados (y no relacionados) para la actividad. Las estrategias combinatorias también se prestan a una rapida
evolucion de farmacos potenciales mediante la creacion de una segunda, tercera y cuarta generacion de
compuestos moldeados a partir de compuestos activos, pero por lo demas indeseables.

Los compuestos candidatos pueden incluir fragmentos o partes de compuestos naturales o pueden encontrarse
como combinaciones activas de compuestos conocidos que por lo demas son inactivos. Se propone que los
compuestos aislados a partir de fuentes naturales, tales como animales, bacterias, hongos, fuentes vegetales,
incluyendo hojas y corteza, y muestras marinas puedan ensayarse como candidatos para la presencia de agentes
farmacéuticos potencialmente Utiles. Se entendera que los agentes farmacéuticos que se van a seleccionar también
pueden derivarse o sintetizarse a partir de composiciones quimicas o compuestos fabricados por el ser humano.

Unas “cantidades eficaces” del agente candidato en ciertas circunstancias son las cantidades eficaces para producir,
de manera reproducible, una alteracion en la inhibicién de la expresion o actividad de la proteasa NS3/4A de HCV, la
inhibicion de la virulencia o la produccién de HCV, la inhibicién de una infeccién por HCV, o una mejora o alivio de
uno o mas sintomas de una infeccién por HCV en comparacién con los niveles de estos parametros en ausencia de
dicho agente. Se utilizaran los compuestos que logran unos cambios apropiados significativos en dicho parametro.
Los cambios significativos en la actividad y/o expresion seran los que representan alteraciones en la actividad en al
menos aproximadamente 30-40%, y lo mas preferiblemente unos cambios de al menos aproximadamente 50%,
siendo posible, por supuesto, valores mas altos.

El mutante resistente a VX-950 dominante, A156S, sigue siendo susceptible a BILN 2061. Para confirmar si las
mutaciones observadas en Alal56 o Aspl168 son suficientes para conferir resistencia contra VIX-950 o BILN 2061,
respectivamente, se empled una mutagénesis dirigida especifica de sitio para introducir cada mutacion individual en
la posicion 156 0 168 en el dominio de proteasa NS3 de tipo salvaje.

La mutagénesis dirigida especifica de sitio es otra técnica Util para la preparacion de las proteinas de proteasas
mutantes utilizadas en los métodos de la invencién. Esta técnica emplea la mutagénesis especifica del ADN
subyacente (que codifica la secuencia de aminoacidos a la que se dirige la modificacion). La técnica ademas
proporciona la capacidad sencilla de preparar y analizar variantes de secuencia, incorporando una o mas de las
consideraciones anteriores, introduciendo uno o mas cambios de secuencia de nucleétidos en el ADN. Una
mutagénesis dirigida especifica de sitio permite la produccion de mutantes mediante el uso de secuencias
oligonucleotidicas especificas que codifican la secuencia de ADN de la mutacion deseada, asi como un nimero
suficiente de nucleétidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador con el tamafio y la complejidad
de secuencia suficientes para formar un diplex estable en ambos lados de la union de delecidon que se esta
atravesando. Generalmente, se prefiere un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucledtidos de longitud, con
aproximadamente 5 a 10 restos a ambos lados de la union de la secuencia que se esta alterando.

La técnica habitualmente emplea un vector de bacteriéfago que existe en forma monocatenaria y bicatenaria. Los
vectores tipicos Utiles en la mutagénesis dirigida especifica de sitio incluyen vectores tales como el fago M13. Estos
vectores de fagos estan disponibles en el mercado y su uso en general es muy conocido por los expertos en la
técnica. Los plasmidos bicatenarios también se emplean habitualmente en la mutagénesis dirigida especifica de
sitio, lo cual elimina la etapa de transferir el gen de interés desde un fago a un plasmido.

En general, la mutagénesis dirigida especifica de sitio se realiza obteniendo en primer lugar un vector
monocatenario, o fundiendo dos hebras de un vector bicatenario que incluye, dentro de su secuencia, una secuencia
de ADN que codifica la proteina deseada. Un cebador oligonucleotidico que porta la secuencia mutada deseada se
prepara de modo sintético. Este cebador entonces se hibrida con una preparacion de ADN monocatenario, tomando
en cuenta el grado de desapareamiento cuando se seleccionan las condiciones de hibridacion, y se somete a
enzimas polimerizantes del ADN, tales como el fragmento de Klenow de la polimerasa | de E. coli, para completar la
sintesis de la hebra que porta la mutacién. Asi, se forma un heterodlplex en el que una hebra codifica la secuencia
no mutada original y la segunda hebra porta la mutacion deseada. Este vector de heteroduiplex entonces se emplea
para transformar las células apropiadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan los clones que incluyan los
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vectores recombinantes que portan la disposicién de secuencia mutada.

Por supuesto, la estrategia descrita anteriormente para la mutagénesis dirigida especifica de sitio no es el Unico
método para generar especies de proteasas mutantes potencialmente Utiles, y asi no pretende ser limitante. La
presente invencion también contempla otros métodos para lograr la mutagénesis tales como, por ejemplo, tratar los
vectores recombinantes que portan el gen de interés con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para
obtener variantes de secuencia.

Los parametros cinéticos para el sustrato FRET para los dominios de proteasa NS3 de tipo salvaje a partir del
genotipo 1la y 1b son idénticos [tabla 1A y 1B] bajo las condiciones de ensayo de los inventores. Aunque el cofactor
del péptido de NS4A procede del genotipo 1a de HCV, no se observaron diferencias perceptibles en los parametros
cinéticos. Esto es coherente con la formaciéon de modelos moleculares, lo cual sugiere que las variaciones
conservativas en la region central de NS4A entre el genotipo 1la y 1b no afectan a la interaccién entre el péptido
central de NS4A y el dominio de proteasa NS3. Los valores de Ki de VX-950 y BILN 2061 se determinaron utilizando
los genotipos 1a y 1b de la proteasa de tipo salvaje, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las dos proteasas de tipo salvaje (tabla 2).

Los parametros cinéticos del sustrato FRET para la proteasa mutante A156S fueron practicamente los mismos que
los de la proteasa de tipo salvaje (tabla 1A y 1B). Sin embargo, el valor de Ki de VX-950 es de 2,9 uM contra la
proteasa mutante A156S, que es 29 veces mayor que contra la proteasa de tipo salvaje (0,1 uM) (tabla 2). BILN
2061 tiene un valor de Ki de 112 nM contra el mutante A156S, que es 6 veces mayor que contra la proteasa de tipo
salvaje, 19 nM (tabla 2).

El nivel de ARN de HCV en las células con replicones que contienen la sustitucién A156S es similar al de las células
con replicones de tipo salvaje (los datos no se muestran), lo cual es coherente con la eficacia catalitica enzimética
similar del mutante A156S y las serina proteasas NS3 de tipo salvaje. El valor de CI50 de VX-950 contra las células
con replicones A156S es de 4,65 uM, que es 12 veces mayor que contra las células con replicones de tipo salvaje
(0,40 uM) (tabla 3). La diferencia entre los valores de CI50 de BILN 2061 contra las células A156S (7 nM) y con
replicones de tipo salvaje (4 nM) no fue significativa (tabla 3).

Los principales mutantes resistentes a BILN 2061, D168V y D168A, siguen siendo totalmente susceptibles a VX-950.

Los parametros cinéticos del sustrato no fueron afectados por la mutacién D168V, y muestran sé6lo cambios
pequefios (menores que en 10 veces) para el mutante D168A, segun indica la comparacion de los valores de kcat y
kcat/Km de las serina proteasas NS3 de tipo salvaje y las dos mutantes (tabla 1A y 1B). De manera similar, no se
observo un efecto significativo de cualquiera de las sustituciones en Asp168 sobre el valor de Ki de VX-950 (tabla 2).
Sin embargo, la sustitucion de valina o alanina por acido aspartico en la posicion 168 produjo una proteasa NS3
mutante que no fue inhibida por BILN 2061 hasta 1,2 uM (tabla 2). Estos datos indican que cualquiera de las
proteasas mutantes es al menos 63 menos veces susceptible a BILN 2061, cuando se compara con la proteasa de
tipo salvaje. La magnitud real de la resistencia no puede determinarse, puesto que BILN 2061 no es soluble a
concentraciones mayores que 1,2 uM en el tampo6n de ensayo, segin se mide mediante la absorbancia a 650 nm.
La mutacion D168V o D168A también se introdujo en el replicon de HCV de tipo salvaje mediante mutagénesis
dirigida especifica de sitio, y se generd una linea de células con replicones estable que porta cada una de las
sustituciones. BILN 2061 tiene una CI50 de 5,09 uM contra las células con replicones D168V, que es mas de 1.300
veces mayor que contra las células con replicones de tipo salvaje (4 nM) (tabla 3). La CI50 de BILN 2061 es de 1,86
uM contra el replicon mutante D168A. Hubo pocos cambios en los valores de CI50 de VX-950 contra las células con
replicones D168V y de tipo salvaje (tabla 3).

Por consiguiente, también se proporcionan compuestos identificados mediante los métodos de esta invencion, en los
que el compuesto es un inhibidor de una proteasa NS3/4A de HCV. Estos compuestos pueden generarse, por
ejemplo, mediante el disefio racional de farmacos, segin se analiz6 anteriormente.

La invencién también proporciona composiciones que comprenden los anteriores compuestos y su uso. Estas
composiciones pueden utilizarse para pretratar dispositivos invasivos que van a ser insertados en un paciente, para
tratar muestras bioldgicas, tales como sangre, antes de la administracién a un paciente, y para la administracién
directa a un paciente. En cada caso, la composicion se utilizara para inhibir la replicacion de HCV y para disminuir el
riesgo o la graveidad de una infeccion por HCV.

Otra realizacion de esta invencién proporciona una composicion que comprende un compuesto identificado segun
esta invencién, o su sal farmacéuticamente aceptable. Segun una realizacion preferida, el compuesto identificado
segun esta invencién esta presente en una cantidad eficaz para disminuir la carga virica en una muestra o en un
paciente, en el que dicho virus codifica una serina proteasa necesaria para el ciclo vital virico, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Si se utilizan las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta invencion en estas composiciones,
estas sales se originan preferiblemente a partir de acidos y bases organicos e inorganicos. Se incluyen entre dichas
sales de acidos las siguientes: acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencensulfonato, bisulfato, butirato,
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citrato, canforato, canforsulfonato, ciclopentanpropionato, digluconato, dodecilsulfato, etansulfonato, fumarato,
glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-
hidroxietansulfonato, lactato, maleato, metansulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato,
persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato. Las
sales de bases incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio y potasio, sales de
metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases organicas, tales como sales de
diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, y sales con aminoacidos, tales como arginina, lisina, etc.

Ademas, los grupos que contienen nitrégeno basico pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de alquilo
inferior, tales como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo, sulfatos de dialquilo, tales como
sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo, haluros de cadena larga, tales como cloruros, bromuros y yoduros de
decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo, tales como bromuros de bencilo y fenetilo, y otros. Con ello
se obtienen productos dispersables o solubles en agua o aceite.

Los compuestos utilizados en las composiciones y los métodos de esta invencion también pueden modificarse
agregando funcionalidades apropiadas para potenciar propiedades biologicas selectivas. Estas modificaciones son
conocidas en la técnica e incluyen las que aumentan la penetracion biolégica en un sistema biolégico dado (por
ejemplo, sangre, sistema linfatico, sistema nervioso central), las que aumentan la disponibilidad oral, las que
aumentan la solubilidad para permitir la administracién mediante inyeccidn, las que alteran el metabolismo, y las que
alteran la velocidad de excrecion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse en estas composiciones incluyen, pero no se
limitan a intercambiadores idnicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, tales como albimina
de suero humana, sustancias tamponantes, tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas
de glicéridos parciales de &cidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de
protamina, bifosfato de disodio, bifosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio,
poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol, y lanolina.

Segun una realizacion preferida, las composiciones de esta invencidon se formulan para la administracion
farmacéutica a un mamifero, preferiblemente un ser humano.

Estas composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden administrarse por via oral, parenteral, mediante
pulverizaciéon para inhalacion, topica, rectal, nasal, bucal, vaginal, o mediante un depésito implantado. El término
“parenteral’, tal como se emplea en la presente, incluye técnicas de infusion o inyeccion subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e intracraneal.
Preferiblemente, las composiciones se administran por via oral o intravenosa.

Las formas inyectables estériles de las composiciones de esta invencion pueden ser suspensiones acuosas u
oleaginosas. Estas suspensiones pueden formularse segin técnicas conocidas en la técnica utilizando agentes
dispersantes o humectantes y agentes suspensores adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser
una disolucién o una suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico,
por ejemplo, como una disoluciéon en 1,3-butandiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden
utilizarse se encuentra el agua, disolucion de Ringer, y disolucién de cloruro de sodio isotonica. Ademas se emplean
habitualmente aceites estériles no volatiles como disolvente o medio de suspensién. Para este objetivo, puede
emplearse cualquier aceite fijo suave, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como el
acido oleico y sus derivados glicéridos, son Utiles para la preparacion de inyectables, al igual que los aceites
naturales farmacéuticamente aceptables, tales como aceite de oliva o aceite de ricino, en especial en sus versiones
polioxietiladas. Estas disoluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o dispersante de
alcohol de cadena larga, tal como carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se emplean
habitualmente en la formulacién de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables, incluyendo emulsiones y
suspensiones. Otros tensioactivos que se emplean habitualmente, tales como Tween, Span y otros agentes
emulgentes o potenciadores de la biodisponibilidad que se emplean normalmente para la fabricacion de formas de
dosificacion sélidas, liquidas u otras formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables, también pueden
utilizarse para la formulacion.

Unos niveles de dosificacion entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal diarios,
preferiblemente entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal diarios de los
compuestos inhibidores de proteasas descritos en la presente son Utiles en una monoterapia para la prevencién vy el
tratamiento con antiviricos, en particular con anti-HCV para una enfermedad mediada por HCV. Generalmente, las
composiciones farmacéuticas de esta invencién se administran de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces
diarias o, como alternativa, como una infusion continua. Esta administracion puede utilizarse como una terapia
cronica o aguda. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con los materiales vehiculo para producir
una Unica forma de dosificacion variara dependiendo del hospedante tratado y de la via de administracion concreta.
Una preparacion tipica contendra de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% del compuesto activo (en p/p).
Preferiblemente, estas preparaciones contienen de aproximadamente 20% a aproximadamente 80% del compuesto
activo.
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Cuando las composiciones de esta invencion comprenden una combinacién de un compuesto identificado segun
esta invencion, y uno 0 mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el compuesto como el agente
adicional deben estar presentes a unos niveles de dosificacién entre aproximadamente 10% y 100%, y mas
preferiblemente entre aproximadamente 10% y 80% de la dosificacion que normalmente se administra en un
régimen de monoterapia.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden administrarse por via oral en cualquier forma de
dosificacion oralmente aceptable que incluye, pero no se limita a capsulas, comprimidos, suspensiones o
disoluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para un uso oral, los vehiculos que se utilizan habitualmente
incluyen lactosa y almidon de maiz. También se afiaden generalmente agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio. Para la administracion oral en forma de capsula, los diluyentes Utiles incluyen lactosa y almidén de maiz
secado. Cuando se requieran suspensiones acuosas para un uso oral, el ingrediente activo se combina con agentes
emulgentes y suspensores. Si se desea, también pueden afiadirse ciertos agentes edulcorantes, aromatizantes o
colorantes.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden administrarse en forma de
supositorios para la administracion rectal. Estos pueden prepararse mezclando el agente con un excipiente no
irritante adecuado que es sdlido a temperatura ambiente pero liquido a temperatura rectal y, por tanto, se funden en
el recto para liberar el farmaco. Estos materiales incluyen mantequilla de cacao, cera de abejas y polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién también pueden administrarse por via tépica, en especial
cuando la diana del tratamiento incluye areas u dérganos facilmente accesibles mediante aplicacion topica,
incluyendo enfermedades del o0jo, la piel, o el tracto intestinal inferior. Las formulaciones tépicas adecuadas pueden
prepararse con facilidad a partir de estas areas u 6rganos.

La aplicacién topica para el tracto intestinal inferior puede realizarse mediante una formulacién de supositorio rectal
(véase anteriormente) o en una formulacion en enema adecuada. También pueden utilizarse parches transdérmicos
tépicos.

