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DESCRIPCION

Identificacion de la respuesta del paciente a la administracion del modulador del receptor S1P

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a siponimod (BAF312), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso
en un método de tratamiento de un paciente que padece esclerosis multiple con un tipo metabolizador lento; y una
combinacién farmacéutica de siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un promotor de la
actividad metabdlica de CYP2C9; cada uno como se define en las reivindicaciones y a continuacion.

Antecedentes

BAF312 pertenece a la clase de moduladores del receptor S1P. Estos son compuestos que emiten sefiales como
agonistas en uno o mas receptores de fosfato de esfingosina-1, por ejemplo, de S1P1 a S1P8. La unién de un agonista a
un receptor S1P puede, por ejemplo, dar como resultado la disociacién de proteinas G heterotriméricas intracelulares en
Ga-GTP y GBy-GTP, y/o la fosforilacion aumentada del receptor ocupado por agonista, y/o la activacion de vias de
sefalizacidn/cinasas corriente abajo.

Los moduladores o agonistas del receptor S1P son compuestos terapéuticos utiles para el tratamiento de diversas
afecciones en mamiferos, especialmente, en seres humanos. Por ejemplo, se ha demostrado la eficacia de los
moduladores o agonistas del receptor S1P en la prevencion del rechazo de trasplantes en modelos en rata (piel, corazén,
higado, intestino delgado), perro (rifién) y mono (rifidn). Ademas, debido a su potencia inmunomoduladora, los
moduladores o agonistas del receptor S1P también son Utiles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y
autoinmunitarias.

BAF312 generalmente es bien tolerado en pacientes humanos, pero al igual que otros moduladores del receptor S1P,
produce un efecto cronotrépico negativo cuando se administra por primera vez, cuya magnitud aumenta con el aumento
de la dosis. En el caso de BAF312, el efecto cronotrépico negativo se puede mejorar mediante el uso de una pauta de
titulacion de dosis como se describe en el documento W0O2010/072703.

Sin embargo, el efecto de una dosis dada de BAF312 (incluyendo efectos secundarios tales como el efecto cronotrépico
negativo o la duracién del periodo de reposo farmacolédgico) puede ser diferente en algunos pacientes a diferencia de
otros, por ejemplo, dependiendo de cuan exhaustivamente el paciente metabolice BAF312. Por lo tanto, seria deseable,
con el fin de mejorar la relacién riesgo-beneficio para estos pacientes, poder identificar a los pacientes para los que estos
efectos serian significativamente diferentes y ajustar la pauta de tratamiento en consecuencia.

El documento WO2010/072703 describe BAF312 como agonista del receptor S1P util en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias, tales como la esclerosis multiple, y describe una pauta de dosificacion.

Breve divulgacién de la invencion

En un primer aspecto de la invencion, la invencién se refiere a siponimod de férmula (1),

HO F
F (0,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de un paciente que padece
una afeccion autoinmunitaria, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) someter a ensayo si el paciente tiene o no el genotipo metabolizador lento seleccionado de los genotipos
CYP2C9*3*3 y CYP2C9*2*3; y

(i) si se ha identificado que el paciente no tiene el genotipo metabolizador lento, administrar siponimod, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente a la dosis terapéutica de referencia; o

(iii) si se ha identificado que el paciente tiene el genotipo metabolizador lento, ya sea
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(a) administrar siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente a una dosis
terapéutica inferior a la dosis terapéutica de referencia; o

(b) no administrar siponimod al paciente.
Especialmente, en un segundo aspecto, la invencion se refiere a siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para su uso como en el primer aspecto de la invencién, en donde el genotipo metabolizador lento es el genotipo
CYP2C9*3*3.
Especialmente, en un tercer aspecto de la invencion, la invencién se refiere a siponimod, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como en el primer aspecto de la invencion, en donde el genotipo metabolizador lento
es el genotipo CYP2C9*2*3.
Especialmente, en un cuarto aspecto de la invencion, la invencién se refiere a siponimod, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como en el primer aspecto de la invencién, en donde la esclerosis multiple es esclerosis
multiple progresiva secundaria con recaidas (EMPSr) o esclerosis multiple progresiva secundaria sin recaidas (EMPS).
Especialmente, en un quinto aspecto de la invencion, la invencion se refiere a siponimod, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como en uno cualquiera de los aspectos primero a cuarto de la invencién, en donde la
dosificacién terapéutica de referencia es una dosificacion diaria en el intervalo de 1,5 a 2,5 mg.
Especialmente, en un sexto aspecto de la invencion, la invencion se refiere a siponimod, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como en uno cualquiera de los aspectos primero a cuarto de la invencién, en donde en
el caso de un paciente con el tipo metabolizador lento la dosificacion terapéutica diaria esta en el intervalo de 0,1 a 1 mg.
En otro aspecto de la invencidn, la invencidn se refiere a una combinacion farmacéutica que comprende

(a) siponomid de formula (1),

HO F
F (1)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y
(b) un promotor de la actividad metabdlica de CYP2C9 para su uso simultdneo, por separado o secuencial, en donde
el promotor de la actividad metabdlica de CYP2C9 se selecciona del grupo que consiste en rifampicina y

carbamazepina.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1-1 muestra una biotransformacién dependiente del tiempo de ['*C]BAF312. La cinética de la biotransformacion
de ['*C]BAF312 1y 10 uM se investigd usando microsomas hepaticos humanos (0,3 mg de proteina/ml). La desaparicion
de [“C]BAF312 se determiné mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion.

La Figura 1-2 muestra una biotransformacion dependiente de proteinas de ['“C]BAF312. La dependencia de proteinas
del metabolismo de [“C]BAF312 10 uM se investigd (incubaciones de 60 minutos) usando microsomas hepaticos
humanos. La desaparicion de ['“C]BAF312 se determind mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion.

La Figura 1-3 muestra la cinética enzimatica de la biotransformacion de ['*C]BAF312 en microsomas hepaticos humanos.
La cinética dependiente de la concentracion de la biotransformacion de ['*C]BAF312 en microsomas hepaticos humanos
combinados (0,1 mg/ml) después de 90 minutos de incubacion se representé en forma de grafico de Michaelis-Menten
(parte superior) y en forma de grafico de Eadie-Hofstee (parte inferior) ajustados con el modelo de inhibicidn por sustrato.
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Modelo cinético Vmax [pmol/min/mg] Vmax/Km pl/mg/min
ap
Kﬂl
[uM]
Inhibicién por sustrato (no competitiva) 191+ 25 50,3+9,7 3,8

La Figura 1-4 muestra una biotransformacion de ['“C]BAF312 por CYP P450 humanos recombinantes. La
biotransformacion de ['*C]BAF312 por enzimas recombinantes (30 pmol/ml) en membranas de células de insectos que
expresan una Unica isoenzima del citocromo P450 humano y por MHH (108 pmol de CYP/mIl) se investigd después de
incubaciones de 30 minutos a 10 y 40 uM. La formacion de metabolitos se determiné mediante analisis por HPLC
combinado con radiodeteccion.

La Figura 1-5 muestra la cinética enzimatica del metabolismo de ['“C]BAF312 por rhCYP2C9. La cinética dependiente de
la concentracion de la biotransformacién de ['“C]BAF312 (metabolitos totales) en rhCYP2C9 (50 pmol/ml) después de 60
minutos de incubacién se representé en forma de grafico de Michaelis-Menten (parte superior) y en forma de grafico de
Eadie-Hofstee (V frente a V/S, parte inferior) ajustado el modelo de inhibicién por sustrato usando concentraciones de
sustrato de 5-300 uM.

Vmax [pmol/min/nmol] Vmax/Km pl/nmol/min
ap
Km
[UM]
2596 + 233 34,6 +5,0 75,2

La Figura 1-6 muestra la cinética enzimatica del metabolismo de ['*C]BAF312 por rhCYP3A4. La cinética dependiente de
la concentracion de la biotransformacion de ['*C]BAF312 (metabolitos totales) en rhCYP3A4 (50 pmol/ml) después de 30
minutos de incubacién se representé en forma de grafico de Michaelis-Menten (parte superior) y en forma de grafico de
Eadie-Hofstee (V frente a V/S, parte inferior) usando concentraciones de sustrato de 5-250 uM.

Vmax [pmol/min/nmol] Vmax/Km pl/nmol/min
ap
Km
[um]
70b £ 31 85,1 +8,6 8,30

La Figura 1-7 muestra la inhibicion del metabolismo de BAF312 en MHH por inhibidores quimicos. La biotransformacion
de [“C]BAF312 (5 umol/l) por microsomas hepaticos de rata humanos (0,1 mg/ml) se investigd en presencia y en ausencia
de inhibidores diferentes. Los sobrenadantes de las incubaciones después de 90 minutos se analizaron mediante HPLC
con radiodeteccion.

La Figura 1-8 muestra una comparacion de tasas de metabolismo de ['*C]BAF312 en MHH de donantes individuales con
3 genotipos de CYP2C9 diferentes

Divulgacién detallada de la invencién

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva, los términos "comprenden" y
"contienen", y variaciones de estos, significan "incluyendo, pero sin limitacién" y no tienen por objeto excluir otros restos,
aditivos, componentes, elementos integrantes ni etapas (y no los excluyen).

