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Analogues de nucleosides pour le traitement d’une infection virale, et méthode d’evaluation

de la sensibilite audit traitement

La présente invention décrit des analogues de nucléosides et leur utilisation pour le traitement
d’'une infection virale, en particulier une infection par le Virus de I'lmmunodéficience acquise

Humaine (VIH).

Arriere-plan de l'invention

Les medicaments proposes dans le traitement du VIH peuvent étre répartis en six classes : les
inhibiteurs de la transcriptase inverse nucléosidiques (nucléotidiques) [N(t)RTIs], les inhibiteurs
de la transcriptase inverse non nucléosidiques [NNRTIs], les inhibiteurs de protéase [Pls], les
inhibiteurs d’'intégrase [INIs], les antagonistes de CCR5, et les inhibiteurs de fusion.
L'introduction d’'une theérapie antirétrovirale hautement active comme traitement du VIH a
permis de reduire de facon significative la mortalité et la morbidité pour les patients atteints
du VIH dans le monde. Les traitements initiaux recommandeés pour l'infection par le VIH
incluent au moins deux médicaments connus pour appartenir a la classe des inhibiteurs de
transcriptase inverse nucléosidiques.

Cependant, la plupart des composés utilisés posent des problemes de toxicité, et tous
rencontrent des problemes de résistance. C'est pourquoi on recherche une diminution des
effets secondaires et une amélioration des dosages (par exemple administration, une fois par
jour, de pilules de combinaison a dose fixe), lesquelles permettraient une compliance plus
élevee des patients, limiteraient I'émergence de variants résistants, et ainsi amélioreraient la
longévité et la qualité de vie des patients.

Il existe donc un besoin de nouvelles molécules antivirales qui soient a la fois bien toléréees et

efficaces et aussi ayant de nouveaux mecanismes d’action.

Dans ce cadre, les inventeurs ont demontré qu’une sous-famille d’analogues benzoylés de
nucléosides presente de facon surprenante une activité antivirale intéressante a la fois sur le

virus VIH natif et sur les variants résistants, tout en étant tres peu toxique.
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Résume de I'invention

La présente invention concerne des composés de formule (I) pour leur utilisation dans le

traitement d’une infection virale, en particulier une infection par un virus VIH.

R40 ORj (1)

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique comprenant au
moins un composé de formule (1) et un support pharmaceutiquement acceptable.

La présente invention fournit en outre une méthode in vitro pour évaluer si un patient infecte
par un virus VIH, notamment VIH-1, serait sensible a une thérapie avec un composé tel que
transcriptase inverse du virus, une substitution de la thréonine sauvage, en tyrosine, étant

indicatrice d’'une plus grande sensibilité audit composé, par rapport au virus sauvage.

Description des figures

La Figure 1 est un graphe montrant la mesure de I'IC50 (concentration inhibitrice a 50%) de

I"adénosine tétrabenzoylée, comparée avec celle du TDF (Ténofovir). Les carrés correspondent
au Ténofovir et les losanges a la tétrabenzoyladénosine (N°,N° 0% ,0° -tétrabenzoyladénosine
de formule A telle que décrite ci-dessous).

La Figure 2 est un graphe montrant le nombre de copies d’ADN viral pour 150 000 cellules MT?2

infectées, en fonction du temps (T=témoin, AZT= zidovudine).

La Figure 3 est un graphe montrant le nombre de copies d’ARN viral par ml de cellules MT2

infectées, en fonction du temps (T= témoin, AZT= zidovudine).

Description détaillée de I'invention

La présente invention concerne un composé de formule (I)
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R40 ORj (1)

dans laquelle
chaque R1 est indépendamment choisi parmi un groupement benzyle et un groupement
benzoyle (Bz), éventuellement substitué par un ou plusieurs substituants choisis parmi un

groupement nitro (NO;), un groupement alkyle, et un atome d’halogene ;

R2 est choisi parmi un atome d’hydrogene, un groupement acyle, un monophosphate,

diphosphate ou triphosphate, ou un dérivé phosphate stabilis€,

un isomere, tautomere ou énantiomere de celui-ci, une prodrogue ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, ou un mélange de ceux-ci,

pour son utilisation dans le traitement d’une infection virale.

Le virus peut étre par exemple le VIH (virus de I'immunodéficience humaine), le virus de
I"hépatite C (HCV), le virus de I'hépatite B ou le virus de |I’herpes.

Les composés sont particulierement utiles pour traiter une infection virale chez des patients
infectes par une souche virale porteuse d’'une mutation leur conférant une reésistance aux
traitements actuels, par exemple une résistance aux inhibiteurs de transcriptase inverse
nucleosidiques ou non-nucléosidiques, ou aux inhibiteurs de I'intégrase ou de |la protease, en

particulier en ce qui concerne le VIH.

En particulier, I'infection virale est le VIH.

Tous les génotypes sont compris, notamment les groupes VIH-1, VIH-2, VIH-O.

Les composés sont utiles pour traiter une infection chez n‘importe quel patient. Les composeés
sont plus particulierement efficaces pour lutter contre une infection par un virus VIH,

notamment VIH-1, porteur de la mutation T215Y.
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De préference un, de préference deux, de préférence trois et encore preferentiellement les

quatre groupements R1 sont des groupements benzoyles.

O CHj
)‘\[/J\CH3
De préference, R2 est choisi parmi un atome d’hydrogene, un groupe NH, , et un
OR'
O
O R
—P~NH
dérivée phosphate stabiliseé choisi parmi un groupe OAr et un groupe
O
S RII
VA
_FI)_O H3C
OAr’ R™ dans lesquels Ar et Ar’ sont des groupements phényles ou naphtyles

éventuellement substitués par un ou plusieurs atomes d’halogene, et R, R’, R” et R"” sont
indépendamment choisis parmi un atome d’hydrogene, un groupement hydroxy (OH), un
alkyle, un phényle et un groupement amine NRaRb ou Ra et Rb sont choisis parmi les atomes

d’hydrogenes, les alkyles et les halogénoalkyles.