Para aplicaciones topicas, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en un ungiiento adecuado que
contenga el componente activo suspendido o disuelto en uno 0 mas vehiculos. Los vehiculos para la administracion
tépica de los compuestos de esta invencion incluyen, pero no se limitan a aceite mineral, vaselina liquida, vaselina
blanca, propilenglicol, polioxietileno, compuesto de polioxipropileno, cera emulgente, y agua. Como alternativa, las
composiciones farmacéuticas pueden formularse en una locion o una crema adecuada que contenga los
componentes activos suspendidos o disueltos en uno o més vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos
adecuados incluyen, pero no se limitan a aceite mineral, monoestearato de sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres
de cetilo, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

Para un uso oftalmico, las composiciones farmacéuticas pueden formularse como suspensiones micronizadas en
disolucion salina estéril isotonica de pH ajustado o, preferiblemente, como disoluciones en disolucion salina estéril
isoténica de pH ajustado con o sin un conservante, tal como cloruro de benzalconio. Como alternativa, para usos
oftalmicos, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en un ungiiento, tal como vaselina.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion también pueden administrarse mediante inhalacion o aerosol
nasal. Estas composiciones se preparan segun técnicas muy conocidas en la técnica de la formulacién farmacéutica,
y pueden prepararse como disoluciones en disolucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes,
promotores de la absorcion para potenciar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/o otros agentes solubilizantes o
dispersantes convencionales adecuados.

Lo mas preferido son las composiciones farmacéuticas formuladas para la administracién oral.

En otra realizacion, las composiciones de esta invencion también comprenden otro agente antivirico, preferiblemente
un agente anti-HCV. Estos agentes antiviricos incluyen, pero no se limitan a agentes inmunomoduladores, tales
como a-, B- y y-interferones, compuestos de o-interferon derivatizados pegilados, y timosina; otros agentes
antiviricos, tales como ribavirina, amantadina y telbivudina; otros inhibidores de proteasas de la hepatitis C
(inhibidores de NS2-NS3 e inhibidores de NS3-NS4A); inhibidores de otras dianas en el ciclo vital del HCV,
incluyendo inhibidores de helicasa y polimerasa; inhibidores de la entrada de ribosomas interna; inhibidores viricos
de amplio espectro, tales como inhibidores de IMPDH (por ejemplo, los compuestos de las patentes de EEUU
5.807.876, 6.498.178, 6.344.465, 6.054.472, y los documentos WO 97/40028, WO 98/40381, y WO 00/56331, y
acido micofendlico y sus derivados que incluyen, pero no se limitan a VX-497, VX-148 y/o VX-944); o combinaciones
de cualquiera de los anteriores. Véase también W. Markland et al., Antimicrobial & Antiviral Chemotherapy, 44, p.
859 (2000), y patente de EEUU 6.541.496.

En la presente se utilizan las siguientes definiciones (las marcas comerciales se refieren a productos disponibles a la
fecha de presentacion de esta solicitud).

“Peg-Intron” significa PEG-Intron®, peginterferon alfa-2b, disponible en Schering Corporation, Kenilworth, NJ;
“Intron” significa Intron-A®, interferon alfa-2b, disponible en Schering Corporation, Kenilworth, NJ; “ribavirina”
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significa ribavirina (1-beta-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), disponible en ICN Pharmaceuticals, Inc.,
Costa Mesa, CA; descrita en Merck Index, entrada 8365, 122 edicion; también disponible como Rebetol®, en
Schering Corporation, Kenilworth, NJ, o como Copegus®, en Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ; “Pagasys” significa
Pegasys®, peginterferon alfa-2a, disponible en Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ; “Roferon” significa Roferon®,
interferén alfa-2a recombinante, disponible en Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ; “Berefor” significa Berefor®,
interferén alfa-2, disponible en Boehringer Ingelheim Pharmaceutical, Inc., Ridgefield, CT; Sumiferon®, una mezcla
purificada de interferones alfa naturales, tal como Sumiferon, disponible en Sumitomo, Japén; Wellferon®, interferon
alfa-n1, disponible en Glaxo-Wellcome LTD., Reino Unido; Alferon®, una mezcla de interferones alfa naturales
fabricada por Interferon Sciences, y disponible en Purdue Frederick Co., CT.

El término “interfer6n”, tal como se emplea en la presente, significa un miembro de una familia de proteinas
especificas de especie muy homélogas que inhiben la replicacién virica y la proliferacion celular, y modulan la
respuesta inmunolégica, tales como interferon alfa, interferon beta, e interferbn gamma, The Merck Index, entrada
5015, 122 edicion. Segun una realizacion de la presente invencion, el interferén es a-interferon. Segun otra
realizacién, una combinacién terapéutica de la presente invencion utiliza el interferén alfa-2a natural. Como
alternativa, la combinacion terapéutica de la presente invencién utiliza el interfer6n alfa-2b natural. En otra
realizacion, la combinacion terapéutica de la presente invencion utiliza el interferén alfa-2a o 2b recombinante.

En otra realizacion, el interferon es interferon alfa-2a o 2b pegilado. Los interferones adecuados para la presente
invencion incluyen:

(a) Intron (interferén alfa-2B, Schering Plough),
(b) Peg-Intron,

(c) Pegasys,

(d) Roferon,

(e) Berofor,

() Sumiferon,

(g) Wellferon,

(h) interferén alfa consenso, disponible en Amgen, Inc., Newbury Park, CA,
(i) Alferon,

(j) Viraferon®,

(k) Infergen®.

Como saben los expertos en la técnica, un inhibidor de proteasas se administra preferiblemente por via oral. El
interferon generalmente no se administra por via oral. No obstante, nada en la presente limita los métodos o las
combinaciones de esta invencion a ninguna forma o régimen de dosificacion especifico. Asi, cada componente de
una combinacion segun esta invencion puede administrarse por separado, junto con los demas componentes, 0 en
cualquier combinacién de estos.

En una realizacién, el inhibidor de proteasas y el interferon se administran en formas de dosificacién separadas. En
una realizacion, cualquier agente adicional se administra como parte de una forma de dosificacion individual con el
inhibidor de proteasas, o como una forma de dosificacion separada. Puesto que esta invencion implica una
combinaciéon de compuestos, las cantidades especificas de cada compuesto pueden depender de las cantidades
especificas de cada uno de los demas compuestos en la combinacion. Tal como reconocen los expertos en la
técnica, las dosificaciones de interferon se miden generalmente en Ul (por ejemplo, de aproximadamente 4 millones
de Ul a aproximadamente 12 millones de Ul).

Por consiguiente, los agentes (como agente inmunomodulador o actiando de otra forma) que pueden utilizarse en
combinacién con un compuesto de esta invencién incluyen, pero no se limitan a interferén alfa-2b (Intron A, Schering
Plough); Rebatron (Schering Plough, interferon alfa-2B + Ribavirin); interferon alfa pegilado (Reddy, K.R. et al.,
“Efficacy and Safety of Pegylated (40-kd) interferon alpha-2a compared with interferon alpha-2a in noncirrhotic
patients with chronic hepatitis C”, Hepatology, 33, pp. 433-438 (2001)); interferébn consenso (Kao, J.H. et al,,
“Efficacy of Consensus Interferon in the Treatment of Chronic Hepatitis”, J. Gastroenterol. Hepatol., 15, pp. 1418-
1423 (2000), interferon alfa-2A (Roferon A, Roche), interferdn linfoblastoide o “natural”; interferén tau (Clayette, P. et
al.,, “IFN-tau, A New Interferon Type | with Antiretroviral activity”, Pathol. Biol. (Paris), 47, pp. 553-559 (1999);
interleuquina 2 (Davis, G.L. et al., “Future Options for the Management of Hepatitis C”, Seminars in Liver Disease,
19, pp. 103-112 (1999); interleuquina 6 (Davis et al., “Future Options for the Management of Hepatitis C”, Seminars
in Liver Disease, 19, pp. 103-112 (1999); interleuquina 12 (Davis et al., “Future Options for the Management of

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2389201 T3

Hepatitis C”, Seminars in Liver Disease, 19, pp. 103-112 (1999); Ribavirin; y compuestos que potencian el desarrollo
de una respuesta de células T auxiliares de tipo | (Davis et al., “Future Options for the Management of Hepatitis C”,
Seminars in Liver Disease, 19, pp. 103-112 (1999). Los interferones pueden mejorar las infecciones viricas
ejerciendo efectos antiviricos directos y/o modificando la respuesta inmunoldgica a una infeccion. Los efectos
antiviricos de los interferones a menudo estdn mediados a través de la inhibicion de la penetracion virica o retirada
del revestimiento, de la sintesis de ARN virico, de la traduccion de las proteinas viricas y/o del ensamblaje y
liberacion de los virus.

Los compuestos que estimulan la sintesis de interferén en células (Tazulakhova, E.B., et al., “Russian Experience in
Screening, Analysis, and Clinical Application of Novel Interferon Inducers”, J. Interferon Cytokine Res., 21, pp. 65-73)
incluyen, pero no se limitan a ADN bicatenario, por si solo o en combinacién con tobramicina, e Imiquimod (3M
Pharmaceuticals; Sauder, D.N., “Immunomodulatory and Pharmacologic Properties of Imiquimod”, J. Am. Acad.
Dermatol., 43, pp. S6-11 (2000)).

Pueden utilizarse otros compuestos inmunomoduladores o no inmunomoduladores en combinacién con un
compuesto de esta invencién que incluyen, pero no se limitan a los especificados en el documento WO 02/18369
(véase, por ejemplo, p. 273, lineas 9-22, y p. 274 a p. 276, linea 11).

Los compuestos que estimulan la sintesis de interferén en células (Tazulakhova, et al., J. Interferon Cytokine Res.,
21, pp. 65-73) incluyen, pero no se limitan a ADN bicatenario, por si solo o en combinacion con tobramicina e
Imiquimod (3M Pharmaceuticals) (Sauder, J. Am. Acad. Dermatol., 43, pp. S6-11 (2000)).

Otros compuestos conocidos por tener, o que pueden tener, actividad antivirica contra HCV en virtud de
mecanismos no inmunomoduladores incluyen, pero no se limitan a Ribavirin (ICN Pharmaceuticals); inhibidores de
inosina 5'-monofosfato deshidrogenasa (férmula de VX-497 proporcionada en la presente); amantadina y
rimantadina (Younossi et al., en Seminars in Liver Disease, 19, 95-102 (1999)); LY217896 (patente de EEUU
4.835.168) (Colacino et al., Antimicrobial Agents & Chemotherapy, 34, 2156-2163 (1990)); y éster metilico del acido
9-hidroxiimino-6-metoxi-1,4a-dimetil-1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahidro-fenantren-1-carboxilico; clorhidrato del éster
metilico del &cido 6-metoxi-1,4a-dimetil-9-(4-metilpiperazin-1-ilimino)-1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahidro-fenantren-1-
carboxilico; 1-(2-clorofenil)-3-(2,2-bifeniletil)urea (patente de EEUU 6.127.422).

Las formulaciones, las dosis y las vias de administracion para las anteriores moléculas se indican en las referencias
bibliograficas citadas a continuacién, o son muy conocidas en la técnica segun se describen, por ejemplo, en F.G.
Hayden, en Goodman & Gilman’'s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9% edicion, Hardman et al., eds.,
McGraw-Hill, Nueva York (1996), capitulo 50, pp. 1191-1223, y las referencias citadas alli. Como alternativa, cuando
un compuesto que muestra actividad antivirica contra HCV, en particular actividad antivirica contra una cepa
resistente a farmacos de HCV, se ha identificado, puede determinarse una cantidad farmacéuticamente eficaz del
compuesto utilizando técnicas que son muy conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Benet et
al., en Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 edicién, Hardman et al., eds., McGraw-
Hill, Nueva York (1996), capitulo 1, pp. 3-27, y las referencias citadas alli. Asi, las formulaciones, el intervalo de
dosis y los regimenes de dosis apropiados de dicho compuesto pueden determinarse con facilidad mediante
métodos habituales.

Las combinaciones de farmacos de la presente invencion pueden proporcionarse a una célula o células, o a un
paciente humano, en formulaciones farmacéuticamente aceptables separadas administradas de modo simultaneo o
secuencial, en formulaciones que contienen mas de un agente terapéutico, o mediante una diversidad de
formulaciones de un solo agente y de mdltiples agentes. Independientemente de la via de administracion, estas
combinaciones de farmacos forman una cantidad anti-HCV eficaz de componentes de las formulaciones
farmacéuticamente aceptables.

Un gran nimero de otros inmunomoduladores e inmunoestimulantes que pueden utilizarse en los métodos de la
presente invencion estan disponibles en la actualidad e incluyen AA-2G; adamantilamida dipéptido; adenosina
desaminasa, adyuvante de Enzon, Alliance; adyuvantes, Ribi; adyuvantes, Vaxcel; Adjuvax; agelasfina-11; terapia
del SIDA, Chiron; algal glucano, SRI; alganunulina, Anutech; Anginlyc; factores anticelulares, Yeda; Anticort;
inmundgeno de antigastrina-17, Ap; sistema de administracion de antigenos, Vac; formulacién de antigenos, IDBC;
inmundégeno de antiGnRH, Aphton; Antiherpin; Arbidol; azarol; Bay-g-8939; Bay-r-1005; BCH-1393; Betafectin;
Biostim; BL-001; BL-009; Broncostat; Cantastim; CDRI-84-246; cefodizima; inhibidores de quimioquinas, ICOS;
péptidos de CMV, City of Hope; CN-5888; agente liberador de citoquinas, St; DHEAS, Paradigm; DISC TA-HSV;
JO7B; 101A; 101Z; ditiocarb sodio; ECA-10-142; ELS-1; endotoxina, Novartis; FCE-20696; FCE-24089; FCE-24578;
ligando de FLT-3, Immunex; FR-900483; FR-900494; FR-901235; FTS-Zn; proteinas G, Cadus; gludapcina,;
glutaurina; glicofosfopeptical; GM-2; BM-53; GMDP; vacuna del factor del crecimiento, EntreM; H-BIG, NABI; H-CIG,
NABI; HAB-439; vacuna de Helicobacter pylori; factor inmunolégico especifico del herpes; terapia del VIH, United
Biomed; HyperGAM+CF; ImmuMax; Immun BCG; terapia inmunoldgica, Connective; inmunomodulador, Evans;
inmunomoduladores, Novacell; imreg-1; imreg-2; Indomune; inosina pranobex; interferén, Dong-A (alfa2); interferon,
Genentech (gamma); interferon, Novartis (alfa); interleuquina-12, Genetics Ins.; interleuquina-15, Immunex;
interleuquina-16, Research Cor.; ISCAR-1; JO05X; L-644257; acido licomarasminico; LipoTher; LK-409, LK-410; LP-
2307; LT (R1926); LW-50020; MAF, Shionogi; derivados de MDP, Merck; met-encefalina, TNI;
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metilfurilbutirolactonas; MIMP; mirimostimo; vacunas bacterianas mixtas, Tem, MM-1; moniliastato; MPLA, Ribi; MS-
705; murabutida; marabutida, Vacsyn; derivado de muramil dipéptido; derivados de muramil dipéptido mielopid; -563;
NACOS-6; NH-765; NISV, Proteus; NPT-16416; NT-002; PA-485; PEFA-814; péptidos, Scios; peptidoglicano, Pliva;
Perthon, Advanced Plant; derivado de PGM, Pliva; Pharmaprojects n® 1099; n°® 1426; n® 1549; n°® 1585; n°® 1607; n°
1710; n® 1779; n° 2002; n° 2060; n°® 2795; n°® 3088; n°® 3111; n° 3345; n° 3467; n® 3668; n° 3998; n° 3999; n° 4089; n°
4188; n° 4451; n® 4500; n° 4689; n® 4833; n° 494; n° 5217; n° 530; pidotimod; pimelautida; pinafida; PMD-589;
podofilotoxina, Conpharm; POL-509; poli-ICLC; poli-ICLC, Yamasa Shoyu; poliA-poliU; polisacarido A; proteina A,
Berlux Bioscience; PS34W0; MAb de Pseudomonas, Teijin; Psomaglobin; PTL-78419; Pyrexol; piriferona; Retrogen;
Retropep; RG-003; Rhinostat; rifamaxilo; RM-06; Rollin; romurtida; RU-40555; RU-41821; anticuerpos de Rubella,
ResCo; S-27649; SB-73; SDZ-280-636; SDZ-MRL953; SK&F-107647; SL04; SLO5; SM-4333; Solutein; SRI-62-834;
SRL-172; ST-570; ST-789; lisado de estafago; Stimulon; supresina; T-150R1; T-LCEF; tabilautida; temurtida;
Theradigm-HBYV; Theradigm-HSV; THF, Pharm & Upjohn; THF, Yeda; timalfasina; fracciones de la hormona timica;
timocartina; timolinfotrofina; timopentina; analogos de timopentina; timopentina, Peptech; fraccion 5 de timosina,
Alpha; timoestimulina; timotrinano; TMD-232; TO-115; factor de transferencia, Viragen; tuftsina, Selavo; ubenimex;
Ulsastat; ANGG-; CD-4+; Collag+; COLSF+; COM+; DA-A+; GAST-; GF-TH+; GP-120-; IF+; IF-A+; IF-A-2+; IF-B+;
IF-G+; IF-G-1B+; IL-2+; IL-15+; IM+; LHRH-; LIPCOR+L LYM-B+; LYM-NK+; LYM-T+; OPI+; PEP+; PHG-MA+; RNA-
SYN-; SY-CW-; TH-A-I+; TH-5+; TNF+; UN.