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva, el singular abarca el plural a menos
que el contexto requiera lo contrario. En particular, cuando se usa el articulo indefinido, ha de entenderse que la memoria
descriptiva (cuyo término abarca tanto la descripcidon como las reivindicaciones) contempla tanto la pluralidad como la
singularidad, a menos que el contexto requiera otra cosa. Ha de entenderse que las caracteristicas, elementos integrantes,
rasgos, compuestos, restos quimicos o grupos que se describen junto con un aspecto, realizacién o ejemplo particulares
de la invencion pueden aplicarse a cualquier otro aspecto, realizacién o ejemplo descritos en el presente documento, a
menos que sea incompatible con ellos.
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El término "tratamiento" (método de tratamiento) incluye: (1) prevenir o retrasar la apariciéon de sintomas clinicos del
estado, trastorno o afeccién que se desarrolla en un animal, particularmente un mamifero y especialmente un ser humano,
que puede estar afectado por el estado, trastorno o afeccién, o predispuesto al mismo, pero que aun no experimenta o
muestra sintomas clinicos o subclinicos del estado, trastorno o afeccion; (2) inhibir el estado, trastorno o afeccion (por
ejemplo, detener, reducir o retrasar el desarrollo de la enfermedad, o una recaida de la misma en caso de tratamiento de
mantenimiento, de al menos un sintoma clinico o subclinico de la misma); y/o (3) aliviar la afeccion (es decir, provocar la
regresion del estado, trastorno o afecciéon o al menos uno de sus sintomas clinicos o subclinicos). El beneficio para un
paciente al que ha de tratarse es estadisticamente significativo o al menos perceptible para el paciente o para el médico.
Sin embargo, se apreciara que cuando se administra un medicamento a un paciente para tratar una enfermedad, el
resultado puede no ser siempre un tratamiento eficaz. La invencion se refiere a siponimod o a una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo para su uso en un método de tratamiento de un paciente que padece esclerosis multiple segun se
reivindica, mas que a un método de tratamiento como tal.

Se entiende que "BAF312", como se usa en el presente documento, comprende el compuesto de férmula (1) asi como las
sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

La expresion "dosificacion terapéutica” significa la dosis diaria de mantenimiento del farmaco que se administra a los
pacientes para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad que ha de tratarse o prevenirse. Esta dosificacion puede
seleccionarse para proporcionar el equilibrio 6ptimo entre eficacia y seguridad.

La expresion "genotipo metabolizador lento" incluye pacientes que experimentan una exposicion significativamente mayor
después de la administracién de BAF312 que los pacientes normales a una dosis de farmaco dada, por ejemplo, 2 mg
una vez al dia de BAF312. El genotipo metabolizador lento incluye el subtipo o subtipos del genotipo de CYP2C9
asociados a un metabolismo lento del acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina
-3-carboxilico. El genotipo metabolizador lento se selecciona de los genotipos CYP2C9*3*3 y CYP2C9*2*3, por ejemplo,
el genotipo CYP2C9*3*3.

En una realizacion preferida, el genotipo metabolizador lento es el genotipo CYP2C9*3*3.

La expresion "dosificacion o dosificaciones terapéuticas de referencia" significa la dosificacion diaria terapéutica para
pacientes que no tienen el genotipo metabolizador lento. La dosis terapéutica de referencia puede ser superior o igual a
0,2 mg, por ejemplo, superior o igual a 0,4 mg, superior o igual a 1,0 mg o superior o igual a 1,5 mg. La dosis terapéutica
de referencia puede ser inferior o igual a 8 mg, por ejemplo, inferior o igual a 5 mg, inferior o igual a 4 mg o inferior o igual
a2,5mg.

En una realizacion preferida, la dosis terapéutica de referencia esta en el intervalo de 1,5 a 2,5 mg, por ejemplo,
aproximadamente 2 mg por dia.

En el caso de pacientes que tengan el genotipo metabolizador lento, la dosificacion terapéutica diaria puede ser inferior a
la dosificacidn terapéutica de referencia. Por ejemplo, la dosificacion terapéutica para esta clase de pacientes puede ser
superior o igual a 0,1 mg, tal como superior o igual a 0,25 mg o superior o igual a 0,4 mg. La dosificaciéon terapéutica
puede ser inferior o igual a 1 mg, tal como inferior o igual a 0,9 mg o inferior o igual a 0,75 mg.

En una realizacion preferida, en el caso de pacientes que tienen el genotipo metabolizador lento, la dosificacién terapéutica
diaria puede estar en el intervalo de 0,25-0,75 mg, por ejemplo, 0,25 mg, 0,5 mg o 0,75 mg, preferentemente 0,5 mg.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad", "dosis" o "dosificacion" de BAF312 medida en miligramos se
refiere a los miligramos de BAF312 (forma libre) presentes en una preparacion, independientemente de la forma de la
preparacion. Una "dosis de 2 mg de BAF312" significa que la cantidad de BAF312 (forma libre) en una preparacién es de
2 mg, independientemente de la forma de la preparacion. Por lo tanto, cuando esta en forma de sal, por ejemplo, la sal
hemifumarato de BAF312, el peso de la forma de sal necesaria para proporcionar una dosis de 2 mg de BAF312 seria
superior a 2 mg debido a la presencia del ion hemifumarato adicional.

Los pacientes que necesitan tratamiento con BAF312 son pacientes que padecen esclerosis multiple. Por lo tanto, los
pacientes que necesitan tratamiento son pacientes que padecen esclerosis multiple, por ejemplo, esclerosis multiple
recurrente (EMR), esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR), esclerosis multiple progresiva primaria (EMPP),
esclerosis multiple progresiva secundaria con recaidas (EMPSr), esclerosis multiple progresiva secundaria sin recaidas
(EMPS), por ejemplo, para pacientes que padecen EMPSr o EMPS.

En una realizacién preferida, el paciente padece esclerosis multiple progresiva secundaria con recaidas (EMPSr) o
esclerosis multiple progresiva secundaria sin recaidas (EMPS).

En un aspecto, cuando se identifica que el paciente es del tipo metabolizador lento, no se puede administrar al paciente
acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico si se considera que el
5
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paciente pertenece a una categoria de riesgo mayor. Por ejemplo, no puede administrarse acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-
trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico a pacientes metabolizadores lentos con riesgo de
efectos secundarios cardiacos, por ejemplo, pacientes con riesgo de insuficiencia cardiaca, arritmias, pacientes con
bloqueos auriculoventriculares de alto grado o sindrome del seno enfermo, pacientes con antecedentes de episodios de
sincope o pacientes que requieren o estan en tratamiento con beta-bloqueantes, o pacientes que requieren o estan en
tratamiento antiarritmico, tal como pacientes en tratamiento con farmacos antiarritmicos de Clase la (por ejemplo, quinidina,
procainamida) o de Clase lll (por ejemplo, amiodarona, sotalol).

BAF312 (con la DCI Siponimod) tiene el nombre quimico acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-
etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico y tiene la estructura de formula (I) a continuacioén:

HO F

F (1)
el acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico se puede administrar
en forma de una base libre, en forma de una sal farmacéuticamente aceptable (incluyendo formas polimérficas de la sal)
o en forma de un profarmaco.

Las formas de sal farmacéuticamente aceptables incluyen clorhidrato, malato, oxalato, tartrato y hemifumarato.

En un aspecto preferido, el acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-
carboxilico se administra en forma de una sal hemifumarato.

Ensayos de genotipo del paciente

In vitro, se identificd al CYP2C9 como la principal enzima metabolizadora en los microsomas hepéaticos. Puesto que esta
enzima es genéticamente polimorfica, se anticiparon los efectos del polimorfismo genético en el metabolismo oxidativo.
Ademas de los métodos clasicos de fenotipado enzimatico, el enfoque que usa microsomas individuales de donantes
genotipados se diseid para abordar este efecto in vitro. El analisis de sensibilidad del genotipo CYP2C9 posterior
demostré actividades metabdlicas sustancialmente reducidas en los microsomas hepaticos de donantes individuales con
genotipos CYP2C9*2*2 y CYP2C9*3*3 especiales en comparacion con los donantes de tipo silvestre.

Como entiende el experto en la materia, el genotipo del paciente desempefia una funcién importante en la determinacion
del fenotipo observado, es decir, la capacidad observada de la enzima CYP2C9 para metabolizar BAF312. En el caso de
la enzima CYP2C9, existe una estrecha correlacion entre el genotipo CYP2C9 medido y el fenotipo metabolizador lento
observado. Por lo tanto, el ensayo del genotipo es un buen predictor del fenotipo observado.

Para evitar dudas, en un aspecto de la invencién, el genotipo del paciente (incluyendo si el paciente tiene o no el genotipo
metabolizador lento) puede someterse a ensayo por correlacién con el fenotipo observado.

El fenotipo CYP2C9 puede someterse a ensayo mediante la administracién de un sustrato sonda de CYP2C9 y el calculo
de la denominada relacion metabdlica (= concentracion plasmética de metabolito/compuesto precursor).

Los ensayos del genotipo del paciente para pacientes que pertenecen a la subclase de metabolizadores lentos pueden
realizarse mediante cualquier método de ensayo de referencia, por ejemplo, mediante un método de genotipado de
referencia, por ejemplo, cribado por PCR. El genotipo del paciente puede determinarse mediante un método de ensayo
in vitro, por ejemplo, un método de genotipado. Por ejemplo, los ensayos in vitro pueden realizarse tomando un fluido
corporal (por ejemplo, sangre o saliva, por ejemplo, sangre) o una muestra de tejido del paciente y analizando la muestra
mediante cualquier método de ensayo de referencia (por ejemplo, cribado por PCR) para determinar el genotipo del
paciente. En una realizacion, el genotipo del paciente se determina mediante el analisis de una muestra de sangre, saliva
o tejido extraida del paciente. En una realizacion preferida, el genotipo del paciente se determina mediante el analisis de
una muestra de sangre extraida del paciente.

El genotipo del paciente puede someterse a ensayo in vivo midiendo la exposicion del paciente a BAF312 después de la
administracion y, en los casos en los que exista una buena correlacion entre el comportamiento metabdlico observado y
un genotipo especifico, asignando el genotipo del paciente basandose en el comportamiento del fenotipo observado.
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Realizaciones especificas

La invencion proporciona las siguientes realizaciones especificas de los aspectos de la invencion:

acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de un paciente que padece
esclerosis multiple, teniendo dicho paciente el genotipo CYP2C9*3*3, comprendiendo dicho método administrar
acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente en una cantidad diaria en el intervalo de 0,25 - 0,75 mg, por
ejemplo, en una cantidad diaria de aproximadamente 0,5 mg.

acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de un paciente que padece
esclerosis multiple, comprendiendo dicho método las etapas de:
(i) someter a ensayo si el paciente tiene o no el genotipo CYP2C9*3*3; y
(i) si el paciente no tiene el genotipo CYP2C9*3*3, administrar acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-
benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al
paciente a una dosis de aproximadamente 2 mg por dia; o
(iii) si el paciente tiene el genotipo CYP2C9*3*3, ya sea
(a) administrar &cido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-
carboxilico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente en una cantidad diaria en el
intervalo de 0,25-0,75 mg, por ejemplo, en una cantidad diaria de aproximadamente 0,5 mg;

(0]

(b) no administrar &cido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-
carboxilico al paciente.

En un aspecto preferido para las realizaciones especificas anteriores, el paciente es un paciente que padece EMPS o
EMPSr.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1 - Identificacién de CYP2C9 como principal enzima metabolizadora del acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-

benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil)-azetidina-3-carboxilico

Lista de abreviaturas

CHAPS 3-[3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propano-sulfonato

CLint

Aclaramiento intrinseco

CYP Citocromo P450

IFF

Interaccién farmaco-farmaco

DETC dietilditiocarbamato

BT

Biotransformacion

MHH Microsomas hepaticos humanos

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento

Km Constante de Michaelis-Menten (concentracién de sustrato que produce la mitad de la velocidad maxima)
ap

Km

LSC

Constante aparente de Michael-Menten

Recuento de centelleo liquido
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min minutos

NADP* Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina-forma oxidada

NADPH Fosfato de dinucleétido de dihidronicotinamida y adenina (forma reducida de NADP*)
R Coeficiente de correlacién entre dos conjuntos de datos

rhCYP Citocromo P450 humano recombinante

rpm Revoluciones por minuto

TAO troleandomicina

uv Ultravioleta

Vméx Velocidad maxima (velocidad de reaccion a una concentracion de sustrato saturada)

1. Materiales y métodos

1.1 Sustancia de ensayo

Compuesto marcado: El marcaje y la purificacién de ['*C]BAF312 fueron realizados por Isotope Laboratories
Basel, Novartis Pharma AG, Suiza

Férmula molecular | Peso | C29H3sF3N203/ 516,61
(sin marcar)

Pureza radioquimica 98,9 %
Actividad especifica 4,218 MBg/mg

Estructura quimica

HO F

Se prepararon soluciones madre de [14C]BAF312 5 mM en tampdn de fosfato 100 mM pH 7,4 que contenia CHAPS al
0,25 % (para aumentar la solubilidad) y se diluyeron adecuadamente para incubaciones en tampoén de fosfato 100 mM pH
7.4.

1.2 Compuestos quimicos

Se adquirieron furafilina, quercetina, quinidina, sulfafenazol, ketoconazol, CHAPS, TAO vy tranilcipromina en Sigma
Chemicals (San Luis, MO, EE.UU.). Se adquiri6 DETC en Fluka AG (Buchs, Suiza) y trietilentiofosforamida en Acros
Organics (Geel, Bélgica)

Se prepar6 tampon de fosfato pH 7,4 (100 mM) mezclando 60 ml de solucién de KH2PO4 100 mM (Fluka AG, Buchs,
Suiza) y 470 ml de solucién de Na2HPO4:2H20 100 mM (Merck, Darmstadt, Alemania). El pH se ajustd con precision a
7,4 con la solucién de KH2PO4 100 mM. Se obtuvo agua destilada (calidad de HPLC) en Fluka AG (Buchs, Suiza). El 8-
NADPH era de Sigma (San Luis, MO, EE.UU.). Se adquirié tampén Tris pH 7,4 (1 M) de Applichem (Darmstadt, Alemania)
y se diluyo posteriormente a 0,1 M con agua (Fluka).

Se uso Irga Safe Plus como coctel de recuento de centelleo liquido (ref. 6013249, Packard Bioscience, Meriden, CT,
EE.UU.). Para la radiodeteccion en linea en el andlisis por HPLC, se uso el centelleador liquido Rialuma® (Lumac-LSC,
Groningen, Paises Bajos). Se usaron los siguientes productos quimicos para preparar los disolventes de HPLC: acido
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trifluoroacético (calidad analitica, ref. 97100, Fluka), acido férmico (calidad analitica, ref. 00264, Merck), acetonitrilo
(calidad de gradiente, ref. 0030, Merck) y agua (calidad cromatografica, ref. 94486, Fluka). Otros reactivos, compuestos
quimicos y sales tampon eran de Merck (Darmstadt, Alemania) o Fluka AG (Buchs, Suiza) y eran de calidad analitica.

1.3 Microsomas hepaticos humanos

Se obtuvo una combinacién de microsomas hepaticos preparados a partir de 47 donantes individuales de BD Biosciences
(Woburn, MA, EE.UU., N.° de catalogo 452161, Lote 26). Los ensayos de patogenia de cada uno de los higados de la
combinacién se realizaron usando un protocolo de PCR. Se encontré que cada higado era negativo para VIH1y 2, VLTH
1y 2y hepatitis By C. El contenido total de P450 fue de 360 pmol/mg de proteina. El fabricante proporciond las actividades
cataliticas de las enzimas (actividades en pmol/(mg de proteina  min)): fenacetina O-desetilasa (CYP1A2, 460), cumarina
7-hidroxilasa (CYP2A6, 1300), (S)-mefenitoina N-desmetilasa (CYP2B6, 55), paclitaxel 6a-hidroxilasa (CYP2C8, 190),
diclofenaco 4'-hidroxilasa (CYP2C9, 2900), (S)-mefenitoina 4'-hidroxilasa (CYP2C19, 56), bufuralol 1'-hidroxilasa
(CYP2D6, 94), clorozoxazona 6-hidroxilasa (CYP2E1, 2000), testosterona 63-hidroxilasa (CYP3A4, 4300), acido laurico
12-hidroxilasa (CYP4A11, 1400), sulfuro de metil p-tolil oxidasa (FMO, 2100), 3-glucuronidacion de estradiol (UGT1A1,
1200), glucuronidacioén de trifluoperazina (UGT1A4, 490), glucuronidacion de propofol (UGT1A9, 4900) y citocromo ¢
reductasa (410).

1.4 Enzimas P450 humanas recombinantes

Los microsomas preparados a partir de células de insectos infectadas con baculovirus (BTI-TN-5B1-4) que expresaban
las siguientes enzimas P450 humanas y las preparaciones de membranas de células de insectos (control negativo) se
obtuvieron en BD Biosciences (Woburn, MA, EE.UU.).