Los compuestos de nucleésidos y nucleotidos representativos Utiles en la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a (+)-cis-5-fluoro-1-[2-(hidroximetil)-[1,3-0xatiolan-5-il]citosina; (-)-2'-desoxi-3'-tiocitidin-5'-trifosfato (3TC); (-)-
cis-5-fluoro-1-[2-(hidroximetil)-[1,3-0xatiolan-5-il]citosina (FTC); (-)-2’,3’-didesoxi-3'-tiacitidin[(-)-SddC]; 1-(2’-desoxi-
2'-fluoro-beta-D-arabinofuranosil)-5-yodocitosina (FIAC); 1-(2’-desoxi-2’-fluoro-beta-D-arabinofuranosil)-5-
yodocitosina trifosfato (FIACTP); 1-(2’-desoxi-2'-fluoro-beta-D-arabinofuranosil)-5-metiluracilo (FMAU); 1-beta-D-
rifofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida; 2’,3’-didesoxi-3'-fluoro-5-metildesoxicitidina (FddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3'-
cloro-5-metildesoxicitidina (ClddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3'-amino-5-metildesoxicitidina (AddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3'-
fluoro-5-metilcitidina  (FddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3'-cloro-5-metilcitidina  (ClddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3’-amino-5-
metilcitidina (AddMeCyt); 2’,3'-didesoxi-3’-fluorotimidina (FddThd); 2’,3'-didesoxi-beta-L-5-fluorotimidina (beta-L-
FddC); 2',3'-didesoxi-beta-L-5-tiacitidina; 2',3'-didesoxi-beta-L-5-citidina  (beta-L-ddC); 9-(1,3-dihidroxi-2-
propoximetil)guanina; 2’-desoxi-3'-tia-5-fluorocitosina; 3'-amino-5-metildesoxicitidina (AddMeCyt); 2-amino-1,9-[[2-
hidroximetil-1-(hidroximetil)etoxijmetil]-6H-purin-6-ona (ganciclovir); diacetato de 2-[2-(2-amino-9H-purin-9-il)etil]-1,3-
propanilo  (famciclovir);  2-amino-1,9-dihidro-9-[(2-hidroxietoxi)metil]-6H-purin-6-ona  (aciclovir);  9-(4-hidroxi-3-
hidroximetilbut-1-il)guanina  (penciclovir);  diacetato  de  9-(4-hidroxi-3-hidroximetilbut-1-il)-6-desoxiguanina
(famciclovir); 3'’-azido-3'-desoxitimidina (AZT); 3'-cloro-5-metildesoxicitidina (ClddMeCyt); 9-(2-fosfonilmetoxietil)-
2',6’-diaminopurin-2'-3'-didesoxirribosida; 9-(2-fosfonilmetoxietil)adenina (PMEA); aciclovir trifosfato (ACVTP); D-
carbociclico-2’-desoxiguanosina (CdG); didesoxicitidina; didesoxicitosina (ddC); didesoxiguanina (ddG);
didesoxiinosina (ddl); E-5-(2-bromovinil)-2’-desoxiuridina trifosfato; fluoroarabinofuranosilyodouracilo; 1-(2’-desoxi-2'-
fluoro-1-beta-D-arabinofuranosil)-5-yodouracilo  (FIAU); estavudina; 9-beta-D-arabinofuranosil-9H-purin-6-amina
monohidrato (Ara-A); 9-beta-D-arabinofuranosil-9H-purin-6-amina-5’-monofosfato monohidrato (Ara-AMP); 2-desoxi-
3'-tia-5-fluorocitidina; 2’,3-didesoxiguanina; y 2’,3’-didesoxiguanosina.

Los métodos sintéticos para la preparacion de nucledsidos y nucleétidos (Gtiles en la presente invencién son muy
conocidos en la técnica, segln se describe en Acta Biochim Pol., 43, 25-36 (1996); Swed. Nucleosides Nucleotides,
15, 361-3678 (1996); Synthesis, 12, 1465-1479 (1995); Carbohyd. Chem., 27, 242-276 (1995); Chena Nucleosides
Nucleotides, 3, 421-535 (1994); Ann. Reports in Med. Chem., Academic Press; y Exp. Opin. Invest. Drugs, 4, 95-115
(1995).

Las reacciones quimicas descritas en las referencias citadas anteriormente se describen en general en términos de
su aplicacién méas amplia para la preparacion de los compuestos de esta invencion. A veces las reacciones pueden
no ser aplicables segin se describen para cada compuesto incluido dentro del alcance de los compuestos descritos
en la presente. Los compuestos en los que esto sucede seran reconocidos con facilidad por los expertos en la
técnica. En todos estos casos, las reacciones pueden realizarse con éxito mediante modificaciones convencionales
conocidas por los expertos en la técnica, por ejemplo, mediante la proteccién apropiada de grupos implicados,
cambiando a reactivos convencionales alternativos, mediante modificacién habitual de las condiciones de reaccién, y
similares, o podran aplicarse otras reacciones descritas en la presente o por lo demés convencionales para la
preparacion de los correspondientes compuestos de esta invencion. En todos los métodos preparativos, todos los
materiales de partida son conocidos o pueden ser preparados con facilidad a partir de materiales de partida
conocidos.

Aunque en general se emplean andlogos de nucledsidos como agentes antiviricos, a veces los nucleétidos
(nucledsidos fosfato) deben convertirse en nucledsidos para facilitar su transporte a través de las membranas
celulares. Un ejemplo de un nucleétido quimicamente modificado capaz de entrar en las células es S-1-3-hidroxi-2-
fosfonilmetoxipropilcitosina (HPMPC, Gilead Sciences). Los compuestos de nucledsidos y nucledtidos utilizados en
esta invencién que son &cidos pueden formar sales. Los ejemplos incluyen sales con metales alcalinos o metales
alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, calcio, 0 magnesio, 0 sales con bases organicas o sales de amonio
cuaternario basicas.

Los expertos en la técnica también pueden querer administrar un inhibidor de la citocromo P450 monooxigenasa.
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Estos inhibidores pueden ser Utiles para aumentar las concentraciones hepaticas y/o aumentar los niveles
sanguineos de los compuestos que son inhibidos por el citocromo P450.

Si una realizacién de esta invencion impilca un inhibidor de CYP, puede utilizarse cualquier inhibidor de CYP que
mejore la farmacocinética de la proteasa NS3/4A pertinente, en un método de esta invencion. Estos inhibidores de
CYP incluyen, pero no se limitan a ritonavir (documento WO 94/14436), cetoconazol, troleandomicina, 4-metilpirazol,
ciclosporina, clometiazol, cimetidina, itraconazol, fluconazol, miconazol, fluvoxamina, fluoxetina, nefazodona,
sertralina, indinavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenavir, saquinavir, lopinavir, delavirdina, eritromicina, VX-944, y
VX-497. Los inhibidores de CYP preferidos incluyen ritonavir, cetoconazol, troleandomicina, 4-metilpirazol,
ciclosporina, y clometiazol. Para las formas de dosificacién preferidas del ritonavir, véase la patente de EEUU
6.037.157, y los documentos citados alli: patente de EEUU 5.484.801, solicitud de EEUU 08/402.690, y solicitudes
internacionales WO 95/07696 y WO 95/09614.

Se conocen métodos para medir la capacidad de un compuesto para inhibir la actividad citocromo P50
monooxigenasa (véase el documento US 6.037.157, y Yun et al., Drug Metabolism & Disposition, vol. 21, pp. 403-
407 (1993)).

Pueden administrarse inmunomoduladores, inmunoestimulantes y otros agentes Utiles en los métodos de terapia de
combinacion de la presente invencion, en cantidades menores que las convencionales en la técnica. Por ejemplo, el
interferén alfa se administra generalmente a seres humanos para el tratamiento de infecciones por HCV en una
cantidad de aproximadamente 1 x 10° unidades/persona tres veces semanales a aproximadamente 10 x 10°
unidades/persona tres veces semanales (Simon et al., Hepatology, 25:445-448 (1997)). En los métodos y Ias
composiciones de la presente invencion, esta dosis puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,1 x 10°
unidades/persona tres veces semanales a aproxmadamente 7,5 x 10° unidades/persona tres veces semanales; mas
preferiblemente, de aproximadamente 0,5 x 10° unidades/persona tres veces semanales a aprOX|madamente 5 x 10°
unidades/persona tres veces semanales; lo mas preferiblemente, de aproximadamente 1 x 10° unidades/persona
tres veces semanales a aproximadamente 3 X 10° unidades/persona tres veces semanales. Debido a la mayor
eficacia antivirica contra el virus de la hepatitis C de los inmunomoduladores, los inmunoestimulantes u otros
agentes anti-HCV en presencia de los inhibidores de serina proteasas de HCV de la presente invencion, pueden
emplearse cantidades reducidas de estos inmunomoduladores/inmunoestimulantes en los métodos de tratamiento y
las composiciones contemplados en la presente. De manera similar, debido a la mayor eficacia antivirica contra el
virus de la hepatitis C de los presentes inhibidores de serina proteasas de HCV en presencia de inmunomoduladores
e inmunoestimulantes, pueden emplearse cantidades reducidas de estos inhibidores de serina proteasas de HCV en
los métodos y las composiciones contemplados en la presente. Estas cantidades reducidas pueden ser
determinadas mediante el control normal de las titulaciones del virus de la hepatitis C en paciente infectados que
estan sometidos a terapia. Esto puede realizarse, por ejemplo, controlando el ARN de HCV en el suero del paciente
mediante técnicas de transferencia por ranuras, transferencia por puntos, o RT-PCR, o midiendo los antigenos de la
superficie de HCV u otros antigenos. De modo similar, los pacientes pueden controlarse durante la terapia de
combinacién empleando los inhibidores de serina proteasas de HCV descritos en la presente y otros compuestos
gue tengan actividad anti-HCV, por ejemplo, agentes antiviricos de nucleésidos y/o nucleétidos, para determinar las
dosis eficaces menores de cada uno cuando se emplean en combinacion.

En los métodos de terapia de combinacién descritos en la presente, pueden administrarse compuestos antiviricos de
nucledsidos o nucledtidos, o sus mezclas, a seres humanos en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,1
mg/persona/dias a aproximadamente 500 mg/persona/dia; preferiblemente de aproximadamente 10 mg/persona/dia
a aproximadamente 300 mg/persona/dia; mas preferiblemente de aproximadamente 25 mg/persona/dia a
aproximadamente 200 mg/persona/dia; aun mas preferiblemente, de aproximadamente 50 mg/persona/dia a
aproximadamente 150 mg/persona/dia; y lo mas preferiblemente, en el intervalo de aproximadamente 1
mg/persona/dia a aproximadamente 50 mg/persona/dia.

Las dosis de los compuestos pueden administrarse a un paciente en una sola dosis o en dosis proporcionadas. En
este ultimo caso, las composiciones de unidad de dosificacion pueden contener unas cantidades de submultiplos de
esta de modo que se forme la dosis diaria. La dosis multiple diaria también puede ser mayor que la dosis diaria total,
si la persona que receta el farmaco asi lo desea.

El régimen para tratar a un paciente que padece una infecciéon por HCV con los compuestos y/o las composiciones
de la presente invencién se selecciona segun una diversidad de factores, incluyendo la edad, el peso, el sexo, la
dieta y la condicion médica del paciente, la gravedad de la infeccion, la via de administracion, segun
consideraciones farmacol6gicas, tales como la actividad, la eficacia, la farmacocinética y los perfiles toxicoldgicos de
los compuestos concretos empleados, y si se utiliza un sistema de transporte del farmaco. La administracion de
combinaciones de farmacos descrita en la presente en general se continuara a lo largo de un periodo de varias
semanas a varios meses o afios, hasta que las titulaciones del virus alcancen unos niveles aceptables, lo cual indica
gue la infecciéon ha sido controlada o erradicada. Los pacientes que estan sometidos a un tratamiento con las
combinaciones de farmacos descritas en la presente pueden controlarse de modo habitual midiendo el ARN del virus
de la hepatitis en el suero del paciente mediante técnicas de transferencia por ranuras, transferencia por puntos, o
RT-PCR, o midiendo los antigenos del virus de la hepatitis C, tales como antigenos de la superficie, en el suero para
determinar la eficacia de la terapia. El analisis continuo de los datos obtenidos mediante estos métodos permite la
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modificacién del régimen de tratamiento durante la terapia, de modo que pueden administrarse las cantidades
Optimas de cada componente en la combinacion, y asi también puede determinarse la duracién del tratamiento. Asi,
el programa de régimen de tratamiento/dosificacion puede modificarse de modo racional a lo largo de la terapia para
administrar las menores cantidades de cada uno de los compuestos antiviricos utilizados en combinacion que juntos
muestran una eficacia anti-virus de la hepatitis C satisfactoria, y de modo que la administracion de dichos
compuestos antiviricos en combinacion contintie sélo hasta sea necesario para tratar con éxito la infeccién.

La presente invencion incluye el uso de los inhibidores de serina proteasas de HCV descritos en la presente en
diversas combinaciones con los tipos de compuestos anteriores o similares que tienen actividad anti-HCV para tratar
0 prevenir infecciones por HCV en pacientes, en particular en pacientes que tienen infecciones por HCV que han
desarrollado resistencia al tratamiento con VX-950 y otros inhibidores de proteasas convencionales. Por ejemplo,
uno o mas inhibidores de serina proteasas de HCV pueden utilizarse en combinaciéon con uno o mas interferones o
derivados de interferdn que tienen antividad anti-HCV; uno o mas compuestos que no son interferones que tienen
antividad anti-HCV; o uno o mas interferones o derivados de interferén que tienen antividad anti-HCV y uno o mas
compuestos que no son interferones que tienen antividad anti-HCV. Cuando se utilizan en combinacion para tratar o
prevenir una infeccién por HCV en un paciente humano, cualquiera de los inhibidores de serina proteasas de HCV
descritos en la presente y los anteriores compuestos que tienen actividad anti-HCV pueden estar presentes en una
cantidad farmacéuticamente eficaz o anti-HCV eficaz. En virtud de sus efectos aditivos o sinérgicos, cuando se
emplean las combinaciones descritas anteriormente, cada una también puede estar presente en una cantidad
subclinica farmacéuticamente eficaz o anti-HCV eficaz, es decir, una cantidad que, si se emplea sola, proporciona
menos eficacia farmacéutica para inhibir completamente o reducir la acumulacién de viriones de HCV y/o para
reducir o mejorar los trastornos o los sintomas asociados con la patogénesis o la infeccién por HCV en pacientes,
comparado con dichos inhibidores de serina proteasas de HCV y compuestos que tienen actividad anti-HCV cuando
se usan en cantidades farmacéuticamente eficaces. Ademas, la presente invencion comprende el uso de
combinaciones de inhibidores de serina proteasas de HCV y compuestos que tienen actividad anti-HCV, segln se
describié anteriormente, para tratar o prevenir infecciones por HCV, en las que uno o mas de estos inhibidores o
compuestos estd presente en una cantidad farmacéuticamente eficaz, y el otro u otros estan presentes en una
cantidad subclinica farmacéuticamente eficaz o anti-HCV eficaz, debido a sus efectos aditivos o sinérgicos. Tal como
se emplea en la presente, la expresion “efecto aditivo” describe el efecto combinado de dos (o mas) agentes
farmacéuticamente activos que es igual a la suma del efecto de cada agente administrado por si solo. Un efecto
sinérgico se produce cuando el efecto combinado de dos (o mas) agentes farmacéuticamente activos es mayor que
la suma del efecto de cada agente administrado por si solo.