Enzima N.°de Cat. |N.°de lote |Actividad de CYP a) |P450 (pmol/ml) |Proteina (mg/ml)
CYP1A1 + P450 reductasa 456211 15 27,8 1000 14,3
CYP1A2 + P450 reductasa 456203 27 21 1000 7,0
CYP1B1 + P450 reductasa 456220 4 5 1000 4,7
CYP2A6 + P450 reductasa 456204 14 9,6 2000 13
CYP2B6 + P450 reductasa 456210 7 5 1000 8,3
CYP2C8 + P450 reductasa + 456252 16 7.9 1000 2,6
bs

CYP2C9*1 + P450 reductasa 456258 28 20 1000 24
+ bs

CYP2C18 + P450 reductasa |456222 12 0,8 1000 6,8
CYP2C19 + P450 reductasa |456259 18 25 1000 4,3
CYP2D6*1 + P450 reductasa 456217 15705 55 1000 6,6
CYP2E1+ P450 reductasa + 456206 12 10 2000 6,3
bs

CYP2J2 + P450 reductasa + 456264 1 18 1000 4,8
bs

CYP3A4 + P450 reductasa + 456202 61 120 1000 6,9
bs

CYP3AS + P450 reductasa 456235 16 4,4 2000 4,6
CYP3AY + P450 reductasa + 456237 7 1,1 1000 54
bs

CYP4A11 + P450 reductasa 456221 8 32 1000 8,7
CYP4F2 + P450 reductasa + 456272 2 1,6 1000 1,8
bs

CYP4F3A + P450 reductasa 456273 3 45 500 13
+ bs
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Enzima N.°de Cat. |N.°de lote |Actividad de CYP a) |P450 (pmol/ml) |Proteina (mg/ml)
CYP4F3B + P450 reductasa 456274 3 12 1000 23

+ bs

CYP4F12 + P450 reductasa 456275 1 9,9 1000 4,7

+ bs

CYP19 + P450 reductasa 456260 2 5,8 1000 4,2

Control de insectos 456201 52 n.d. n.d. 5

a): pmol de producto /min/pmol de proteina (CYP1A1: 7-etoxirresorufina desetilasa, CYP1A2: fenacetina desetilasa,
CYP1B1: 7-etoxirresorufina desetilasa, CYP2A6: cumarina 7-hidroxilasa, CYP2B6: 7-etoxi-4-trifluorometilcumarina
desetilasa, CYP2C8: paclitaxel 6a-hidroxilasa, CYP2C9: diclofenaco 4'-hidroxilasa, CYP2C18 (lote 1): 7-etoxi-4-
trifluorometilcumarina desetilasa, CYP2C18 (lotes 2 y 12): diclofenaco 4'-hidroxilasa, CYP2C19: (S)-mefenitoina 4'-
hidroxilasa, CYP2D6*1 y 2D6*10: bufuralol 1'-hidroxilasa, CYP2E1: p-nitrofenol hidroxilasa, CYP2J2: terfenadina
hidroxilasa, CYP3A4: testosterona 6B-hidroxilasa, CYP3AS5: testosterona 6f-hidroxilasa, CYP3A7: testosterona 6§3-
hidroxilasa, CYP4A11: acido laurico w-hidroxilasa, CYP4F2: 20-hidroxi leucotrieno B4, CYP 4F3A: 20-hidroxi leucotrieno
B4, CYP 4F3B: 20-hidroxi leucotrieno B4, CYP4F12: terfenadina hidroxilasa, CYP19: aromatasa).

n.d.: no detectable

1.5 Incubacién de [*C]BAF312 con microsomas hepaticos humanos y CYP humanos recombinantes

Las incubaciones se realizaron en tampdn de fosfato 0,1 M, pH 7,4. Las incubaciones tipicas de 200 (o0 400) ul de volumen
total se prepararon de la siguiente manera: se afiadieron 10 yl de MgCI2 100 mM (5 mM), soluciones madre de CHAPS,
sustrato y microsomas o isoenzimas de citocromo P450 humano recombinante al volumen adecuado del tampén. El
detergente CHAPS se afiadié a una concentracion final como maximo del 0,025 % (p/v) durante toda la incubacion con el
fin de aumentar la solubilidad de la sustancia de ensayo. La reaccién se inicié mediante la adicién de 20 yl de NADPH
10 mM fresco (1 mM). Las concentraciones finales se proporcionan entre paréntesis. Las concentraciones finales de
disolvente organico fueron como maximo del 0,5 % (v/v). Para algunos experimentos, se prepararon volumenes de
incubacion mayores manteniendo proporcionalmente la cantidad de todas las soluciones. Las muestras se incubaron a
37 °C en un termomezclador (Eppendorf 5355) con agitacion a 500 rpm.

Las reacciones de incubacién se detuvieron y la proteina se precipitd mediante la adiciéon de un volumen igual de acido
férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo. Después de 30 min a -80 °C (o durante la noche a -20 °C) las muestras
se centrifugaron a 30.000 x g durante 15 min. El sobrenadante se extrajo. Se analizaron alicuotas mediante LSC (20 pl)
y el sobrenadante se diluyd adecuadamente con agua para obtener una solucion final que contenia menos del 30 % de
acetonitrilo. Para las muestras con una concentracion menor de sustrato, los sobrenadantes se evaporaron a
aproximadamente la mitad de los volimenes iniciales a presion reducida a 40 °C con el concentrador SpeedVac® (modelo
AES 2010, Savant Inc., Holbrook, NY, EE.UU.), después se mezcld con acido férmico al 0,5 % en acetonitrilo para obtener
una solucién final que contenia menos del 30 % de acetonitrilo. Se analizaron soluciones de muestra mediante HPLC
combinada con radiodeteccion. (para el método de HLPC, véase la Seccion 1.6)

El sedimento residual se aclaré dos veces con 0,5 ml de una mezcla de acido férmico al 0,25 % en agua/acetonitrilo (1:1,
v/v) y se disolvio (aproximadamente una hora con agitacion a 20 °C) en 0,5 ml de una mezcla que contenia Soluene-350
al 50 % (v/v) (0,5 M en tolueno) e isopropanol al 50 % (v/v). La radiometria de alicuotas del sobrenadante y de la cantidad
total de sedimento disuelto se realizé en un contador de centelleo liquido (Tri-Carb 2500 TR, Packard Canberra Instr. Co.
Meriden, CT, EE.UU.) después de mezclar con 10 ml de cdctel de recuento de centelleo liquido.

1.5.1 Microsomas hepaticos humanos

Dependencia del tiempo

Microsomas hepaticos humanos |0,30 mg/ml

Volumen de incubacion 200 pl

Tampon Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 %, + 10 pl de MgCl2 100 mM
Sustrato (concentracion final) 1y 10 uM

Disolvente Sin disolvente

Preincubacion 3 mina37°C

10
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Inicio de la reaccion 20 pl de B-NADPH 10 mM

Incubador Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C

Tiempo de incubacion 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 90, 120, 60, 90, 120, 150 y 180 min

Agente de parada 200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C
Precipitacion de proteinas Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

Numero de muestras 1 por condicion

Dependencia de la concentracién de proteinas

Microsomas hepaticos humanos |0, 0,025, 0,05, 0,01, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8, 1y 1,3 mg/ml

Volumen de incubacion 200 pl

Tampon Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 % + 10 pl de MgCI2 100 mM
Disolvente Sin disolvente

Sustrato (concentracion final) 10 uM

Preincubacion 3 mina37°C

Inicio de la reaccion 20 pl de B-NADPH 10 mM

Incubador Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C

Tiempo de incubacion 60 min

Agente de parada 200 pl de &cido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C
Precipitacion de proteinas Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

Numero de muestras 2 por condicion

Cinética enzimatica en MHH

Microsomas hepaticos humanos |0,1 mg/ml

Volumen de incubacién 200 pl

Tampon Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 % + 10 pl de MgCI2 100 mM

Sustrato (concentracion final) Concentraciones de 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300 uM
Disolvente Sin disolvente

Preincubacion 3 mina37°C

Inicio de la reaccion 20 pl de B-NADPH 10 mM

Incubador Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C

Tiempo de incubacion 90 min

Agente de parada 200 pl de &cido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C
Precipitacion de proteinas Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

Numero de muestras 2 por condicion
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Inhibicién por inhibidores especificos

Microsomas 0,1 mg/ml

hepaticos humanos

Volumen de 1200 pl

incubacion

Tampon Fosfato 100 mM, pH 7,4, + 10 ul de MgCI2 100 mM
Sustrato 5y 40 yM (en CHAPS al 0,0003 % y al 0,002 %)
(concentracion final)

Disolvente Metanol: 0,5 %

Inhibidor (Soluciéon madre en metanol):

(concentracion final)

*furafilina (Inhibidor de 1A2): 2y 10 uM

*dietilditiocarbamato (DETC, inhibidor de 2E1): Quercetina 5 y 30 uM (inhibidor de 2C8): 2 y

10 uM

Trietilentiofosforamida (inhibidor de 2B6): Sulfafenazol 5 y 20 uyM (inhibidor de 2C9):
Tranilcipromina 2 y 10 yM (inhibidor de 2C19): Quinidina 2 y 10 yM (inhibidor de 2D6):
Ketoconazol 0,1y 1 yM (inhibidor de 3A4): 0,1y 1 yM

Preincubacion 3mina37 °C; *: 15 mina 37 °C
Inicio de la reaccion |20 pl de B-NADPH 10 mM

*iniciar la reaccion con sustrato después de 15 min de preincubacién a 37 °C

Incubador Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C
Tiempo de 190 min
incubacion

Agente de parada 200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C

Precipitacion de | Centrifugacion durante 15 min, 30.000 g

proteinas

Numero de muestras | 2 por condicion

MHH de donantes unicos con diferentes genotipos de CPY2C9

Microsomas hepaticos |0,1 mg/ml

humanos

Volumen de incubacién
Tampon

Sustrato (concentracion final)
Disolvente

Preincubacion

Inicio de la reaccion
Incubador

Tiempo de incubacion
Agente de parada
Precipitacion de proteinas

Numero de muestras

Donante unico de MHH con genotipo de CYP2C9 1*/1* (HG6), 2*/2* (HG103), 3*/3*
(HK27)