Tras mejorar la condicién de un paciente, puede administrarse una dosis de mantenimiento de un compuesto, una
composicidbn o una combinacién de la invencién, si es necesario. Después puede reducirse la dosificacion o la
frecuencia de la administracién, o ambas, en funcion de los sintomas, hasta un nivel en el que la condicion mejorada
se mantiene. Cuando los sintomas se han aliviado hasta el nivel deseado, el tratamiento debe cesar. Sin embargo,
los pacientes pueden requerir un tratamiento intermitente a largo plazo si vuelven a aparecer sintomas de la
enfermedad.

Debe entenderse que la dosificacion y el régimen de tratamiento especificos para cualquier paciente concreto
dependeran de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el
peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el momento de la administracion, la velocidad de excrecion, la
combinacién de farmacos, y el criterio del médico encargado, y la gravedad de la enfermedad concreta que se esta
tratando. La cantidad de los ingredientes activos también dependera del compuesto particular descritos, y de la
presencia o la ausencia y la naturaleza del agente antivirico adicional en la composicion.

Segun otra realizacién, la invenciéon proporciona un método para tratar un paciente infectado por un virus que se
caracteriza por una serina proteasa codificada por el virus que es necesaria para el ciclo vital del virus,
administrando a dicho paciente una composicion farmacéuticamente aceptable de esta invencion. Preferiblemente,
los métodos de esta invencidon se emplean para tratar a un paciente que padece una infeccion por HCV. Este
tratamiento puede erradicar completamente la infeccion virica o reducir su gravedad. Mas preferiblemente, el
paciente es un ser humano.

En una realizacion alternativa, los métodos de esta invencion comprenden ademas la etapa de administrar a dicho
paciente un agente antivirico, preferiblemente un agente anti-HCV. Estos agente antiviricos incluyen, pero no se
limitan a agentes inmunomoduladores, tales como a-, B- y y-interferones, compuestos de a-interferén derivatizados
pegilados, y timosina; otros agentes antiviricos, tales como ribavirina, y amantadina; otros inhibidores de proteasas
de la hepatitis C (inhibidores de NS2-NS3 e inhibidores de NS3-NS4A); inhibidores de otras dianas en el ciclo vital
del HCV, incluyendo inhibidores de helicasa y polimerasa; inhibidores de la entrada de ribosomas interna;
inhibidores viricos de amplio espectro, tales como inhibidores de IMPDH (por ejemplo, VX-497 y otros inhibidores de
IMPDH descritos en la patente de EEUU 5.807.876, acido micofendlico y sus derivados); o combinaciones de
cualquiera de los anteriores.

Este agente adicional puede administrarse a dicho paciente como parte de una forma de dosificacién individual que
comprende un compuesto de esta invencién y un agente antivirico adicional. Como alternativa, el agente adicional
puede administrarse por separado del compuesto de esta invencion, como parte de una forma de dosificion multiple,
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en la que dicho agente adicional se administra antes, al mismo tiempo o después de una composicion que
comprende un compuesto de esta invencion.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un método para pretratar una sustancia biolégica prevista para
la administracién a un paciente, que comprende la etapa de poner en contacto dicha sustancia bioldgica con una
composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un compuesto de esta invencion. Estas sustancias
bioldgicas incluyen, pero no se limitan a sangre y sus componentes, tales como plasma, plaquetas, subpoblaciones
de células sanguineas y similares; érganos, tales como rifiones, higado, corazén, pulmén, etc.; esperma y huevos;
médula ésea y sus componentes, y otros fluidos que vayan a ser infusionados al paciente, tales como disolucion
salina, dextrosa, etc.

Segun otra realizacion, la invencién proporciona métodos para tratar materiales que potencialmente pueden ponerse
en contacto con un virus que se caracteriza por una serina proteasa codificada por el virus que es necesaria para su
ciclo vital. Este método comprende la etapa de poner en contacto dicho material con un compuesto segin la
invencion. Estos materiales incluyen, pero no se limitan a instrumentos y prendas quirdrgicos; instrumentos y
prendas de laboratorio; aparatos y materiales para la recogida de sangre; y dispositivos invasivos, tales como
implantes de bypass, de estenosis, etc.

En otra realizacion, los compuestos de esta invencidon pueden utilizarse como herramientas de laboratorio para
ayudar a aislar una serina proteasa codificada por un virus. Este método comprende las etapas de proporcionar un
compuesto de esta invencién unido a un soporte sélido; poner en contacto dicho soporte sélido con una muestra que
contiene una serina proteasa virica bajo condiciones que provoquen que dicha proteasa se una a dicho soporte
sélido; y eluir dicha serina proteasa de dicho soporte sélido. Preferiblemente, la serina proteasa virica aislada
mediante este método es la proteasa NS3-NS4A de HCV. Mas en concreto, es una proteasa NS3-NS4A de HCV
mutante que es resistente al tratamiento con VX-905 y/o BILN 2061, segun se describe en la presente. Los ejemplos
de dichas proteasas incluyen los descritos en la presente que tienen restos mutantes (es decir, no son de tipo
salvaje) en las posiciones 156 y/o 168 de una proteina de SEQ ID NO:2.

Tal como se emplea en la presente, a menos que se indique lo contrario, el término “comprende” y sus variaciones
indican la inclusion del elemento mencionado, pero no la exclusion de cualquier otro elemento.

Pueden utilizarse las técnicas habituales que son conocidas por los expertos en la técnica en la practica de esta
invencién. Estas técnicas pueden encontrase en documentos publicados. Por ejemplo, la técnicas de ADN
recombinante y de clonacién molecular convencionales son muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, F.M.
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Media, PA; Sambrook, J., Fritsch, E.F., y
Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
1989, y los documentos bibliograficos citados en las patentes de EEUU 6.617.156 y 6.617.130.

Ejemplos

Para entender mejor la invencion, se ofrecen los siguientes ejemplos preparativos y de ensayo. Los siguientes
ejemplos se incluyen para demostrar ciertas realizaciones preferidas de la invencién. Los expertos en la técnica
apreciaran que las técnicas descritas en los siguientes ejemplos representan técnicas descubiertas por el inventor
gue funcionan bien en la practica de la invencion y, por tanto, puede considerarse que constituyen modos preferidos
para la practica. Sin embargo, los expertos en la técnica, a la luz de la presente descripcion, deberian apreciar que
pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones especificas que se describen y todavia obtener un resultado
similar sin apartarse del alcance de la invencién.

Ejemplo 1: Construccién de plasmidos

Se obtuvo un fragmento de ADN que codifica los restos Ala'-Ser'® de la proteasa NS3 de HCV (GenBank
CAB46913) mediante PCR a partir del plasmido con replicones de Conl HCV, I377ne0/NS3-3'/wt (renombrado como
pBR322-HCV-Neo en este estudio) [V. Lohmann et al., Science, 285, pp. 110-113 (1999)] y se inserta en pBEV11
(S. Chamber et al., comunicacion personal) para la expresion de las proteinas de HCV con una cola de hexahistidina
C-terminal en E. coli. Se introdujeron mutaciones de resistencia contra el Pl de NS3/4A de HCV en esta construccion
mediante mutagénesis dirigida especifica de sitio basada en PCR. Para generar el replicon de HCV que contenia las
mutaciones resistentes a PI, se subclon6 un fragmento HindllI/BstXI de 1,2 kb derivado del replicén de Conl HCV en
un vector de clonacion TA, pCR2.1 (Invitrogen). Las mutaciones resistentes a Pl en el dominio de la serina proteasa
NS3 se introdujeron en el vector pCR2.1 que contenia el fragmento Hindlll/BstXl de HCV mediante PCR, y se
subclond un fragmento BsrGI/BstXI de 579 pb que contenia el resto mutado de nuevo en un pldsmido con replicones
de Conl de segunda generacidon que contenia tres mutaciones adaptativas, pBR322-HCV-Neo-mADE (véase a
continuacién). Todas las construcciones se confirmaron mediante secuenciacion.

Ejemplo 2: Generacidon de células con replicones de HCV

El plasmido con replicones subgenémicos de Conl pBR322-HCV-Neo [Lohmann et al., Science, 285, pp. 110-113
(1999)] se digiri6 con Scal (New England Biolabs). Se generé ARN de replicén subgenémico de HCV de longitud
completa a partir del molde de ADN linealizado utilizando un kit T7 Mega-script (Ambion) y se traté con ADNasa para
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eliminar el ADN molde. Los transcritos de ARN de salida se electroporaron en células Huh-7 y se seleccionaron
lineas celulares con replicones de HCV estables con 0,25 0 1 mg por ml de G418 (Geneticin) en medio esencial
minimo modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10%. Las células con replicones
de HCV estables se mantuvieron en DMEM, FBS al 10%, y 0,25 mg por ml de G418.

Durante el desarrollo de la generacion de las lineas celulares estables con replicones subgenémicos de HCV, se
identificaron varios patrones diferentes de mutaciones adaptativas. Un patron tenia tres sustituciones en las
proteinas no estructurales de HCV, que se introdujeron en el plasmido pBR322-HCV-Neo original mediante
mutagénesis dirigida especifica de sitio para generar un pldsmido con replicones subgenémicos de segunda
generacion, pBR322-HCV-Neo-mADE. Cuando los transcritos de ARN de salida de T7 procedentes del pldsmido
pBR322-HCV-Neo-mADE linealizado con Scal se electroporaron en células Huh7, se formaron colonias de células
con replicones estables con una eficacia mucho mayor que con el ARN de replicones de Conl original. Las
mutaciones de resistencia identificadas en este estudio se introdujeron en el plasmido con replicones pBR322-HCV-
Neo-mADE mediante mutagénesis dirigida especifica de sitio. Se generaron lineas celulares con replicones estables
utilizando los transcritos de T7 derivados de pBR322-HCV-Neo-mADE de tipo salvaje o de los que tienen las
mutaciones de resistencia.

Ejemplo 3: Protocolo de ensayo de células con replicones de HCV

Se mantuvieron células que contenian replicones del virus de la hepatitis C (HCV) en DMEM que contenia suero
bovino fetal (FBS) al 10%, 0,25 mg por ml de G418, con los suplementos apropiados (medio A).

En el dia 1, la monocapa de células con replicones se traté con una mezcla de tripsina:EDTA, se retir6, y luego se
diluyé medio A hasta una concentracion final de 100.000 células por ml. Se cultivaron 10.000 células en 10 ul en
cada pocillo de una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos, y se cultivd durante la noche en un incubador de
cultivos de tejidos a 37 °C.

En el dia 2, los compuestos (en DMSO al 100%) se diluyeron en serie en DMEM que contenia FBS al 2%, DMSO al
0,5%, con suplementos apropiados (medio B). La concentracion final de DMSO se mantuvo a 0,5% a lo largo de la
serie de dilucion.

Se retir6 el medio de la monocapa de células con replicones, y después se afiadié medio B que contenia diversas
concentraciones de compuestos. Se afiadié medio B sin compuesto a otros pocillos como controles sin compuesto.

Las células se incubaron con compuesto o DMSO al 0,5% en medio B durante 48 horas en un incubador de cultivo
de tejidos a 37 °C. Al final de la incubacién de 48 horas, el medio se retird y la monocapa de células con replicones
se lavo una vez con PBS y se conservo a -80 °C antes de la extraccion del ARN.

Las placas de cultivo con monocapas de células con replicones tratadas se descongelaron, y se afiadié una cantidad
fija de ARN de otro virus, tal como el virus de la diarrea virica bovino (BVDV), a las células en cada pocillo. Se
afiadieron reactivos de extraccién de ARN (tales como reactivos de kits RNeasy) a las células inmediatamente para
evitar la degradacion del ARN. El ARN total se extrajo segun las instrucciones del fabricante con modificaciones para
mejorar la eficacia y la uniformidad de extraccién. Por ultimo, el ARN celular total, incluyendo el ARN de replicones
de HCV, se eluyd y se conservé a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

Se constituyé un ensayo de cuantificacion de RT-PCR a tiempo real Tagman con dos conjuntos de sondas y
cebadores especificos. Uno correspondia a HCV y el otro a BVDV. Se afiadieron los extractantes de ARN total de
las células con replicones de HCV tratadas a las reacciones de PCR para la cuantificacion del ARN de HCV y BVDV
en el mismo pocillo de PCR. Se marcaron los fallos experimentales y se rechazaron basandose en el nivel de ARN
de BVDV en cada pocillo. Se calcul6 el nivel de ARN de HCV en cada pocillo segin un ensayo de curva patrén en la
misma placa de PCR. El porcentaje de inhibicion o disminucién del nivel de ARN de HCV debido al tratamiento con
el compuesto se calcul6 utilizando DMSO o control sin compuesto como 0% de inhibicién. Se midié la citotoxicidad
de los compuestos utilizando un ensayo de viabilidad celular basado en enzimas mitocondriales, CellTiter 96
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Se calcularon los valores de Clsp (concentracion en la
gue se observa 50% de inhibicion del nivel de ARN de HCV) y CCsq (concentracion en la que se observa 50% de
reduccion de la viabilidad celular) a partir de la curva de titulacién de cualquier compuesto dado utilizando un ajuste
de curva de cuatro parametros (SoftMax Pro).

Ejemplo 4: Seleccién de células con replicones de HCV resistentes a Pl

Las células con replicones subgenémicos de Conl HCV estables se transfirieron en serie en presencia de G418
0,25 mg por ml, y concentraciones lentamente crecientes de VX-950 (serie A), BILN 2061 (serie B), o una
combinacién de VX-950 y BILN 2061 (serie C, D y E). Las concentraciones de VX-950 varian de 3,5 uM (0 10x Clsg)
en el ensayo de 48 horas (véase anteriormente) a 28 uM (80x Clsp). Para BILN 2061, la concentracion de partida fue
de 80 nM (80x Clsg), y la concentracion final fue de 12,5 uM (12.500x Clsp). Durante el desarrollo de la seleccion, las
células con replicones se dividieron dos veces cada semana cuando se alcanzaba una confluencia del 70-90%. Se
afiade Pl de HCV fresco cada 3 a 4 dias independientemente de haber dividido o no el cultivo celular.
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Ejemplo 5: Identificaciéon de mutaciones de resistencia a Pl de HCV

Durante la seleccion de células con replicones resistentes a Pl de HCV se recogieron sedimentos celulares cada vez
que se dividio el cultivo celular. Se extrajo el ARN celular total utilizando el kit de minipreparacion RNeasy (Qiagen).
Se amplifico un fragmento de ADNc con una longitud de 1,7 kb que incluye la region de la serina proteasa NS3 de
HCV, con una pareja de oligonucleodtidos especificos de HCV (5'-CCTTCTATCGCCTTCTTG-3' (SEQ ID NO:3) y 5'-
CTTGATGGTCTCGATGG-3' (SEQ ID NO:4)) utilizando el kit de RT-PCR Titan One-Step (Roche Applied Science).
Los productos amplificados se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QIA-quick (Qiagen). Para controlar
el surgimiento de las mutaciones relacionados con Pl de HCV en el dominio de la serina proteasa NS3 de HCV
durante la seleccion, los productos de RT-PCR de 1,7 kb purificados de replicones tratados con Pl procedentes de
diferentes momentos del cultivo se sometieron a la determinacion de la secuencia. Para determinar la frecuencia de
mutaciones resistentes a PI, los productos de la RT-PCR de 1,7 kb del ARN de HCV de las células con replicones
resistentes a VX-950 o BILN 2061 se acoplaron en el vector de clonacion TA pCR2.1 (Invitrogen). Para cada
momento del tiempo, se aislaron miltiples colonias bacterianas individuales y se secuencio la region codificadora de
la proteasa NS3 de HCV del ADN plasmidico purificado.

Ejemplo 6: Expresion y purificacién del dominio de serina proteasa NS3 de HCV

Cada una de las construcciones de expresion para el dominio de serina proteasa NS3 de HCV que contenia la
secuencia de tipo salvaje o las mutaciones de resistencia (A156S, D168V, o D168A) se transformo en células de E.
coli BL21/DE3 pLysS (Stratagene). Las células recién transformadas se cultivaron a 37 °C en medio BHI (Difco
Laboratories) suplementado con 100 pg por ml de carbenicilina y 35 pg por ml de cloranfenicol hasta una densidad
Optica de 0,75 a 600 nM. Se realiz6 una induccién con IPTG 1 mM durante cuatro horas a 24 °C. Las pastas
celulares se recogieron mediante centrifugacion y se congelaron instantaneamente a -80 °C antes de la purificacion
de las proteinas. Todas las etapas de purificacion se realizaron a 4 °C. Para cada una de las proteasas NS3 de HCV
se lisaron 100 g de la pasta celular en 1,5 | de tampén A (HEPES 50 mM (pH 8,0), NaCl 300 mM, n-octil-B-D-
glucopirandsido al 0,1%, B-mercaptoetanol 5 mM, glicerol al 10% (en v/v)) y se agité durante 30 min. Los lisados se
homogeneizaron utilizando un microfluidificador (Microfluidics, Newton, MA), seguido de una ultracentrifugacion a
54.000 x g durante 45 min. Se afiadié imidazol a los sobrenadantes hasta una concentracion final de 5 mM, junto
con 2 ml de resina de Ni-NTA preequilibrada con el tampén A que contenia imidazol. Las mezclas se agitaron con
balanceo durante tres horas y se lavaron con 20 volimenes de columna de tampén A mas imidazol 5 mM. Las
mezclas se agitaron con balanceo durante tres horas y se lavaron con 20 volimenes de columna de tampdén A més
imidazol 5 mM. Las proteinas NS3 de HCV se eluyeron en tampdén A que contenia imidazol 300 mM. Los eluatos se
concentraron y se cargaron en una columna Hi-Load 16/60 Superdex 200, preequilibrada con tampén A. Las
fracciones apropiadas de las proteinas de HCV purificadas se reunieron y se conservaron a -80 °C.

Ejemplo 7: Ensayos enzimaticos para el dominio de serina proteasa NS3 de HCV
A. Protocolo de ensayo enzimatico con HPLC

Método de HPLC Microbore para la separacion del sustrato 5AB vy los productos

Sustrato:
NH2-Glu-Asp-Val-Val-(alfa)Abu-Cys-Ser-Met-Ser-Tyr-COOH

Se prepar6 una disolucion madre de 5AB 20 mM (o la concentracion que se elija) en DMSO/DTT 0,2 M. Esto se
conservo en partes alicuotas a -20 °C.

Tampoén: HEPES 50 mM, pH 7,8, glicerol al 20%, NaCl 100 mM

El volumen total de ensayo fue de 100 pl.

ul de Xl Conc. en el ensayo
Tampon 86,5 véase anteriormente
KK4A 5 mM 0,5 25 uM
DTT1M 0,5 5mM
DMSO o inhibidor 2,5 al 2,5% en v/v
tNS3 50 uM 0,05 25nM
5AB 250 pM (inicial) 20 25 M

Se reunieron el tampon, KK4A, DTT y tNS83, y se distribuyeron 78 ul en cada uno de los pocillos de una placa de 96

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2389201 T3

pocillos. Esto se incubé a 30 °C durante aproximadamente 5-10 mn.

Se disolvieron 2,5 ul de la concentracién apropiada del compuesto de ensayo en DMSO (s6lo DMSO para el control)
y se afiadi6 a cada pocillo. Esto se incubd a temperatura ambiente durante 15 min.

La reaccién se inici6 mediante la adicion de 20 ul de sustrato 5AB 250 uM (una concentracién de 25 uM es
equivalente o ligeramente inferior que la Km para 5AB). La reaccién se incubé durante 20 min a 30 °C y después se
terminé mediante la adicion de 25 ul de TFA al 10%. Se trasladaron partes alicuotas de 120 nl del producto final de
la reaccion a viales de HPLC. El producto de SMSY se separ6 del sustrato y KK4A mediante el siguiente método:

Método de separacién Microbore:

Intrumento: Agilent 1100. Desgasificador G1322A; bomba binaria G1312A; automuestreador G1313A; camara
termostatizada de la columna G1316A; detector de matriz de diodos G1315A.

Columna: Phenomenex Jupiter, C18 de 5 micrometros, 300 angstroms, 150 x 2 mm, P/O 00F-4053-B0; termostato
de la columna, 40 °C; volumen de inyeccion, 100 pl; disolvente A = agua de calidad HPLC + TFA al 0,1%; disolvente
B = acetonitrilo de calidad HPLC + TFA al 0,1%.

Tiempo (min) % de B Flujo (ml/min) Pres. maxima
0 5 0.2 400
12 60 0,2 400
13 100 0.2 400
16 100 0,2 400
17 5 0,2 400
Tiempo de detencién: 17 min
Tiempo después del ensayo: 10 min

B. Protocolo de ensayo enzimatico FRET

Se determind la actividad enzimatica utilizando una modificacién del ensayo descrito por Taliani et al. [Taliani et al.,
Anal. Biochem., 240, pp. 60-67 (1996)]. Se adquiri6 un péptido fluorogénico internamente extinguido (sustrato
FRET), Ac-DED(EDANSE)EEabuy[COOJASK(DABCYL)-NH2, de AnaSpec Incorporated (San José, CA). El ensayo
se realiz6 en un modo continuo en un formato de placa de microtitulacion de 96 pocillos. El tamp6n estaba
compuesto de HEPES 50 mM (pH 7,8), NaCl 100 mM, glicerol al 20%, DTT 5 mM, y péptido KK4A 25 uM
(KKGSVVIVGRIVLSGK, SEQ ID NO:5). El péptido KK4A representa la region central del cofactor de NS4A
procedente del genotipo 1a con restos lisina afiadidos para mejorar la solubilidad [Landro et al., Biochemistry, 36, pp.
9340-9348 (1997)]. La reaccion se inicié mediante la adicidn del sustrato FRET después de una preincubacion de 10
min de los componentes del tampdn con 2 nM de la proteasa NS3 a temperatura ambiente. La reaccion se control6 a
30 °C durante 20 min utilizando un lector de placas fluorométrico de fmax Molecular Devices. Los filtros para las
longitudes de onda de excitacion y de emision fueron de 355 nm y 495 nm, respectivamente. Para la determinacion
de los parametros cinéticos del sustrato, las concentraciones del péptido FRET variaron de 0,5-7,0 uM. No se
observd extinciéon intermolecular en este intervalo. Los parametros cinéticos del sustrato, Km y Vmax, se
determinaron ajustando los datos a la ecuacién de Michaelis-Menten. Se determinaron las constantes de inhibicion
(Ki) mediante la titulacion de la actividad enzimatica utilizando el ensayo descrito anteriormente, excepto que el
compuesto disuelto en DMSO (no més de DMSO al 2% en v/v; se utilizé6 como control el disolvente por si solo) se
afadio a los componentes del tampén y enzima después de la preincubacion inicial de 10 min segun se describio
anteriormente. Esta mezcla se incubd durante 15 min mas a temperatura ambiente antes de una incubacén con el
sustrato FRET durante 20 min mas a 30 °C. Se ensayaron de sieta a ocho concentraciones del compuesto, y los
datos resultantes se ajustaron a la forma integrada de la ecuacion de Morrison para la inhibicion de la unién fuerte
[J.F. Morrison, Biochim. Biophys. Acta, 185, pp. 269-286 (1969)]. Todos los datos del sustrato y del inhibidor se
ajustaron utilizando una regresioén no lineal de Marquardt-Levenberg con el programa informatico GraphPad Prism.

Ejemplo 8: Desarrollo de resistencia a VX-950 en células con replicones de HCV

VX-950 (figura 4A, estructura quimica) es un candidato clinico para el tratamiento de la hepatitis C. VX-950 es un
inhibidor covalente y reversible de la serina proteasa NS3/4A de HCV. Aunque es competitivo con el sustrato
peptidico en el sitio activo, muestra una inhibicién no competitiva aparente como resultado de sus propiedades de
union fuerte y mecanismo de inhibicion dependiente del tiempo (C. Gates y Y.-P. Luong). La incubacién de células
con replicones subgenémicos de Conl HCV con VX-950 produce una disminucién dependiente de la concentracion
del nivel de ARN de HCV, segun se mide mediante el método de RT-PCR a tiempo real (Tagman) (figura 5B). El
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valor de CI50 de VX-950 es de 354 nM en el ensayo de 48 horas.

Para identificar las mutaciones de resistencia a VX-950, las células con replicones subgenémicos de Conl se
transfirieron en serie (es decir, se subcultivaron) en presencia de 0,25 ml por ml de G418 y concentraciones
gradualmente crecientes de VX-950 (serie A) (figura 5A, curva de seleccién). La concentracion inicial de VX-950 fue
de 3,5 uM o 10 veces la CI50, y la concentracion mayor fue de 28 uM o 80 veces la CI50. Las células con replicones
se dividieron o el medio se repuso cada 3 o 4 dias, y se afiadid VX-950 fresco. Puesto que VX-950 inhibe la
actividad serina proteasa NS3 de HCV vy, por consiguiente, bloguea la replicacion del ARN de HCV, el nivel de
estado estacionario de las proteinas de HCV vy la proteina de neomicina transferasa gradualmente disminuye y por
ultimo se hace indetectable en presencia de una concentracion alta de VX-950. Las células con poca o ninguna
proteina de neomicina transferasa proliferan a una velocidad gradualmente decreciente y por Ultimo mueren en
presencia de G418. Sélo el ARN de HCV con mutaciones que son resistentes a VX-950 puede replicarse en
presencia de altas concentraciones de VX-950 y apoya el crecimiento de las células con replicones que lo portan.
Las células con replicones en la serie A crecieron normalmente durante los primeros 10 dias en presencia de VX-
950 3,5 uM. Después de 10 dias, las células de la serie A crecieron mucho més lentamente y se observl una muerte
celular masiva entre los dias 10 y 17 (figura 5A, curva de seleccién). El crecimiento normal no se reanud6 hasta el
dia 21. Se determin6 que la CI50 de VX-950 contra las células con replicones de la serie A en el dia 56 era de 8,1 a
12,0 uM, que es de 23 a 34 veces mayor que la CI50 (354 nM) contra las células con replicones de tipo salvaje
(figura 5B, curva de CI50).

Se extrajeron los ARN celulares totales de las células de la serie A en los dias 7, 21 y 56 y se sometieron a RT-PCR
para amplificar la region codificadora del dominio de la serina proteasa NS3. El producto de la RT-PCR se secuencio
en bloque para identificar la posicion o posiciones de las mutaciones potenciales que podrian ser responsables de la
reduccién observada en la sensibilidad a VX-950. Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la proteasa de
HCV de tipo salvaje a partir de las células con replicones originales se muestran en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.
No se observd ninguna mutacién relacionada con VX-950 en el dominio de la serina proteasa NS3 de las células con
replicones de la serie A en el dia 7, cuando se compara con las células con replicones de Conl de tipo salvaje
cultivadas en ausencia de VX-950.

En los dias 21 y 56 en la serie A, se observaron sustituciones en Alal56 en el dominio de la proteasa, lo cual sugiere
gue las mutaciones en el resto 156 pueden ser criticas para la sensibilidad reducida a VX-950. No se encontro
ninguna mutacion en ninguno de los cuatros sitios proteoliticos en la region de la proteina no estructural de HCV que
son rotos por la serina proteasa NS3/4A. Para definir la identidad y la frecuencia de las sustituciones, un producto de
la RT-PCR de 1,7 kb de las células con replicones de la serie A en el dia 7 0 98 se subclon6 en el vector TA y se
secuenciaron mdltiples clones para ambas muestras. Todos los clones derivados de las muestras del dia 7
contenian Alal56 de tipo salvaje. En la muestra del dia 98 de las células con replicones de la serie A, que se habian
cultivado en presencia de VX-950 28 uM durante 63 dias, 79% o 60 de 76 clones tenian una sustitucion de alanina a
serina (A156S).

Ademas, se seleccionaron células resistentes a VX-950 bajo una concentracion constante de VX-950 y G418. En
este caso, se observaron miultiples colonias de células resistentes después de un periodo de cultivo prolongado con
VX-950 y G418. Se determinaron las secuencias de la serina proteasa NS3 de HCV a partir de estas colonias
resistentes y se encontraron mutaciones similares en el aminoéacido 156 de la serina proteasa de HCV.

Ejemplo 9: Desarrollo de resistencia a BILN 2061 en células con replicones de HCV

Otro inhibidor de la proteasa NS3/4A de HCV, BILN 2061 (figura 4B, estructura quimica) (documentos WO 00/59929,
US 6.608.027), ha demostrado ser eficaz en pacientes con hepatitis C (Lamarre et al., Nature Medicine, 2003). Se
seleccionaron células con replicones de HCV resistentes a BILN 2061 (serie B) de una manera similar a VX-950. De
nuevo, células con replicones subgénomicos de Conl HCV de tipo salvaje se transfirieron en serie en presencia de
0,25 mg por ml de G418 y concentraciones lentamente crecientes de BILN 2061 (figura 6A, curva de seleccion). Las
células con replicones de la serie B crecieron con normalidad durante los primeros 7 dias en presencia de BILN
2061 80 nM u 80 veces mayor que la CI50. Sin embargo, la proliferacion de células de la serie B se freno
significativamente después del dia 7, y se observé una muerte celular masiva entre los dias 7 y 17. Al igual que
antes, el crecimiento normal no se reanudd hasta el dia 21. BILN 2061 tiene un valor de CI50 de 10 a 1,8 uM contra
las células de la serie B en el dia 59, que es de 1.000 a 1.800 veces mayor que la CI50 (1 nM) contra las células con
replicones de tipo salvaje (figura 6B, curva de CI50).

No se observaron mutaciones relacionadas con BILN 2061 en el dominio de la serina proteasa NS3 en el dia 7. En
el dia 24, se observé una diversidad de sustituciones en el aminoacido 168 de la proteina NS3, lo cual sugiere que
las sustituciones en el resto 168 pueden ser responsables de la resistencia contra BILN 2061. No se encontrd
ninguna mutacion en los cuatros sitios en la regién de la proteina no estructural de HCV que son rotos por la serina
proteasa NS3/4A. Para determinar la frecuencia de las diversas sustituciones en el resto 168 de NS3, se secuenci6
la serina proteasa NS3 del replicon de la serie B en el dia 98, que habia sido cultivado en presencia de BILN 2061
3,2 uM. De los 94 clones, 60 0 64% tenian una sustituciéon de Asp168 a Val (D168V), y 23 clones o 24% tenian una
mutacion de Asp168 a Ala (D168A).
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Ademas, se seleccionaron células resistentes a BILN 2061 bajo una concentracion constante de BILN 2061 y G418.
En este caso, se observaron mlltiples colonias de células resistentes después de un periodo de cultivo prolongado
con BILN 2061y G418. Se determinaron las secuencias de la serina proteasa NS3 de HCV a partir de estas colonias
resistentes y se encontraron mutaciones similares en el aminoéacido 168 de la serina proteasa de HCV.

Ejemplo 10: Seleccién de células con replicones resistentes a VX-950 y BILN 2061
A. Desarrollo de replicones de HCV con resistencia cruzada a partir de células resistentes a VX-950

Para identificar las mutaciones de resistencia que tienen resistencia cruzada a VX-950 y BILN 2061 se emplearon
varios esquemas de seleccién. En primer lugar, una linea de células con replicones resistente a VX-950 [serie A en
C. Lin et al., J. Biol. Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)] se transfiri6 en serie en presencia de 0,25 mg/ml de G418,
VX-950 14 uM, y concentraciones lentamente crecientes de BILN 2061 (serie C) (figura 8A). Para BILN 2061, la
concentracion inicial fue de 40 nM, y la concentracion final fue de 6,4 uM. Las células con replicones se dividieron o
el medio se repuso cada 3 o 4 dias, y se afiadié VX-950 y BILN 2061 fresco. Puesto que los Pl de HCV inhiben la
actividad serina proteasa NS3/4A de HCV vy, por consiguiente, bloquean la replicacién del ARN de HCV, el nivel de
estado estacionario de las proteinas de HCV y la proteina de neomicina transferasa gradualmente disminuye y por
ultimo se hace indetectable en presencia de una concentracion alta de Pl de HCV (los datos no se muestran). Las
células con poca o ninguna proteina de neomicina transferasa proliferan a una velocidad gradualmente decreciente y
por ultimo mueren en presencia de G418. Se espera que las células con replicones con la principal mutacion de
resistencia a VX-950, A156S, mueran en presencia de concentraciones crecientes de BILN 2061, puesto que han
demostrado ser susceptibles a la inhibicion de BILN 2061 [C. Lin et al., J. Biol. Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)].
Sélo el ARN de HCV con mutaciones que provocan una resistencia cruzada frente a VX-950 y BILN 2061 puede
replicarse en presencia de altas concentraciones de ambos Pl de HCV y apoya el crecimiento de las células con
replicones que lo portan. Sin embargo, las células con replicones en la serie C crecieron normalmente durante todo
el proceso de seleccion, que duré 56 dias. Se determiné que los valores de CI50 de BILN 2061 contra las células
con replicones de la serie C en el dia 52 eran de aproximadamente 3 uM, que es 300 veces mayor que la CI50
contra las células con replicones de la serie A (resistentes a VX-950) (aproximadamente 10 nM) (figura 8B). Puesto
que VX-950 30 uM no produjo més de 50% de reduccion en el ARN de HCV en las células con replicones de la serie
C en el dia 52, los valores de CI50 reales de VX-950 no pueden determinarse, lo cual indica que las células con
replicones de la serie C en el dia 52 siguen siendo resistentes a VX-950 (figura 8C).