200 pl

Tris 100 mM (pH 7,4) que contiene CHAPS al 0,0005 % + 10 yl de MgCI2 100 mM
[14CIBAF312 5 uM

Sin disolvente

3mina37°C

20 pl de B-NADPH 10 mM

Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C

60 min

200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C
Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

2 por condicion
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1.5.2 CYP recombinantes

Cartografiado de enzimas

Isoenzimas

Volumen de

incubacion
Tampon

Sustrato
(concentracion
final)

Disolvente
Preincubacion
Inicio de la reaccion
Incubador

Tiempo de

incubacion

Agente de parada

Precipitacion de
proteinas
Numero de
muestras

30 pmol de CYP/mlI

control de células de insectos, CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8,
CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6*1, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7,

CYP4A11, CYP4F2, CYP4F3A, CYP4F3B, CYP4F12, CYP19
MHH (combinacién, 0,3 mg/ml),
200 pl

Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 % + 10 pl de MgCI2 100 mM
10y 40 uM

Sin disolvente

3mina37 °C

20 pl de B-NADPH 10 mM

Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C
30 min

200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C

Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

2 por condicion

Cinética enzimatica de CYP3A4

CYP recombinantes

3A4, Lote 61

Concentracion de enzimas
Volumen de incubacion
Tampon

Disolvente

Sustrato (concentracion final)
Preincubacion

Inicio de la reaccién
Incubador

Tiempo de incubacion
Agente de parada
Precipitacion de proteinas

Numero de muestras

50 pmol/ml (0,345 mg de proteina/ml)

200 pl

Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 % + 10 ul de MgCI2 100 mM
Sin disolvente

5,10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300 uM

3mina 37 °C

20 pl de B-NADPH 10 mM

Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C

30 min

200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C

Centrifugacion durante 15 min, 30.000 x g

2 por condicion
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Cinética enzimatica de CYP2C9

CYP recombinantes

2C9, Lote 28

Concentracion de enzimas |50 pmol/ml (0,12 mg de proteina/ml)

Volumen de incubacion 200 pl o mas

Tampon Fosfato 100 mM, pH 7,4, CHAPS al 0,025 % + 10 pl de MgCI2 100 mM
Disolvente Sin disolvente

Sustrato 5,10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300 uM

(concentracion final)
Preincubacion

Inicio de la reaccion
Incubador

Tiempo de incubacion

Agente de parada

3mina37 °C

20 pl de B-NADPH 10 mM

Termomezclador Eppendorf, 500 rpm, 37 °C
60 min

200 pl de acido férmico al 0,5 % enfriado con hielo en acetonitrilo, 30 min a -80 °C

Precipitacion de proteinas Centrifugacioén durante 15 min, 30.000 x g

Numero de muestras

2 por condicion

1.6 Instrumentacion y condiciones de HPLC

Equipo:

Sistema de
suministro de
disolvente
Automuestreador

Inyeccién de muestra

Detector ultravioleta

Software

Control de
radiactividad

Condiciones de
cromatografia:

Columna

Precolumna

Temperatura de la
columna

Caudal

Disolventes

Sistema de HPLC Agilent 1100

Una bomba binaria (modelo G1312A, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)

Modelo G2260A, Agilent Technologies
a través de un bucle de muestra de acero inoxidable de 900 pl

Modelo G1365B, Agilent Technologies Longitud de onda fija de 265 nm con una celda de flujo
convencional (modelo G1315-60012, volumen de 13 pl, paso éptico de 10 mm, 12 MPa
(120 bar)).

Agilent ChemStation para LC 3D, Revision A.09.01 Control de radiactividad: Radiostar, (Berthold,
Wildbad, Alemania), Version 3.0

La radiactividad en linea se controld usando un detector de radiactividad por HPLC (modelo LB
506 C-1, Berthold Technologies GmbH, Regensdorf, Suiza), con una celda de centelleador
liquido Z 500-4 de 0,5 ml. Los efluentes de HPLC se mezclaron con Rialuma®(Lumac, Groningen,
Paises Bajos), bombeado a un caudal de 3 mil/min (bomba Berthold modelo LB 5035)

Nucleosil 100 C18 Nautilus, 250 x 4 mm D.l., 5 pm (Macherey-Nagel, N.° de pedido 721130.40,
Duren, Alemania)

Nucleosil 100 C18 Nautilus, 8 x4 mm D.l., 5 um (N.° de pedido 721140.40)
40 °C (horno de columna Agilent G1316A)

1 ml/min (flujo de disolvente total A + B)
A: Acido férmico al 0,5 % + Acido trifluoroacético al 0,1 % en agua

B: Acido formico al 0,5 % + Acido trifluoroacético al 0,1 % en acetonitrilo
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Gradiente de HPLC:

Gradiente de HPLC (rampas lineales)

Tiempo (min) % de B
0 40

3 40

5 45

20 55

22 100

30 100
30,5 40

36 40

1.7 Andlisis de la cinética enzimatica

Los parametros de cinética enzimatica Vmax y Km de la biotransformacion por MHH y las principales enzimas
metabolizadoras se calcularon usando el software SigmaPlot Versiéon 8.0 (S1), médulo Enzyme Kinetics Version 1.1
(SPSS Science Inc., Chicago, IL, EE.UU.). El aclaramiento intrinseco se calculé mediante la ecuacion: CLint = Vmax/Km.

Las concentraciones medias de enzimas CYP especificas en microsomas hepaticos humanos se obtuvieron a partir de
valores bibliograficos (Rowland Yeo K, Rostami-Hodjegan A y Trucker GT (2004)) Abundance of cytochromes P450 in
human liver: a meta-analysis. Br. J. Clinical Pharmacology; 57:687-688). Para algunos CYP humanos recombinantes, los
parametros cinéticos enzimaticos se estimaron mediante calculo asumiendo un comportamiento de tipo Michaelis-Menten
para las dos concentraciones utilizadas, resolviendo un sistema de ecuaciones lineales para 2 ecuaciones lineales con 2
variables:

Vi Vmax e [S1] V2o Vmax « [S2]
Km +[S1] Km +[S2]
2. Resultados

2.1 Evaluacién de las condiciones de incubacion

En un conjunto inicial de experimentos, se evalud el intervalo lineal de la biotransformacion in vitro de BAF312 con
respecto al tiempo de incubacion. Se realizaron incubaciones de ["“C]BAF312 1 y 10 uM con una concentracion de
proteinas de 0,3 mg/ml de microsomas hepéticos humanos de 0 a 180 min y la desaparicion del compuesto precursor en
el sobrenadante se determiné mediante HPLC con radiodeteccion. Como se muestra en las Figuras 1-1, el metabolismo
total de BAF312 en microsomas hepaticos humanos aumenté de forma lineal hasta 90 min de tiempo de incubacion
(sustrato 10 uM) y 180 min de tiempo de incubacion (sustrato 1 uM). Una segunda serie de incubaciones a un tiempo de
incubacion fijo (60 min) usando ["“*C]BAF312 10 uM y concentraciones de proteinas microsémicas diferentes (0-1,3 mg/ml)
dio como resultado un aumento lineal, dependiente de la concentracion de enzimas, de la biotransformaciéon de hasta
aproximadamente 0,1 mg/ml (Figura 1-2). En consecuencia, la biotransformacion de [“C]BAF312 se investigo en
incubaciones realizadas en condiciones lineales con respecto al tiempo (90 min) y el contenido de proteinas (0,1 mg/ml).

2.2 Biotransformacién dependiente de la concentracion de [*C]BAF312 en microsomas hepaticos humanos

Después de establecer las condiciones de reaccion lineales, se determinaron los parametros de cinética enzimatica Kmy
Vmax incubando microsomas hepaticos humanos combinados (0,1 mg/ml) con 15 concentraciones de sustrato que
variaban de 1 a 300 uM durante 90 min. (Tabla 1-1). Los datos experimentales (tasas de formacién de metabolitos totales)
se analizaron mediante analisis de regresién no lineal considerando diferentes modelos cinéticos (Michaelis-Menten, Hill,
isoenzima, activacion aleatoria por sustrato, inhibiciéon por sustrato) proporcionados por el médulo Enzyme Kinetics,
SigmaPlot (S1). Representando los datos experimentales en forma de grafico de Michaelis-Menten y Eadie-Hofstee (V
frente a V/S) (véase la Figura 1-3), los datos cinéticos se ajustaron con el modelo cinético de inhibicién por sustrato (no
competitivo). A partir de la ecuacién de este modelo, se calcularon las constantes cinéticas aparentes del metabolismo
total Km de 50,3 £ 9,7 yM y Vmax de 191 + 25 pmol/min/mg. El aclaramiento intrinseco derivado (Vméax/Km) del
metabolismo hepatico de BAF312 fue de 3,8 pl/mg/min.
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2.3 Biotransformacién de ['*C]BAF312 por isoenzimas de CYP humanos recombinantes

Se usaron microsomas preparados a partir de células de insectos infectadas con baculovirus (BTI-TN-5B1-4) que
expresaban una unica isoenzima del citocromo P450 humano para evaluar la implicacion de enzimas especificas en la
biotransformacion de [14C]BAF312. Se realizaron experimentos de incubacion con un panel de 21 CYP humanos
recombinantes (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9*1, 2C18, 2C19, 2D6*1, 2E1, 2J2, 3A4, 3A5, 3A7, 4A11, 4F2,
4F3A, 4F3B, 4F12 y CYP19) en condiciones similares para cada isoenzima con incubacién de BAF312 10 y 40 uM y
30 pmol de CYP/ml durante 30 min. En ambas concentraciones (Tabla 1-2, Figura 1-4), CYP2C9*1 mostré un recambio
significativo en las condiciones experimentales utilizadas. También se observaron actividades metabdlicas menores en la
incubacion con CYP3A4, mientras que se detectaron algunas trazas de metabolismo con otras isoenzimas de CYP (2B6,
2C8, 2C19, 2J2, 3A5, 1A1).

Se encontré que CYP2C9 es la isoenzima de P450 mas eficiente para el metabolismo de BAF312.

CYP2C9 esta sujeta a un polimorfismo genético significativo (CYP2C9*1, CYP2C9*2, CYP2C9*3) que varia en gran
medida entre diferentes poblaciones étnicas. El sulfafenazol es un inhibidor potente de CYP2C9, tanto in vitro como in
Vivo.

CYP3A4 y CYP3AS5 recombinantes fueron capaces de metabolizar BAF312 con actividad baja.

Los parametros cinéticos enzimaticos de las isoenzimas CYP2C9 y CYP3A4 para el metabolismo de BAF312 se
determinaron incubando concentraciones diferentes de [“C]BAF312 con la isoenzima. El perfil cinético con CYP2C9 y
3A4 se muestra en la Figura 1-5 y la Figura 1-6. Se determinaron las constantes cinéticas para ambos CYP3A4 (Km: 85,1
+ 8,6 uM; Vmax: 706 £ 31 pmol/min/nmol) y CYP2C9 (Km: 34,5 + 5 uM; Vmax: 2596 + 233 pmol/min/nmol). Los
aclaramientos intrinsecos derivados (Vmax/Km) de la formaciéon de metabolitos totales de BAF312 son 8,3 pl/nmol/min y
75,2 pl/nmol/min para CYP3A4 y 2C9, respectivamente.

Para otros CYP que metabolizan BAF312, las constantes cinéticas Km y Vmax se estimaron resolviendo 2 ecuaciones
lineales con 2 variables (Seccion 1.7), lo que permitié estimar la eficiencia enzimatica o "aclaramiento intrinseco" CLint
para las diversas enzimas.

Con respecto a su importancia en el aclaramiento metabdlico hepatico de BAF312, se calculd aclaramiento intrinseco
CLint con respecto a su abundancia en microsomas hepaticos humanos (Rowland Yeo, et al. 2004) (Tabla 1-3). CYP2C9
contribuy6 predominantemente (79,2 %) al aclaramiento intrinseco total en los microsomas hepaticos humanos. CYP3A
(incluidos 3A4 y 3A5) contribuye con el 18,5 %. Las contribuciones de otras enzimas metabolizadoras de farmacos
conocidas (CYP2B6, 2C8, 2C19) fueron bajas.

2.4 Inhibicion de la biotransformacion de [“C]BAF312 por inhibidores quimicos

Se realizaron experimentos in vitro usando inhibidores quimicos selectivos (Newton, et al., 1995; Tucker, et al., 2001) para
atenuar el metabolismo microsémico de BAF312 por enzimas CYP especificas en microsomas hepaticos humanos (Tabla
1-4). La biotransformacién de BAF312 se sometié a ensayo a una concentracién de sustrato 5 uM en presencia de los 8
inhibidores quimicos individuales. Con ketoconazol 1 M, las tasas de metabolismo de BAF312 se inhibieron en un 25 %.
Se observo una inhibicion fuerte significativa con sulfafenazol 2 uyM y 10 uM (65-77 %), que es un inhibidor especifico de
CYP2C9. La quercetina presentd una inhibicién ligera (11-31 %). La tranilcipromina también mostré una inhibicién ligera
(1 1-29 %). Oftros inhibidores quimicos sometidos a ensayo no inhibieron sustancialmente el metabolismo de BAF312
(Tabla 1-4).

2.5 Analisis de sensibilidad in vitro de genotipos de CYP2C9 diferentes

CYP2C9 es una isoenzima polimérfica con capacidad metabdlica variable en diferentes sujetos. Puesto que la
biotransformaciéon de BAF312 en sus metabolitos hidroxilados fue catalizada principalmente por esta isoenzima, se puede
anticipar un efecto significativo del polimorfismo genético de esta isoenzima en el metabolismo. Para investigar
adicionalmente este problema, se realizd un andlisis de sensibilidad in vitro. El metabolismo de ["“C]BAF312 se estudio
en microsomas hepaticos de donantes individuales con genotipos especiales (Tabla 1-5) para esta enzima. La Figura 1-
8 muestra la comparacion de las tasas de biotransformaciéon de los donantes CYP2C9*1/*1, 2C9*2/*2 y 2C9*3/*3. En
comparacion con CYP2C9*1/*1 (tipo silvestre), las tasas de metabolismo de BAF312 en MHH de donantes CYP2C9*2/*2
y 2C9*3/*3 fueron sustancialmente mas bajas. En los microsomas hepaticos humanos, fue evidente una disminucion
significativa de 10 veces en la tasa de formacién de metabolitos hidroxilados en las muestras de CYP2C9*3/*3 en
comparacion con las muestras de CYP2C9*1/*1. También hubo una reduccién marcada (de hasta el 65 %) de la formacion
de metabolitos hidroxilados en la muestra de higado con genotipo CYP2C9*2/*2. Estos resultados confirman el potencial
de polimorfismo genético en el metabolismo oxidativo de este compuesto.
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El fenotipado de la enzima CYP se realiza tradicionalmente mediante tres enfoques basicos (inhibidores quimicos
especificos o anticuerpos inhibidores, citocromos P450 recombinantes y andlisis de correlacion) documentados en la
bibliografia cientifica y reconocidos por la FDA (Bjornsson et al., 2003; Ogilvie et al., 2008). Cada uno de estos enfoques
tiene sus ventajas, pero también sus inconvenientes, por lo que se recomienda encarecidamente una combinacién de
enfoques (se deben usar al menos dos, a condicion de que los resultados de ambos métodos sean similares). Para
BAF312, se investigd la biotransformacion in vitro en microsomas hepaticos de donantes individuales con genotipos
especiales de CYP2C9. Se demostré un efecto significativo del polimorfismo genético de CYP2C9. Los resultados de
estos métodos adicionales estaban en linea con los datos de dos enfoques (inhibicion quimica y cinética de enzimas
recombinantes) descritos y, por lo tanto, proporcionaron mas respaldo y confianza adicional a la conclusion del fenotipado
de enzimas contra BAF312. La aplicacion del analisis de sensibilidad del genotipo usando microsomas individuales de
donantes genotipados proporciona un enfoque adicional como método alternativo para el fenotipado por reaccion de
xenobidticos, particularmente cuando su metabolismo es catalizado predominantemente por una enzima polimoérfica
genética.

En conjunto, todos los datos in vitro obtenidos a partir de tres enfoques de fenotipado independientes concluyen que
CYP2C9 contribuye predominantemente a la biotransformacion microsomica en higado humano de ["“C]BAF312 con
contribucién parcial de CYP3A. Otras enzimas CYP también pueden contribuir en menor medida.
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Tablas

Tabla 1.1 Biotransformacion dependiente de la concentracion de [“C]BAF312

La biotransformacion dependiente de la concentracion de ['*C]BAF312 por MHH (0,1 mg de proteina/ml) se investigo
después de incubaciones de 90 min. La formacién de metabolitos (M5, M6, M7) en el sobrenadante se determiné
mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion. Se proporcionaron los valores medios de 2 incubaciones.

Concentracion media de [“C]BAF312 [uM] Velocidad de formacion de metabolitos totales [pmol/min/mg de
Concentracion [uM] proteina]
0,97 42
2,88 113
4,81 18.6
9,64 31.9
14,49 42,0
19,36 46,0
29,04 60,2
38,73 66.9
58,29 68.7
77,67 73.3
97,04 67.2
145,58 57,5
194,06 51.1
242,39 375
290,94 35,0

Tabla 1.2 Formacién de metabolitos por isoenzimas P450 recombinantes

La biotransformacion de [“C]BAF312 (10 uM y 40 uM) por microsomas recombinantes que expresan una unica
isoenzima del citocromo P450 humano (30 pmol/ml) y por MHH (108 pmol/ml) se investigé después de 30 minutos de
incubacion. La formacion de metabolitos se determiné mediante andlisis por HPLC combinado con radiodeteccion.