Se extrajo el ARN celular total de las células de la serie C en el dia 32, que habian sido cultivadas en presencia de
VX-950 14 um y BILN 2061 0,32 uM, y se sometié a RT-PCR para amplificar la region codificadora del dominio de la
serina proteasa NS3. El producto de la RT-PCR se secuencid en bloque para identificar la posicion o posiciones de
las mutaciones potenciales que podrian ser responsables de la reduccion observada en la sensibilidad a ambos Pl
de HCV. Se observaron sustituciones en Alal56 en el dominio de la proteasa, lo cual sugiere que las mutaciones en
el resto 156 pueden ser criticas para la sensibilidad reducida a ambos PIl. Esta observaciéon es algo inesperada,
puesto que se descubrié que la principal mutacion de resistencia a VX-950 era A156C [C. Lin et al., J. Biol. Chem.,
279, pp. 17508-17514 (2004)]. No se encontrdé ninguna mutacion en ninguno de los cuatros sitios proteoliticos en la
region de la proteina no estructural de HCV que son rotos por la serina proteasa NS3/4A. Para definir la identidad y
la frecuencia de las sustituciones, un producto de la RT-PCR de 1,7 kb de las células con replicones de la serie C en
el dia 32 se subclon6 en el vector TA, y diez colonias individuales se sometieron a una secuenciacion. Seis clones
tenian una sustitucion de Alal56 a Thr (A156T), y tres clones tenian una sustitucion de Alal56 con Val (A156V). El
décimo clon mantiene la mutacion A156S.

B. Desarrollo de replicones de HCV con resistencia cruzada a partir de células resistentes a BILN 2061

El segundo esquema de seleccién consistid en cultivar células con replicones resistentes a BILN 2061 en presencia
de BILN 2061 y VX-950. En este caso, una linea de células con replicones resistente a BILN 2061 [serie B en C. Lin
et al., J. Biol. Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)] se transfiri6 en serie en presencia de 0,25 mg/ml de G418, y
concentraciones lentamente crecientes de VX-950 y BILN 2061 (serie D) (figura 9A). Para BILN 2061, la
concentracion inicial fue de 160 nM, y la concentracion final fue de 6,4 pM. Sélo se emplearon dos concentraciones
de VX-950: 7 uM y 14 uM. Se espera que las células con replicones con la principal mutacién de resistencia a BILN
2061, D168V o D168A, mueran en presencia de altas concentraciones de VIX-950, puesto que han demostrado ser
susceptibles a la inhibicion de VX-950 [C. Lin et al., J. Biol. Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)]. De nuevo, sélo el
ARN de HCV con mutaciones que provocan una resistencia cruzada a VX-950 y BILN 2061 puede replicarse en
presencia de altas concentraciones de ambos Pl de HCV y apoya el crecimiento de las células con replicones que lo
portan. Sin embargo, las células con replicones en la serie D crecieron normalmente durante la mayor parte del
proceso de seleccion, que también durd 56 dias. Puesto que VX-950 30 uM no produjo méas de 50% de reduccién en
el ARN de HCV en las células con replicones de la serie D en el dia 52, los valores de CI50 reales de VX-950 no
pueden determinarse, pero seran al menos 100 veces mayores que la CI50 (aproximadamente 0,3 uM) contra las
células con replicones de la serie B (resistentes a BILN 2061) (figura 9B). Se determiné que los valores de CI50 de
BILN 2061 contra las células con replicones de la serie D en el dia 52 eran de aproximadamente 4 uM, lo cual indica
que las células con replicones de la serie D en el dia 52 siguen siendo resistentes a BILN 2061 (figura 9C).
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Se extrajo el ARN celular total de las células de la serie D en el dia 32, que también habian sido cultivadas en
presencia de VX-950 14 um y BILN 2061 0,32 uM, y se sometié a RT-PCR para amplificar la region codificadora del
dominio de la serina proteasa NS3. El producto de la RT-PCR se secuencid en bloque para identificar la posicion o
posiciones de las mutaciones potenciales que podrian ser responsables de la reduccién observada en la sensibilidad
a ambos Pl de HCV. De nuevo, se observaron sustituciones en Alal56 en el dominio de la proteasa, lo cual confirma
gue las mutaciones en el resto 156 pueden ser criticas para la sensibilidad reducida a ambos Pl. No se encontro
ninguna mutacién en ninguno de los cuatros sitios proteoliticos en la regién de la proteina no estructural de HCV que
son rotos por la serina proteasa NS3/4A. Para definir la identidad y la frecuencia de las sustituciones, un producto de
la RT-PCR de 1,7 kb de las células con replicones de la serie A en el dia 32 se subclon6 en el vector TA, y 14
colonias individuales se sometieron a una secuenciacion. Doce clones tenian la sustitucion A156V, mientras que un
clon tenia la mutacion A156T. El decimocuarto clon tenia dos mutaciones, A156S y D168V.

C. Desarrollo de replicones de HCV con resistencia cruzada a partir de células con replicones sin estimular

En los estudios previos de los inventores sobre mutaciones de resistencia frente a un unico Pl de HCV, VX-950 o
BILN 2061, el crecimiento celular se detuvo durante varios dias, durante los cuales se observé una masiva muerte
celular [C. Lin et al., J. Biol. Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)], lo cual sefiala el surgimiento de células con
replicones mutantes de resistencia y la muerte concurrente de replicones no resistentes. Sin embargo, no se
observd esta muerte celular ni una disminucié en el crecimiento celular en la seleccién de los replicones con
resistencia cruzada de la serie C o D, segun se describi6 anteriormente. Es posible que las mutaciones de
resistencia cruzada, A156T y A156V, puedan ya existir en las células con replicones resistentes a VX-950 (serie A) o
BILN 2061 (serie B), como una pequefia poblacidon. Si esto es asi, estos dos esquemas de seleccion pueden
proporcionar una desviacion hacia la mutacion A156T o A156V frente a otras mutaciones de resistencia cruzada
potenciales. Asi, se realizd un tercer esquema de seleccion utilizando las células con replicones de HCV sin
estimular que son sensibles a cualquiera de los dos inhibidores.

Las células con replicones subgendmicos de Conl obtenida de pBR322-HCV-Neo-mADE [C. Lin et al., J. Biol.
Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)] se transfirié en serie en presencia de 0,25 mg/ml de G418, y concentraciones
lentamente crecientes de VX-950 y BILN 2061 (serie E) (figura 10). La concentracion inicial de VX-950 fue de 3,5
uM, y la concentracion mayor fue de 14 pM. Para BILN 2061, la concentracion inicial fue de 80 nM, y la
concentracion final fue de 3,2 uM. Las células con replicones se dividieron o el medio se repuso cada 3 o 4 dias, y
se afiadié VX-950 y BILN 2061 fresco. Las células con replicones de la serie E crecieron con normalidad durante los
primeros 10 dias en presencia de VX-950 3,5 uM y BILN 2061 160 nM. Después de 10 dias, las células de la serie E
crecieron mucho mas lentamente y se observé una muerte celular masiva entre los dias 10 y 21 (figura 10). El
crecimiento normal no se reanudd hasta el dia 21. Se extrajo el ARN celular total de las células de la serie C en los
dias 10, 21, y 48, y se sometid a RT-PCR para amplificar la region codificadora del dominio de la serina proteasa
NS3. No se observé ninguna mutacion relacionada con Pl de HCV en el dominio de la serina proteasa NS3 de las
células con replicones de la serie E en el dia 10 cuando se compara con las células con replicones de Conl de tipo
salvaje cultivadas en ausencia de ambos Pl de HCV. Para definir la identidad y la frecuencia de las sustituciones, un
producto de la RT-PCR de 1,7 kb de las células con replicones de la serie E en el dia 21 o 48 se subcloné en el
vector TA, y se secuenciaron multiples clones para ambas muestras. En la muestra del dia 21 de la serie E de
células con replicones, que se habian cultivado en presencia de VX-950 3,5 uM y BILN 2061 0,32 uM durante 14
dias, 65% o0 30 de 46 clones tenian una sustitucion de Alal56 a Thr (A156T), mientras que se encontré otra
sustitucion de Alal56 a Val (A156V) en 35% o 16 de 46 clones. Para la muestra del dia 48 de la serie E, que se
habia cultivado en presencia de VX-950 14 uM y BILN 2061 1,6 uM durante 14 dias, 80% o 35 de 44 clones tenian
una sustitucion A156T, mientras que se encontro la sustitucion A156V en 20% o 9 de 44 clones. En ambos casos,
no se encontraron mas mutaciones en el dominio de la serina proteasa NS3 en mas del 10% de los clones del
plasmido TA, lo cual indica que A156T y A156V son solo dos mutaciones que confieren una resistencia cruzada a
VX-950 y BILN 2061.

Ejemplo 11: Demostracidon y confirmacién de mutaciones de resistencia en el aminoacido 156 o 168 en los
ensayos de células con replicones y enziméticos

Para confirmar si las mutaciones observadas en Alal56 o Aspl168 son suficientes para conferir resistencia frente a
VX-950 o BILN 2061, respectivamente, se utiliz6 una mutagénesis dirigida especifica de sitio para introducir cada
mutacion individual en la posiciéon 156 o 168 en el dominio de la proteasa NS3 de tipo salvaje.

La mutagénesis dirigida especifica de sitio es otra técnica Util para la preparacién de proteinas de proteasas
mutantes utilizada en los métodos de la invencién. Esta técnica emplea la mutagénesis especifica del ADN
subyacente (que codifica la secuencia de aminoacidos que a la que se dirige la modificacion). La técnica ademas
proporciona la capacidad sencilla de preparar y analizar variantes de secuencia, incorporando una o mas de las
consideraciones anteriores, mediante la introduccén de uno o mas cambios de la secuencia de nucleétidos en el
ADN. Una mutagénesis dirigida especifica de sitio permite la produccién de mutantes mediante el uso de secuencias
oligonucleotidicas especificas que codifican la secuencia de ADN de la mutacion deseada, asi como un namero
suficiente de nucleétidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador con el tamafio y la complejidad
de secuencia suficientes para formar un duiplex estable en ambos lados de la union de delecidon que se esta
atravesando. Generalmente, se prefiere un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos de longitud, con
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aproximadamente 5 a 10 restos a ambos lados de la union de la secuencia que se esta alterando.

La técnica habitualmente emplea un vector de bacteriéfago que existe en forma monocatenaria y bicatenaria. Los
vectores tipicos Utiles en la mutagénesis dirigida especifica de sitio incluyen vectores tales como el fago M13. Estos
vectores de fagos estan disponibles en el mercado y su uso en general es muy conocido por los expertos en la
técnica. Los plasmidos bicatenarios también se emplean habitualmente en la mutagénesis dirigida especifica de
sitio, lo cual elimina la etapa de transferir el gen de interés desde un fago a un plasmido.

En general, la mutagénesis dirigida especifica de sitio se realiza obteniendo en primer lugar un vector
monocatenario, o fundiendo dos hebras de un vector bicatenario que incluye, dentro de su secuencia, una secuencia
de ADN que codifica la proteina deseada. Un cebador oligonucleotidico que porta la secuencia mutada deseada se
prepara de modo sintético. Este cebador entonces se hibrida con una preparacion de ADN monocatenario, tomando
en cuenta el grado de desapareamiento cuando se seleccionan las condiciones de hibridacién, y se somete a
enzimas polimerizantes del ADN, tales como el fragmento de Klenow de la polimerasa | de E. coli, para completar la
sintesis de la hebra que porta la mutacion. Asi, se forma un heteroduplex en el que una hebra codifica la secuencia
no mutada original y la segunda hebra porta la mutacion deseada. Este vector de heteroduiplex entonces se emplea
para transformar las células apropiadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan los clones que incluyan los
vectores recombinantes que portan la disposicién de secuencia mutada.

Por supuesto, la estrategia descrita anteriormente para la mutagénesis dirigida especifica de sitio no es el Unico
método para generar especies de proteasas mutantes potencialmente Utiles, y asi no pretende ser limitante. La
presente invencion también contempla otros métodos para lograr la mutagénesis tales como, por ejemplo, tratar los
vectores recombinantes que portan el gen de interés con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para
obtener variantes de secuencia.

A. El mutante de resistencia a VX-950 dominante, A156S, sigue siendo susceptible a BILN 2061

Para confirmar que la sustitucion observada de Alal56 por Ser es suficiente para conferir resistencia frente a VX-950
pero no frente a BILN 2061, se empled una mutagénesis dirigida especifica de sitio para sustituir Alal56 por Ser en
el dominio de proteasa NS3 de tipo salvaje.

Los pardmetros cinéticos para el sustrato FRET para los dominios de la proteasa NS3 de tipo salvaje del genotipo la
y 1b fueron idénticos (tabla 1) bajo las condiciones de ensayo de los inventores. Aunque el cofactor del péptido de
NS4A procede del genotipo 1a de HCV, no se observaron diferencias perceptibles en los parametros cinéticos. Esto
es coherente con la formacion de modelos moleculares, lo cual sugiere que las variaciones conservativas en la
region central de NS4A entre el genotipo 1a y 1b no afectan a la interaccion entre el péptido central de NS4A y el
dominio de proteasa NS3. Los valores de Ki de VX-950 y BILN 2061 se determinaron utilizando los genotipos l1a y
1b de la proteasa de tipo salvaje, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos
proteasas de tipo salvaje (tabla 2).

Los parametros cinéticos del sustrato FRET para la proteasa mutante A156S fueron practicamente los mismos que
los de la proteasa de tipo salvaje (tabla 1). Sin embargo, el valor de Ki de VX-950 es de 2,9 uM contra la proteasa
mutante A156S, que es 29 veces mayor que contra la proteasa de tipo salvaje (0,1 uM) (tabla 2). BILN 2061 tiene un
valor de Ki de 112 nM contra el mutante A156S, que es 6 veces mayor que contra la proteasa de tipo salvaje, 19 nM
(tabla 2).

El nivel de ARN de HCV en las células con replicones que contienen la sustitucion A156S es similar al de las células
con replicones de tipo salvaje (los datos no se muestran), lo cual es coherente con la eficacia catalitica enzimatica
similar del mutante A156S y las serina proteasas NS3 de tipo salvaje. El valor de CI50 de VX-950 contra las células
con replicones A156S es de 4,65 uM, que es 12 veces mayor que contra las células con replicones de tipo salvaje
(0,40 uM) (tabla 3). La diferencia entre los valores de CI50 de BILN 2061 contra las células A156S (7 nM) y con
replicones de tipo salvaje (4 nM) no fue significativa (tabla 3).

B. Los principales mutantes resistentes a BILN 2061, D168V y D168A, siguen siendo totalmente susceptibles a VX-
950

Para confirmar que la sustitucién observada de Asp168 por Val o Ala es suficiente para conferir resistencia frente a
BILN 2061 pero no VX-950, se empled una mutagénesis dirigida especifica de sitio para sustituir Asp168 por Val o
Ala en el dominio de proteasa NS3 de tipo salvaje.

Los parametros cinéticos del sustrato no fueron afectados por la mutacién D168V, y muestran sélo cambios
pequefios (menores que en 10 veces) para el mutante D168A, segun indica la comparacion de los valores de kcat y
kcat/Km de las serina proteasas NS3 de tipo salvaje y las dos mutantes (tabla 1). De manera similar, no se observé
un efecto significativo de cualquiera de las sustituciones en Asp168 sobre el valor de Ki de VX-950 (tabla 2). Sin
embargo, la sustitucion de valina o alanina por acido aspartico en la posicion 168 produjo una proteasa NS3 mutante
que no fue inhibida por BILN 2061 hasta 1,2 uM (tabla 2). Estos datos indican que cualquiera de las proteasas
mutantes es al menos 63 menos veces susceptible a BILN 2061, cuando se compara con la proteasa de tipo salvaje.
La magnitud real de la resistencia no puede determinarse, puesto que BILN 2061 no es soluble a concentraciones
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mayores que 1,2 uM en el tamp6n de ensayo, segin se mide mediante la absorbancia a 650 nm. La mutacion
D168V o D168A también se introdujo en el replicon de HCV de tipo salvaje mediante mutagénesis dirigida especifica
de sitio, y se genero una linea de células con replicones estable que porta cada una de las sustituciones. BILN 2061
tiene una CI50 de 5,09 uM contra las células con replicones D168V, que es mas de 1.300 veces mayor que contra
las células con replicones de tipo salvaje (4 nM) (tabla 3). La CI50 de BILN 2061 es de 1,86 uM contra el replicon
mutante D168A. Hubo pocos cambios en los valores de CI50 de VX-950 contra las células con replicones D168V y
de tipo salvaje (tabla 3).

La tabla 1 muestra la caracterizacion de las propiedades enzimaticas de los dominios de la serina proteasa NS3 de
HCV de tipo salvaje o mutante. Se expresan cinco proteinas del dominio de la serina proteasa NS3 de HCV, que
incluyen las proteasas de genotipo la y 1b de tipo salvaje (wt), y tres mutantes (A156S, D168V, y D168A) del
genotipo 1b, y se purificaron segin se describe en la seccién de materiales y métodos. Se determinaron los valores
de kcat y kM de estas proteasas NS3 utilizando el péptido central KK-NS4A y el sustrato FRET.

Tabla 1. Caracterizacion enzimatica de las serina proteasas NS3 de HCV de tipo salvaje 0 mutantes

Proteasa de HCV Km (uM) Kcat (1) Kcat/Km (M's™)
Wt (1a) 1,3 1.2 8,97 x 10°
Wt (1b) 11 1,0 9,47 x 10°
A156S (1b) 0,9 0,6 6,64 x 10°
D168V (1b) 1,2 0,6 4,98 x 10°
D168A (1b) 2,0 0,3 1,50 x 10°

La tabla 2 muestra la confirmacién de la resistencia en un ensayo enzimatico. Los valores de Ki de VX-950 y BILN
2061 se determinaron frente a los cinco dominios de la serina proteasa NS3 de HCV purificados, incluyendo las
proteasas de tipo salvaje (wt) del genotipo 1a o 1b, asi como tres mutantes, A156S, D168V, y D168A, del genotipo
1b, utilizando el péptido KK-NS4A vy el sustrato FRET. La solubilidad de BILN 2061 en el tampdn de reaccion se
limitd a concentraciones mayores que 1,2 uM. No se observo inhibicion para la proteasa NS3 mutante D168V o

D168A en presencia de BILN 2061 1,2 pM.

Tabla 2. Valores de Ki de VX-950 y BILN 2061 contra proteasas NS3 de tipo salvaje y mutantes

Ki (uM)
Mutante BILN 2061 VX-950
Wt (1a) 0,006 0,047
Wt (1b) 0,019 0,100
A156S 0,112 2,9
D168V >1,2 0,043
D168A >1,2 0,150

La tabla 3 muestra la confirmacién de la resistencia en replicones de HCV. Se generaron cuatro lineas de células
con replicones subgendmicos de HCV estables, que incluyen el tipo salvaje (wt) y tres mutantes, A156S, D168V, y
D168A, utilizando los transcritos de salida de ARN de T7 a partir de los correspondientes plasmidos de replicon de
Conl de alta eficacia. Se determinaron los valores de CI50 de VX-950 y BILN 2061 contra las cuatro lineas de
células con replicones de HCV en el ensayo de 48 horas convencional.

Tabla 3. Valores de Clso de VX-950 y BILN 2061 contra las células con replicones de HCV con las proteasas NS3 de
tipo salvaje y mutantes

Clso del replicon (uM)

Mutante BILN 2061 VX-950
Wt 0,004 0,402
A156S 0,007 5,09
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Clso del replicon (uM)

D168V 4,65 0,163

D168A 1,86 0,193

C. Las mutaciones A156T y A156V presentan resistencia cruzada frente a VX-950 y BILN 2061

Para confirmar que las mutaciones observadas en Alal56 son suficientes para conferir resistencia cruzada frente a
BILN 2061 pero no VX-950, se empled una mutagénesis dirigida especifica de sitio para sustituir Ala159 por Val o
Thr en el dominio de la proteasa NS3 de tipo salvaje.

La eficacia catalitica (kcat/Km) de la proteasa mutante A156T o A156V contra el sustrato FRET es de
aproximadamente 5 a 7 veces mayor que la de la proteasa de tipo salvaje (tabla 4). El valor de Ki de VX-950 es de
9,9 uM o 33 uM contra la proteasa mutante A156T o A156V, respectivamente, que es 99 o 330 veces mayor que
contra la proteasa de tipo salvaje (0,1 uM), respectivamente (tabla 5). Ninguna de las proteasas mutantes fue
inhibida por BILN 2061 hasta 1,2 uM (tabla 5). Estos datos indican que cada proteasa mutante es al menos 63 veces
menos susceptible a BILN 2061, comparado con la proteasa de tipo salvaje. La magnitud real de la resistencia no
puede determinarse, porque BILN 2061 no es soluble a concentraciones mayores que 1,2 uM en el tampon de
ensayo, segun se mide mediante la absorbancia a 650 nm (los datos no se muestran).

Tabla 4: Propiedades enzimaticas de los dominios de la serina proteasa NS3 de HCV de tipo salvaje o mutante

Proteasa de HCV Km (uM) kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1)
Tipo salvaje 1,1 1,0 9,47 x 10°
A156T 1,3 0,2 1,36 x 10°
A156T 2,6 0,6 2,34 x 10°

Resumen de la tabla 4: Tres proteinas del dominio de la serina proteasa NS3 de HCV de la cepa Conl, que incluyen
las proteasas de tipo salvaje y dos mutantes, A156T y A156V, se expresaron y se purificaron. Se determinaron los
valores de kcat y Km de estas proteasas NS3 utilizando el péptido central KK-NS4A y el sustrato FRET, y se
muestra la media de dos ensayos independientes.

Tabla 5: Confirmacion de la resistencia en un ensayo enziméatico

Mutante Ki (uM)
BILN 2061 VX-950
Tipo salvaje 0,019 0,100
A156T (=) >1,2 9,9
A156V (=1 >1,2 33

Resumen de la tabla 5: Se determinaron los valores de Ki de VX-950 y BILN 2061 contra los cinco dominios de
serina proteasa NS3 de HCV purificados, que incluyen la proteasa de tipo salvaje, asi como dos mutantes, A156Ty
A156V, utilizando el péptido KK-NS4A y el sustrato FRET. La solubilidad de BILN 2061 en el tampdn de reaccion es
limitada a concentraciones mayores que 1,2 uM. No se observé inhibicion por la proteasa NS3 mutante A156T o
A156V en presencia de BILN 2061 1,2 uM.

El nivel de ARN de HCV en las células con replicones que contienen la sustitucién A156T o A156V es menor que el
de las células con replicones de tipo salvaje (los datos no se muestran), lo cual es coherente con la menor eficacia
catalitica enzimatica de los dos mutantes, comparado con el de las serina proteasas NS3 de tipo salvaje. No se
observé una reduccion significativa del ARN del replicon de HCV con VX-950 hasta 30 uM en ninguna de las lineas
de células con replicones mutantes, lo cual indica una disminucion en al menos 75 veces de la sensibilidad conferida
por cualquiera de las mutaciones (tabla 6). El valor de CI50 de BILN 2061 contra las células con replicones A156T
es de 1,09 uM, que es aproximadamente 272 veces mayor que contra las células con replicones de tipo salvaje (4
nM). Para los replicones mutantes A156V, BILN 2061 tiene un valor de CI50 de 5,76 uM, lo cual indica una
disminucion en mas de 1.400 veces de la sensibilidad conferida por la mutacién A156V (tabla 6).
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Tabla 6: Confirmacion de la resistencia en replicones de HCV

Mutante Clso de los replicones (uM)
BILN 2061 VX-950
Tipo salvaje 0,004 0,402
Al156T 1,09 >30
Al56V 5,76 >30

Resumen de la tabla 6: Se generaron tres lineas de células con replicones subgenémicos de HCV estables, que
incluyen el tipo salvaje y dos mutantes, A156Ty A156V, utilizando los transcritos de salida de ARN de T7 a partir de
los correspondientes replicones de Conl de alta eficacia. Se determinaron los valores de CI50 de VX-950 y BILN
2061 contra las tres lineas de células con replicones de HCV en el ensayo de 48 horas, y se muestra la media de
dos ensayos independientes.

Ejemplo 12: Formacién de modelos - |

Se modelaron VX-950 y BILN 2061 en el sitio activo del dominio de la serina proteasa NS3 utilizando la estructura de
la proteina NS3 de HCV de longitud completa publicada por Yao [Yao et al., Structure Fold Des., 7, pp. 1353-1363
(1999)] (codigo PDB: 1CU1). Las coordinadas del dominio de proteasa del segmento A en esta estructura
demuestran que la hebra C-terminal de la proteina NS3 se une en el sitio de unién al sustrato de la proteasa. El
grupo carboxilo terminal de esta hebra se localiza cerca de los restos del sitio activo His57, Asp81 y Serl39, de
modo que forma enlaces de hidrégeno con las cadenas laterales de His57 y Serl39, asi como las amidas del
esqueleto de los restos 137 y 139, que forman el hueco de oxianidon. Ademas, los Ultimos seis restos (626 a 631) de
la proteina NS3 forman una hebra B antiparalela extendida a lo largo del borde de la hebra E2 del barril  de la
proteasa y forman doce enlaces de hidrégeno de esqueleto a esqueleto. Se espera que un inhibidor basado en el
producto, tal como BILN 2061, se una a la proteasa NS3 de una manera similar. Por tanto, los inventores utilizaron
las coordenadas de esta estructura cristalina para construir sus modelos de co-complejos de inhibidor-proteasa. Se
construy6 la molécula de BILN 2061 con el programa informatico de formacion de modelos moleculares QUANTA
(Accelrys Inc., San Diego, California, EEUU), y se acopl6é de forma manual al sitio activo de modo que su grupo
carboxilo se solapa con el carboxilato C-terminal de NS3 de la proteina de NS3 de longitud completa. Entonces la
molécula inhibidora se rotd de tal forma que formaron todos los siguientes enlaces de hidrégeno del esqueleto: NH
de PI con el carbonilo de Argl155, el carbonilo de P3 con NH de Alal57, y NH de P3 con el carbonilo de Alal57. Este
modo de unién coloca el grupo P2 grande de BILN 2061 en choque directo con la cadena lateral de Argl55. Para
evitar el choque, la cadena lateral de Argl55 se modelé en una conformacion extendida, segun sugiere la
descripcién de la estructura cristalina de un complejo de proteasa NS3 con un inhibidor que es analogo a BILN 2061
[Y.S. Tsantrizos, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 42, pp. 1356-1360 (2003)]. Se minimizé la energia del inhibidor en
dos etapas. En la primera etapa, s6lo se dejo que los atomos del inhibidor y los atomos de la cadena lateral de
Arg155, Asp168 y Arg123 de la proteasa se moviesen durante la minimizacion de la energia durante 1000 pasos. En
la segunda etapa, se dejé que todos los atomos de la cadena laterial del sitio activo se moviesen junto con el
inhibidor durante 1000 pasos adicionales. Esta estructura modelada se parece mucho a la estructura publicada del
analogo de BILN 2061 [Y.S. Tsantrizos, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 42, pp. 1356-1360 (2003)].

Se adoptd un procedimiento similar para modelar el VX-950 en el sitio activo de la proteasa. El inhibidor se model6
como un aducto covalente con una union si-cara de la cadena lateral de Ser139 al cetocarbonilo del inhibidor. Este
modo de union se ha observado para inhibidores de cetoamida analogos [Perni et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 14,
en imprenta (2004)] e inhibidores de cetoacidos [Di Marco et al., J. Biol. Chem., 275, pp. 7152-7157 (2000)]. La
cadena principal del inhibidor se solap6 con los restos 626 a 631 de la hebra C-terminal de NS3, de modo que se
formaron todos los siguientes enlaces de hidrégeno del esqueleto: NH de Pl con el carbonilo de Argl155, el carbonilo
de P3 con NH de Alal57y NH de P3 con el carbonilo de Alal57, y el carbonilo del casquete de P4 con el NH de
Cys159. En este modo de union, el grupo P2 de VX-950 se coloca en el bolsillo S2 sin necesidad de mover la
cadena lateral de Argl155. Los grupos t-butilo y ciclohexilo se colocaron en los bolsillos S3 y S4, respectivamente.
Para ser coherentes, los inventores utilizaron el mismo protocolo de minimizacion de la energia de dos etapas
utilizado para el modelo de BILN 2061. Estos dos modelos de co-complejos se utilizaron para predecir el efecto de
las mutaciones en Alal56 y Asp168 sobre la unién de los inhibidores de proteasas.

La cadena lateral de Asp68 se expone al disolvente. La cadena lateral de valina del mutante D168V puede adoptar
tres conformaciones canonicas con 1 = 60°, -60° 0 180°. Se modelaron las tres orientaciones de la cadena lateral de
Vall68. La energia de interaccion de la enzima mutante D168V y del inhibidor se minimizé permitiendo que los
atomos del inhibidor y Vall68 se movieran mientras se fijaban las posiciones de todos los demas atomos de la
molécula de proteina. En todos los casos, la cadena lateral de Vall68 no provoca choque estérico con los atomos
del inhibidor. La mutacion de serina en Alal56 se model6 mediante el siguiente procedimiento. La cadena lateral de
Alal56 esta en contacto de Van der Waals con el grupo P2 de ambos inhibidores (figura 9). La cadena lateral de
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serina del mutante A156S se modela en tres conformaciones canonicas de y1 = 60°, -60° y 180°, y la energia se
minimizé manteniendo fijada la conformacion del resto de la proteina. Se utilizaron estos modelos para estudiar los
efectos de esta mutacion sobre la unién del inhibidor. Se descubrié que la conformacion de -60° tenia la menor
energia, puesto que forma un enlace de hidrégeno con el carbonilo de Argl55 vecino, pero provoca el maximo
namero de contactos desfavorables con ambos inhibidores. Las conformaciones de 60° y 180° son energéticamente
equivalentes, pero la conformacion de 60° tiene menos contactos desfavorables y se utilizé en el andlisis de los
inventores.

Alal56 esta localizada en la hebra E2 de la estructura de la proteasa NS3/4A de HCV [R.A. Love et al., Cell, 87, pp.
331-342 (1996)]. Varios atomos del esqueleto de esta hebra (principalmente el carbonilo de Argl55 y ambos
carbonilo y nitrégeno de la cadena principal de Alal57) forman enlaces de hidrégeno con los atomos del esqueleto
de los sustratos o de los inhibidores basados en el sustrato. En el modelo estructural de los inventores del co-
complejo de VX-950:proteasa (figura 9), se forman tres enlaces de hidrégeno entre NH de Pl y el carbonilo de
Arg155, el carbonilo de P3 y NH de Alal57, y NH de P3 y el carbonilo de Alal57. También se forman los mismos
enlaces de hidrégeno en el modelo del co-complejo de BILN 2061. La cadena lateral de Alal56 esta en contacto de
Van der Waals con el grupo P2 de estos inhibidores. En el modelo de los inventores del mutante A156S, el oxigeno
terminal de Serl56 estd demasiado cerca del grupo ciclohexilo de P4 de VX-950, y también esta demasiado cerca
del casquete de ciclopentilo terminal de BILN 2061. Puesto que el casquete de ciclopentilo de BILN 2061 esta en el
extremo flexible del inhibidor, puede retirarse de este contacto desfavorable sin perder gran parte de la unién. Un
movimiento similar del grupo ciclohexilo de P4 de VX-950 provoca la desestabilizacon de las interacciones entre el
inhibidor y los subsitios S4 y S5 de la proteasa. Por tanto, se espera una pérdida mayor en la unién para VX-950 que
para BILN 2061 con la proteasa mutante A156S.