Enzima N.° de Cat. de Gentest N.° de Lote. Tasa de metabolismo (pmol/min/nmol de
CYP 450)
BAF312 10 uM BAF312 40 uyM

Combinacion de MHH 456201 26 5,9 25,3

Control de insectos 452161 52 nd nd

CYP1A1 456211 15 13,3 28,9

CYP 1A2 456203 27 nd nd

CYP 1 B1 456220 4 nd nd

CYP 2A6 456204 14 nd nd

CYP 2B6 456210 7 17,8 44,4

CYP2C8 456252 16 11,1 13,3

CYP2C9 456258 28 129,4 2111

CYP2C18 456222 12 nd nd

CYP2C19 456259 18 6,7 22,2

CYP 2D6*1 456217 15705 nd nd

CYP2E1 456206 12 nd nd

CYP 2J2 456264 1 2,8 8,9

CYP 3A4 456202 61 23,3 53,3

CYP 3A5 456235 16 3,9 2,2
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La biotransformacion de [“C]BAF312 (10 uM y 40 uM) por microsomas recombinantes que expresan una unica
isoenzima del citocromo P450 humano (30 pmol/ml) y por MHH (108 pmol/ml) se investigé después de 30 minutos de
incubacioén. La formacion de metabolitos se determiné mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion.

Enzima N.° de Cat. de Gentest N.° de Lote. Tasa de metabolismo (pmol/min/nmol de
CYP 450)
BAF312 10 uM BAF312 40 uM

CYP 3A7 456237 7 nd nd

CYP 4A11 456221 8 nd nd

CYP 4F2 456272 2 nd nd

CYP 4F3A 456273 3 nd nd

CYP 4F3B 456274 3 nd nd

CYP 4F12 456275 1 nd nd

CYP 19 456260 2 nd nd

nd: no detectable

Tabla 1-3 Constantes cinéticas enzimaticas y contribucion estimada de varios CYP al aclaramiento metabdlico de BAF312
en microsomas hepaticos humanos

Enzima Km |Vmax CL abundancia® |Cono CL Contribucion
(uM) | (pmol/(min-nmol | (Vmax/Km) pl/(min-nmol | (pmol de |Especifico. |Rel. pl/(min.nmol |(% de CL Rel.
de CYP) de CYP) P450/mg) (% de CYP |de CYP total) total)
total)

CYP 25,5 47,3 1,9

1A1

CYP 52 9,47%

1A2

CYP

1B1

CYP 36 6,56%

2A6

CYP 40,0 (88,9 2,2 11 2,00% 0,04 0,4%

2B6

CYP 29 (14,3 5 24 4,37 0,22 1,7%

2C8

CYP 34,5 12596 75,2 73 13,30% 10,01 79,2%

2C9

CYP 0,20%

2C18

CYP 140 100 0,7 14 2,55% 0,02 0,1

2C19

CYP 8 1,46%

2D6

CYP 61 11,11%

2E1

CYP 374 1106,7 0,3

2J2

CYP 85,1 | 706 8,3 155 28,23% 2,34 18,5%

3A48B

CYP

3A5
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Enzima Km |Vmax CL abundancia® |Cono CL Contribucion
(uM) | (pmol/(min-nmol | (Vmax/Km) pl/(min-nmol | (pmol de |Especifico. |Rel. pl/(min.nmol |(% de CL Rel.
de CYP) de CYP) P450/mg) (% de CYP |de CYP total) total)
total)

CYP
3A7

CYP
4A11

CYP
4F2

CYP
4F3A

CYP
4F3B

CYP
4F12

Total 434 79% 12,63 100%

Nota al pie de la Tabla 1-3: Los pardmetros cinéticos enzimaticos Vmaxy Km de CYP3A4 y CYP2C9 se obtuvieron a partir
de experimentos cinéticos. Los valores de otras isoenzimas se estimaron resolviendo la ecuacién de Michaelis-Menten
V=Vmax-S/(Km+S) para las 2 concentraciones de sustrato y sus nimeros de tasa. A: los valores de abundancia de CYP
fueron de Rowland Yeo et al. (2004) y el software Simcyp; B: para CYP3A4, se usé el valor de abundancia de CYP3A.

Tabla 1-4 Inhibicién del metabolismo por inhibidores especificos de isoenzimas de CYP450 en microsomas hepaticos
humanos

La biotransformacion de ["“C]BAF312 en microsomas hepaticos humanos (0,1 mg/ml) se investig6 en ausencia y
presencia de inhibidor especifico. La formacion de metabolitos se determind mediante analisis por HPLC combinado
con radiodeteccion.

Inhibidor BAF312 5 pM
Tasa (pmol/min/mg) Actividad relativa (%)

Sin inhibidor (A) 17,3 100
Sin inhibidor (B) 17,7 100
Furafilina 2 uM (CYP1A2) 16,7 95
Furafilina 10 uM (CYP1A2) 16,1 91
Trietilentiofosforamida 5 yM (CYP2B6) 18,3 106
Trietilentiofosforamida 20 uM (CYP2B6) 18,8 109
Quercetina 2 yM (CYP2C8) 15,3 89
Quercetina 10 yM (CYP2C8) 11,9 69
Sulfafenazol 2 yM (CYP2C9) 6,1 35
Sulfafenazol 10 uM (CYP2C9) 3,9 23
Tranilcipromina 2 yM (CYP2C19) 15,3 89
Tranilcipromina 10 uM (CYP2C19) 12,2 71
Quinidina 0,1 uM (CYP2D6) 15,6 90
Quinidina 1 uM (CYP2D6) 16,4 95
DETC 5 uM (CYP2E1) 15,8 89
DETC 30 uM (CYP2E1) 13,6 77
Ketoconazol 0,1 pM (CYP3A4) 16,2 94
Ketoconazol 1 uM (CYP3A4) 13,0 75

A: blanco normal; B: Blanco con 15 min de preincubacion
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Tabla 1-5 Comparacion de genotipos de CYP2C9 de tasas de metabolismo de [*C]BAF312 de MHH de donantes
individuales

Donantes individuales (obtenidos en BD | Actividad catalitica (proporcionada por el fabricante) |Tasa de

Bioscience) formacion de
metabolitos

Genotipo de [N.° de |[N.° |Designaciéon |[CYP2C9 (4'-hidroxilacion |CYP 3A4 (6B-hidroxilacion  pmol/min/mg

CYP2C9 pedido |de de de de proteina

lote diclofenaco) pmol/min/mg | testosterona) pmol/min/mg
de proteina de proteina

CYP2C9*1/*1 1452006 2 HG 6 2700 3000 30,4

CYP2C9*2/*2 452103 1 HG 103 2200 2800 10,5

CYP2C9*3/*3 452027 1 HK 27 480 4900 2,7

Ejemplo 2 - Efecto in vivo de genotipo CYP2C9*3*3 sobre la metabolizacién del acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-
benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico

Como parte de un ensayo mas amplio, a dos pacientes con genotipo CYP2C9*3*3 (metabolizador lento) se les administrd
acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico y los niveles de farmaco
resultantes en las muestras de plasma sanguineo del paciente medidos y comparados con los de los pacientes
CYP2C9*1*1 (metabolizador normal).
Se encontré que los dos pacientes CYP2C9*3*3 experimentaron una exposicion al farmaco aproximadamente 4 veces
mayor que la de los pacientes CYP2C9*1*1. Estos datos preliminares in vivo confirmaron simulaciones previas de Simcyp,
que predijeron una relacién de ABC media de 4,1 veces en los grupos de 45 poblaciones virtuales de Simcyp basandose
en los resultados in vitro descritos en el Ejemplo 1 (seccién 2.5).
Se podria realizar una investigacion adicional, por ejemplo, como se describe en el plan de estudio a continuacién.
Plan de estudio
Puede usarse un estudio abierto multicéntrico en voluntarios sanos con genotipos de CYP2C9 diferentes para evaluar el
efecto del subtipo de CYP2C9 sobre el metabolismo del acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-
etil-bencil}-azetidina-3-carboxilico.
El estudio se puede dividir en dos partes: Parte 1 y Parte 2.
Todos los sujetos completaran la Parte 1, se someteran a un periodo de reposo farmacoldgico de seis semanas (42 dias)
antes de la visita de final del estudio para los sujetos que portan el genotipo CYP2C9 *1/*1 (EM) mientras que se espera
que los sujetos con genotipos *2/*3 y *3/*3 (PM) contintden en la Parte 2. Los sujetos de reemplazo para la Parte 2 no
necesitan someterse a la Parte 1 antes de ingresar al estudio.
Durante la Parte 1, un total de hasta 36 sujetos recibiran el farmaco de estudio:

e de 6 a 18 sujetos CYP2C9 *1/*1,

e de 6 a9 sujetos CYP2C9 *2/*3,

e de 6 a9 sujetos CYP2C9 *3/*3.

Los sujetos CYP2C9 *1*1 se emparejaron por peso corporal (+/- 10 %) con los sujetos CYP2C9*2/*3 y *3/*3. Durante la
Parte 2, un total de hasta 18 sujetos con fenotipo CYP2C9 PM recibiran el farmaco de estudio:

e de 6 a9 sujetos CYP2C9 *2/*3,

e de 6 a9 sujetos CYP2C9 *3/*3.
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Parte 1:

La Parte 1 de este estudio consistird un periodo de cribado de hasta 41 dias, un dia basal (Dia -1), un dia de tratamiento
(Dia 1), seguido de un periodo de reposo farmacolégico de 6 semanas, periodo de evaluacion FC hasta el Dia 42
(correspondiente a aproximadamente 6 veces el T1/2 previsto de 170 h en portadores de CYP2C9*3*3). Las evaluaciones
FC se realizaran en los puntos temporales que se muestran en el Programa de evaluacion.

Los sujetos que cumplan con los criterios de elegibilidad en el cribado seran admitidos a las evaluaciones basales. Todos
los resultados de la evaluacion de seguridad basal deben estar disponibles antes de la administracion de la dosis.

Los sujetos seran admitidos en el sitio de estudio en la mafana del dia anterior a la administracién de la dosis (Dia -1)
para evaluaciones basales. El primer dia de administracion de la dosis se producira el Dia 1 cuando se administrara una
dosis unica de 0,25 mg de siponimod.

Las evaluaciones de finalizacion de la Parte 1 tendran lugar después de un periodo de reposo farmacolégico completo
(es decir, 6 semanas desde la administracién de la dosis).

Las evaluaciones de seguridad incluiran examenes fisicos, signos vitales, evaluaciones de laboratorio clinico
convencionales (hematologia, incluyendo recuento linfocitario, bioquimica sanguinea y analisis de orina), ECG de 12
derivaciones, vigilancia cardiaca en linea, registro Holter-ECG, vigilancia de acontecimientos adversos y acontecimientos
adversos graves.

Los sujetos estaran confinados en el sitio de estudio desde la manana del Dia -1 hasta 48 horas después de la
administracion del farmaco y seran dados de alta del sitio en la manana del Dia 3. Todas las demas visitas del estudio
seran visitas ambulatorias.

Parte 2:

La Parte 2 consistira en un periodo de cribado de hasta 41 dias, una visita basal (Dia -1), un periodo de tratamiento de 3
dias, seguido de un periodo de seguimiento (21 dias) y una visita de Finalizacion del estudio.

Los sujetos que se someten tanto a la Parte 1 como a la Parte 2 deben someterse a un periodo de reposo farmacoldgico
de seis semanas antes de continuar en la Parte 2 con la Visita basal (es decir, un minimo de seis semanas entre la
administracion del farmaco en la parte 1y la primera administracion del farmaco en la parte 2).

La elegibilidad se evaluara en el cribado y en la primera visita basal para cualquier sujeto del estudio, incluyendo los
sujetos de reemplazo.

Todos los resultados de la evaluacion de seguridad basal deben estar disponibles antes de la administracion de la dosis.

Los sujetos seran admitidos en el sitio de estudio en la mafana del dia anterior a la administracién de la dosis (Dia -1)
para evaluaciones basales. El primer dia de administracion de la dosis se producira el Dia 1 cuando se administraran
0,25 mg de siponimod. La misma dosis de 0,25 mg se administrara el Dia 2, seguida de 0,5 mg el Dia 3. Después de la
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Ultima dosis del Dia 3, se realizaran evaluaciones farmacocinéticas hasta 24 horas después de la dosis. Se realizaran
evaluaciones de seguridad hasta 48 horas después de la dosis.

Los sujetos estaran confinados en el sitio de estudio desde la mafiana del Dia -1 hasta 48 horas después de la ultima
administracion del farmaco y seran dados de alta del sitio en la mafiana del Dia 5. Los sujetos se someteran a la visita de
Final del estudio desde el Dia 25 hasta el Dia 31 (ventana de visita: hasta + 6 dias).

Las evaluaciones de seguridad incluiran examenes fisicos, signos vitales, evaluaciones de laboratorio clinico
convencionales (hematologia, incluyendo linfocitos, bioquimica sanguinea y andlisis de orina), ECG de 12 derivaciones,
vigilancia cardiaca en linea, registro Holter-ECG, vigilancia de acontecimientos adversos y acontecimientos adversos
graves.

23



10

15

20

25

30

35

40

ES2941941 T3

REIVINDICACIONES

1. Siponimod de férmula (1),

N
N N—QO
g aqo
© Pk ),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de un paciente que padece
esclerosis multiple, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) someter a ensayo si el paciente tiene o no el genotipo metabolizador lento seleccionado de los genotipos CYP2C9*3*3
y CYP2C9*2*3; y

(ii) si se ha identificado que el paciente no tiene el genotipo metabolizador lento, administrar siponimod, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente a la dosis terapéutica de referencia; o

(iii) si se ha identificado que el paciente tiene el genotipo metabolizador lento, ya sea

(a) administrar siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente a una dosis terapéutica inferior
a la dosis terapéutica de referencia;

o

(b) no administrar siponimod al paciente.

2. Siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el genotipo metabolizador lento es el genotipo CYP2C9*3*3.

3. Siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
el genotipo metabolizador lento es el genotipo CYP2C9*2*3.

4. Siponimod, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
la esclerosis multiple es esclerosis multiple progresiva secundaria con recaidas (EMPSr) o esclerosis multiple progresiva
secundaria sin recaidas (EMPS).

5. Siponomid, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde la dosificacion terapéutica de referencia es una dosificacién diaria en el intervalo de 1,5
a2,5mg.

6. Siponomid, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde en el caso de un paciente con el tipo metabolizador lento, la dosificacién terapéutica
diaria esta en el intervalo de 0,1 a 1 mg.

7. Una combinacion farmacéutica que comprende (a) siponomid de férmula (1),

HO F

O F
F (N
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y (b) un promotor de la actividad metabdlica de CYP2C9 para su uso

simultaneo, por separado o secuencial, en donde el promotor de la actividad metabdlica de CYP2C9 se selecciona del
grupo que consiste en rifampicina y carbamazepina.
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Figura 1-1 Biotransformacion dependiente del tiempo de ['“C]BAF312

La cinética de la biotransformacién de [14CIBAF312 1 y 10 uM se investigd usando
microsomas hepaticos humanos (0,3 mg de proteina/ml). La desaparicién de ['“C]BAF312 se
determind mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion.
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Figura 1-2 Biotransformaciéon dependiente de proteinas de [“C]BAF312

La dependencia de proteinas del metabolismo de [“C]BAF312 10 uM se investigd
(incubaciones de 60 minutos) usando microsomas hepaticos humanos. La desaparicion de
['*C]BAF312 se determiné mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccion.
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Figura 1-3 Cinética enzimatica de la biotransformacion de ['*C]BAF312 en microsomas hepaticos
humanos

La cinética dependiente de la concentracion de la biotransformacion de [“C]IBAF312 en microsomas
hepaticos humanos combinados (0,1 mg/ml) después de 20 minutos de incubacién se representd en
forma de grafico de Michaelis-Menten (parte superior) y en forma de grafico de Eadie-Hofstee (parte
inferior) ajustados con el modelo de inhibicién por sustrato.
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Figura 1-4 Biotransformacion de [“C]BAF312 por CYP P450 humanos recombinantes

La biotransformacion de [“C]BAF312 por enzimas recombinantes (30 pmol/ml) en membranas de
células de insectos que expresan una unica isoenzima del citocromo P450 humano y por MHH
(108 pmel de CYP/ml) se investigé después de incubaciones de 30 minutos a 10 y 40 uM. La
formacién de metabolitos se determiné mediante analisis por HPLC combinado con radiodeteccién.
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Figura 1-5 Cinética enzimatica del metabolismo de ['*C]BAF312 por rhCYP2C9

La cinética dependiente de la concentracién de la biotransformacién de [“C]BAF312
(metabolitos totales) en rhCYP2C9 (50 pmol/ml) después de 60 minutos de incubacion se
representd en forma de grafico de Michaelis-Menten (parte superior) y en forma de grafico de
Eadie-Hofstee (V frente a V/S, parte inferior) ajustado el modelo de inhibicidn por sustrato
usando concentraciones de sustrato de 5-300 pM.
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Figura 1-6 Cinética enzimatica del metabolismo de [*C]BAF312 por rhCYP3A4

La cinética dependiente de la concentracién de la biotransformacién de [“CIBAF312 (metabolitos
totales) en rhCYP3A4 (50 pmol/ml) después de 30 minutos de incubacion se representd en forma de
grafico de Michaelis-Menten (parte superior) y en forma de grafico de Eadie-Hofstee (V frente a V/S,
parte inferior) usando concentraciones de sustrato de 5-250 yM.
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Figura 1-7 Inhibicion del metabolismo de BAF312 en MHH por inhibidores quimicos

La biotransformacion de ['*C]BAF312 (5 pmol/l) por microsomas hepaticos humanos (0,1 mg/ml) se
investigoé en presencia y en ausencia de inhibidores diferentes. Los sobrenadantes de las incubaciones
después de 90 minutos se analizaron mediante HPLC con radiodeteccion.
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Figura 1-8 Comparacion de tasas de metabolismo de ['*C]BAF312 en MHH de donantes
individuales con 3 genotipos de CYP2C9 diferentes (Datos de la Tabla 1-5)
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