Aspl68 se localiza en la hebra F2 de la estructura de la proteasa NS3 y esta implicada en las interacciones de
puente salino con las cadenas laterales de Arg123 y Arg155 (figura 9) [R.A. Love et al., Cell, 87, pp. 331-342 (1996)].
También es parte del bolsillo de unién de S4. La parte alifatica de esta cadena lateral esta en contacto de Van der
Waals con el grupo ciclopentilo terminal de BILN 2061, que no se espera que se vea afectado por la mutacién
D168V, puesto que una cadena lateral de valina en esta posiciébn no provoca ningun choque estérico con el
inhibidor. Sin embargo, esta sustitucion D168V produce la pérdida de la interaccion de puente salino con la cadena
lateral de Argl55 en la hebra E2 vecina (figura 1) que, a su vez, provoca multiples contactos con el grupo P2 grande
de BILN 2061 en el modelo descrito en la presente. La conformacion de Argl55 (figura 9, con el cédigo de color azul
cian) en el modelo del complejo de BILN 2061:proteasa de NS3 de tipo salvaje ya no se ve energéticamente
favorecida en el mutante D168V por dos razones. En primer lugar, no puede permanecer cerca de los esqueletos de
la hebra E2 en ausencia de la interaccion de puente salino entre Argl55 y Aspl168. En segundo lugar, una carga
positiva no compensada y expuesta al disolvente de la cadena lateral de Argl55 buscara una mayor cubierta de
solvatacion, tal como se observa en las estructuras cristalinas de la apoproteasa y los dos complejos de
proteasa:inhibidor que estan disponibles en el Protein Data Bank (cddigo: 1DY8 y 1DY9) [S. Di Marco et al., J. Biol.
Chem., 275, pp. 7152-7157 (2000)]. Esta conformacion de Argl55 esta en choque directo con el grupo quinolina de
P2 de BILN 2061 y desestabiliza su unién. Por tanto, la sustitucién de Asp168 por cualquier aminoacido, distinto del
glutamato, rompera las interacciones de puente salino con Argl55 y producira una reduccién en la unién de BILN
2061. Por otra parte, la conformacion de Argl55 en las dos estruturas cristalinas publicadas del complejo de
proteasa NS3:inhibidor es similar a la del modelo de los inventores del complejo de VX-950:proteasa (con el cédigo
de color naranja en la figura 9). Ademas, esta conformacion de Argl55 confiere estabilizacion de la union de VX-
950, puesto que permite el maximo nimero de contactos de Van der Waals entre la cadena lateral de Argl55 y el
inhibidor. Por tanto, no se espera que VX-950 se vea afectado por las sustituciones en Asp168, comparado con
BILN 2061.

Ejemplo 13: Formacion de modelos - Il

La formacion de modelos de VX-950 y BILN 2061 en el sitio activo del dominio de la serina proteasa NS3 utilizando
la estructura cristalina de la proteina NS3 de HCV de longitud completa [N. Yao et al., Structure Fold Des., 7, pp.
1353-1363 (1999)] (codigo de Protein Data Base: 1CU1) ha sido previamente descrita [C. Lin et al., J. Biol. Chem.,
279, 17508-17514 (2004)]. La cadena lateral de Alal56 en la cadena 3 de E2 de la proteasa NS3/4A de HCV separa
los bolsillos S4 y S2 del sitio activo de la enzima y esta en contacto de Van der Waals con el grupo P2 de los dos
inhibidores (figura 7). La sustitucion con Val o Thr de Alal56 extiende la cadena lateral con dos grupos adicionales
(metilo o hidroxilo) hacia el espacio compacto entre la enzima de tipo salvaje y los inhibidores. La cadena lateral de
Vall56 o Trh156 se model6 en las tres conformaciones candnicas posibles de y; = 60°, -60° y 180°, siguiendo el
procedimiento indicado previamente para la formacion del modelo de la mutacién A156S [C. Lin et al., J. Biol.
Chem., 279, pp. 17508-17514 (2004)]. Se minimizé la energia de las conformaciones de la cadena lateral
manteniendo fijada la conformacién del resto de la proteina. Los inhibidores, VX-950 y BILN 2061, se acoplaron a
estos sitios activos de la enzima mutante para aclarar el efecto de las mutaciones sobre la unién del inhibidor.

De las tres posibles conformaciones de la cadena lateral de Ser en la posicion 156 (figura 11), la conformacién con
y1 = 60° tiene el menor numero de contactos desfavorables con VX-950 y BILN 2061. Los otros dos conférmeros
(con 1 = 180° y -60°) tiene mdltiples contactos desfavorables con ambos inhibidores en la cadena lateral de P2 o en
el grupo carbonilo de P3. En la mutacion A156T o A156V, se obliga a que el grupo adicional en el atomo Cp de la
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cadena lateral ocupe una de estas dos posiciones con y1 = 180° o -60°, lo cual produce interacciones desfavorables
con los inhibidores. Las tres posibles conformaciones de Thr se muestran de modo esquemético en la figura 11. En
todos los casos, el grupo adicional tiene una interaccion repulsiva con los d&tomos del inhibidor y/o del esqueleto de
la enzima. Mediante la minimizacion de la energia se descubrié que la conformacion -60/180° tenia la interaccion
menos repulsiva y que la principal causa de la repulsién era el choque cercano entre el grupo hidroxilo o metilo
terminal de la cadena lateral mutante y el grupo carbonilo de P3 de los inhibidores. Por tanto, las mutaciones A156T
y A156V son resistentes a ambos inhibidores.

Todas las composiciones y/o los métodos descritos y reivindicados en la presente pueden prepararse y ejecutarse
sin experimentacion indebida a la luz de la presente descripcion. Aunque las composiciones y los métodos de esta
invencién se han descrito en términos de las realizaciones preferidas, sera evidente para los expertos en la técnica
que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y/o los métodos, y en las etapas o en la secuencia de etapas
del método descrito en la presente, sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de la invencién. De modo mas
concreto, sera evidente que ciertos agentes que estén quimica y fisioldgicamente relacionados pueden sustituirse
por los agentes descritos en la presente, obteniéndose los mismos resultados o unos resultados similares. Se
considera que todos estos sustitutos similares y modificaciones evidentes para los expertos en la técnica estan
dentro del alcance y del concepto de la invencion, segun se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Algunas referencias bibliograficas citadas a lo largo de la presente proporcionan ejemplos relativos a procedimientos
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<210>1
<211> 2055
<212> ADN

<213> virus de la hepatitis C

<400> 1
gcgectatta
ctcacaggee
caatctttec
tcaaagaccce
gacctcgteg
agctcggacce
gacagcadgg
gatccactgc
cgaggggttyg
tceceeggtet
catctacacg
caagggtata
tatatgtcta
acgggtgeec
gggggegcect
ctgggecateg

gccaccegeta

cggectacte
gggrcaggaa
tggcgacctg
ttgcecggecce
getggecaage
tttacttggt
ggagcctact
tectgececte
cgaaggcggt
tcacggacaa
ccectactgg
aggtgcttgt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatcat
gcacagtcct

cgeetecggg

ccaacagacg
ccaggtcogag
cgtcaatgge
aaagggccca
gcecocoggy
cacgaggcat
ctceeccagg
ggggcacgcet
ggactttgta
ctecgteeect
tagcggecaag
cctgaacccg
tatcgacecct
ctcecacctat
aatatgtgat
ggaccaagcy

atcggtcacc

cgaggcctac
ggggaggtcc
gtgtgttgga
atcacccaaa
gegegttect
gccgatgtcea
cecegtetect
gtgggcatct
cccgtcgaght
cocggecgtac
agcactaagg
tecegtegeeg
aacatcagaa
ggcaagtttc
gagtgccact
gagacggctg

gtgccacatc

37

ttggctgeat
aagtggtctc
ctgtctatca
tgtacaccaa
tgacaccatg
ttecoggtgeg
acttgaaggg
ttcgggctgco
ctatggaaac
cgcagacatt
tgcecggetge
ccaccetagg
cecgggytaay
ttgecgacgg
caactgactc
gagcgecgact

caaacatcga

catcactagc
caccgcaaca
tggtgececgge
tgtggaccag
cacctgegge
ceggeggggce
ctetteggge
cgtgtgcacc
cactatgecgg
ccaggtggcee
gtatgecagcece
tttcggggeg
gaccatcacc
tggttgctct
gaccactatc
cgtcgtgcectc

ggaggtggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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ctgtccagea
gg9g9998aggc
ctgtceggece
ccaactageg
gatttegact
gacccgacct
cggcgaggca
cggocctogg
tggtacgagc
gggttgeceg
cacatagacg
gtagcatacc
atgtggaagt
aggctgggag
gcatgcatgt
ctagcagctc
atcttgteeg
gagatggaag
<210> 2

<211> 685
<212> ADN

ctggagaaat
acctcatttt
teggactcaa
gagacgtcat
cagtgatcga
tcaccattga
ggactggtag
gcatgttcga
tcacgcecge
tctgecagga
ccecatttett
aggctacggt
gtctcatacg
cegttcaaaa
cggctgacct
tggcegegta
gaaagccggc

agtgc

<213> virus de la hepatitis C

<400> 2

Ala Pro
1

Ile
Thr

Ile Ile

Vval
35

vVal Gln

Asn Gly Val

50

Ala Gly Pro

65

Thr
5

Ser
20

val

Cys

Lys
70

Ala Tyr

Leu Thr

Ser Thr

Trp Thr

Gly Pro
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ccecttttat
ctgccattcc
tgctgtagca
tgtcgtagca
ctgcaataca
gacgacgacce
gggcaggatg
ttecetcoggtt
cgagacctca
ccatctggag
gtecccagact
gtgcgecagg
gctaaagect
cgaggttact
ggaggtcgté
ttgecectgaca

catcattccce

Sexr

Gly

ggcaaagcca
aagaagaaat
tattaccggg
acggacgctc
tgtgtcaccc
gtgccacaég
ggcatttaca
ctgtgcgagt
gttaggttgc
ttctgggaga
aagcaggcag
gctcaggctce
acgctgcacy
accacacacc
acgagcacct
acaggcagceqg

gacagggaag

Gln Gln Thr Arg Gly Leu

10

Arg Asp Arg Asn Gln Val

25

Ala
40

val
55

Ile

Thr Gln Ser Phe Leu Ala

Tyr His Gly Ala Gly Ser

Thr Gln Met Tyr Thr Asn

75

38

tccccatcga
gtgatgagct
gcettgatgt
taatgacggy
agacagtcga
acgcggtgtc
ggtttgtgac
gctatgacgc
gggcttacct
gcgtcectttac
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de un acido nucleico que codifica una proteasa NS3/4A
de HCV, o su fragmento bioldgicamente activo o su andlogo bioldgicamente activo, en el que el codon que
corresponde al coddn 156 de un polinucleétido de NS3/4A de HCV de tipo salvaje estd mutado de modo que codifica
una serina.

2.- El polinucledtido aislado de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido codifica una proteasa NS3/4A de HCV,
o su fragmento biol6gicamente activo o su analogo biolégicamente activo, que es resistente a un inhibidor de
proteasas.

3.- El polinucledtido aislado de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido de HCV de tipo salvaje comprende una
secuencia de SEQ ID NO:1.

4.- El polinucledtido aislado de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende una secuencia de un acido
nucleico que codifica una proteasa NS3/4A de HCV, en el que el codén que corresponde alcodén 156 de un
polinucledtido de NS3/4A de HCV de tipo salvaje esta mutado de modo que codifica una serina.

5.- Una proteina de la proteasa NS3/4A de HCV aislada, o su fragmento biolégicamente activo o su andlogo
biolégicamente activo, que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el resto aminoacido que
corresponde al aminoacido 156 de la proteasa NS3/4A de HCV de tipo salvaje es una serina.

6.- La proteina de la proteasa NS3/4A de HCV aislada de la reivindicacion 5, que comprende una secuencia de
aminoécidos en la que el resto aminoacido que corresponde al aminoacido 156 de la proteasa NS3/4A de HCV de
tipo salvaje es una serina.

7.- La proteina de la proteasa NS3/4A de HCV aislada, o su fragmento biol6gicamente activo o su analogo
biolégicamente activo, de la reivindicacion 5, en la que la proteina de la proteasa NS3/4A de HCV aislada, o su
fragmento bioldgicamente activo o su analogo biol6gicamente activo, es resistente a un inhibidor de proteasas.

8.- La proteina de la proteasa NS3/4A de HCV aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en la que
dicha proteasa NS3/4A de HCV de tipo salvaje comprende una secuencia de SEQ ID NO:2.

9.- Un vector que comprende un polinucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
10.- Una célula o una linea celular hospedante, que comprende:

a) el polinucledtido seglin una cualquiera de las reivindincaciones 1-4, o

b) la proteina, el fragmento o el analogo segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.
11.- Una célula hospedante transformada o transfectada con un vector de la reivindicacion 9.
12.- Un HCV aislado, que comprende:

a) el polinucledtido segun una cualquiera de las reivindincaciones 1-4, o

b) la proteina, el fragmento o el anélogo segln una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.
13.- Una composicién que comprende:

a) el polinucledtido segin una cualquiera de las reivindincaciones 1-4, o

b) la proteina, el fragmento o el analogo segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

14.- Un método para detectar la presencia de un HCV resistente a farmacos en una muestra biolégica, que
comprende detectar la presencia del polinucledtido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en dicha
muestra biolégica.

15.- El método segun la reivindicacion 14, que comprende:
a) obtener dicho polinucledtido a partir de dicha muestra,
b) determinar la secuencia del polinucleétido, y

¢) determinar si un codén de dicho polinucleétido que corresponde al codén 156 del polinucledtido de la proteasa
NS3/4A de HCV de tipo salvaje codifica una serina.

16.- Un método para determinar si una infecciéon por HCV en un paciente es resistente a farmacos, que comprende:

evaluar si una muestra biolégica recogida de un paciente infectado por HCV contiene un polinucleétido segun una
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cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la presencia de un polinucleétido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 es indicativa de que dicho paciente tiene una infeccion por HCV resistente a farmacos.

17.- Un método para evaluar si un paciente infectado por HCV tiene una menor sensibilidad o susceptibilidad a VX-
950, que comprende evaluar in vitro si dicho paciente tiene un ADN de la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C
gue tiene una mutacién en el codon que codifica el aminoacido 156 de la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C
de tipo salvaje.

18.- Un método para evaluar si un paciente infectado por HCV tiene una menor sensibilidad o susceptibilidad a un
inhibidor de proteasas, que comprende evaluar in vitro si dicho paciente tiene un ADN de la proteasa NS3/4A del
virus de la hepatitis C que tiene una mutacion en el codén que codifica el aminoacido 156 de la proteasa NS3/4A del
virus de la hepatitis C de tipo salvaje.

19.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 17-18, en el que la mutacién se correlaciona o produce
una menor sensibilidad o susceptibilidad a BILN 2061.

20.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 17-18, en el que la mutacion se correlaciona o produce
una menor sensibilidad o susceptibilidad a VX-950 y a BILN 2061.

21.- Un método para evaluar un inhibidor de HCV candidato o potencial, que comprende:

a) introducir un vector que comprende un polinucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y un
gen indicador que codifica un indicador, en una célula hospedante;

b) cultivar la célula hospedante; y
¢) medir el indicador en presencia del inhibidor y en ausencia del inhibidor.

22.- Un método para ensayar un inhibidor de HCV candidato o potencial para la actividad contra HCV, que
comprende:

a) proporcionar una proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo segin una cualquiera de las
reivindicaciones 5-8, y un sustrato de proteasa;

b) poner en contacto la proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo, con un inhibidor candidato o potencial
en presencia del sustrato; y

¢) evaluar o medir la inhibicién de la actividad proteolitica de la proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo.

23.- Un método para identificar un compuesto eficaz como inhibidor de una proteina de proteasa, o su fragmento o
su analogo segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, que comprende:

a) ensayar la actividad de la proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo, en ausencia del compuesto;
b) ensayar la actividad de la proteina de proteasa, o su fragmento o su anélogo, en presencia del compuesto; y
¢) comparar los resultados de a) y los resultados de b).

24.- Un método para identificar un compuesto capaz de rescatar la actividad de VX-950, en el que una proteasa
NS3/4A de HCV se ha hecho resistente a VX-950, que comprende:

a) poner en contacto una proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 5-8, con el compuesto;

b) ensayar la capacidad de VX-950 para inhibir la actividad de la proteina de proteasa, o su fragmento o su
analogo de a), en presencia del compuesto.

25.- Un método para identificar un compuesto eficaz contra una proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, que comprende:

a) obtener un modelo tridimensional de la proteina de proteasa, o su fragmento o su analogo, en el que el modelo
tridimensional esta basado en la estructura cristalina de rayos X (figura 1 y figura 2) de la proteasa NS3/4A;

b) disefiar o seleccionar un compuesto que interacciona con el modelo tridimensional; y

¢) evaluar la capacidad del compuesto para unirse o interaccionar con la proteina de proteasa, o su fragmento o
su analogo.

26.- El método segun la reivindicacion 25, en el que el modelo se obtiene mediante métodos informéaticos.
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27.- El método segun la reivindicacién 25 o la reivindicacion 26, en el que la evaluacion se realiza mediante la
formacion de modelos moleculares.

28.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 25-27, en el que dicho compuesto es un compuesto
preparado mediante el disefio racional de farmacos y se deriva de la estructura de VX-950.
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FIGURA 5A
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FIGURA 6A
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FIGURA 9A-9C
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FIGURA 11
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