De facon hautement préférée, R2 est un atome d’hydrogene.

Par « groupement alkyle», on désigne dans la présente invention un groupement
hydrocarboné, linéaire, ramifié ou cyclique, comprenant 1 a 8 atomes de carbone,
éventuellement substitué par au moins un substituant choisi parmi les atomes d’halogene, les
groupes hydroxy (OH) et amino (NH,). A titre d’exemples, on peut citer les groupements
methyle, éthyle, propyle, isopropyle, n-butyle, sec-butyle, pentyle, hexyle, cyclohexyle,
heptyle, et octyle.

Par « groupement acyle », on désigne dans la présente invention un groupe alkyle relié au
reste de la molécule par I'intermédiaire d’'un C=0.

Par « dérivé phosphate stabilisé », on désigne dans la présente invention un groupement
dérivé d'un groupement phosphate et permettant de former une prodrogue nucléotidique
stabilisée.

Par « atome d’halogene », on désigne dans la présente invention un atome de chlore, de

brome, d’'iode ou de fluor.
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Par « halogénoalkyle », on désigne dans la présente invention un groupement alkyle tel que

défini ci-dessus, substitué par au moins un atome d’halogene. A titre d’exemple, on peut citer

notamment le groupement trifluorométhyle.

Par « prodrogue » d’'un composé de formule (l), on désigne dans la présente invention un
composé qui est converti en composé monophosphorylé de formule (l) correspondant lors de
son administration in vivo, ou qui a la méme activité par lui-méme. En particulier, on peut citer
les sels pharmaceutiquement acceptables et certains dérives en 5, en particuliers des dérivés
hydrolysables, des composes actifs.

Par « sel pharmaceutiquement acceptable », on désigne dans la présente invention un sel d’un
composé de formule (I) qui ne possede pas ou peu d’effet toxicologique non désiré. Il peut
s'agir par exemple d’un sel d’addition acide comme un chlorhydrate ou un acétate ou d’'un sel

d’addition basique comme un sel de sodium ou de potassium.

Un composé de formule (I) peut étre administré sous forme de prodrogue stabilisée par
exemple pour améliorer son activité, sa biodisponibilite, sa stabilité ou pour altérer une

quelconque propriété non désirée du composé de formule ().

Parmi les composes de linvention, le composé de formule A (N6,N6,02,03-

tétrabenzoyladénosine) est hautement préféré.

O
/=N

N
, |
"0 NN O
O

\

O
o

La N6,N6,02’,03’-tétrabenzoyladénosine A peut étre synthétisee comme decrit initialement par
Khorana et al. (Lohrmann, R. ; Khorana, H. G. J. Am. Chem. Soc. 1964, 86, 4188-4194), ou par le
procédé amelioré par Scott et al. (Zhu, X.-F.; Scott, A. |. Synthetic Commun. 2008, 1346-1354)
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en utilisant le tert-butyldiméthylsilyle en tant que groupement protecteur temporaire en 5’-

OH.

Les inventeurs ont démontré que la N6,N6,O2’,O3’-tétrabenzoyladénosine a une activite
antivirale (notamment anti-VIH) plus importante que le Ténofovir (TDF), qui est |'antirétroviral
le plus utilisé pour le traitement des patients infectés par le VIH. Le bas niveau de toxicité
cellulaire mesuré rend ['utilisation de ce composé particulierement utile chez des patients
infectés par le VIH. En outre, sans vouloir étre liés a un quelconque mécanisme d’action, les
inventeurs ont mis en évidence que ce composé agissait a une étape précoce de |'infection
virale, a savoir avant l'intégration du virus dans I’ADN de la cellule. Plus particulierement, les
inventeurs ont montre une inhibition de la production de I’ADN proviral. Cette proprieté des
composes de l'invention est particulierement avantageuse pour un traitement efficace, en

amont de l'intégration cellulaire.

La présente invention concerne egalement une composition pharmaceutique comprenant au

moins un composé de formule (I) et un support pharmaceutiquement acceptable.

Dans le contexte de l'invention, le terme « support pharmaceutiquement acceptable» désigne
des substances telles que les excipients, les véhicules, les adjuvants, les tampons qui sont
classiquement utilisés, en combinaison avec le(s) principe(s) actif(s), pour la préparation d’un
medicament. Le choix de tels supports depend essentiellement de la voie d’administration
envisagee.

Dans un mode de réalisation particulier, les composés de I'invention peuvent étre sous forme
encapsulée, en étant par exemple introduits dans des microspheres ou des microcapsules qui
sont des reservoirs constitués d'un coceur de principe actif entouré par une membrane de
matériau enrobant. Les polymeres formant le matériau enrobant peuvent étre d’origine
naturelle (gélatine, chitosane, ...}, hémisynthétique (dérivés de la cellulose...) ou synthétique
comme les copolymeres des acides lactique et glycolique couramment utilisés. Les composés
de l'invention peuvent étre également encapsulés dans des nanoparticules, qui sont des
systemes colloidaux dont |la taille est comprise entre 10 et 1000 nm, a base de polymeres
biodégradables, ou de lipides capables de retenir une ou des molécules actives par

séquestration et/ou adsorption.
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La composition pharmaceutique selon lI'invention comprend de préférence une quantité de
compose selon lI'invention comprise entre 5ug et 1000 mg, de preférence entre 1 et 500 mg,
de préeférence entre 5 et 100meg.

Le rapport entre les quantités en poids de composé selon l'invention et de support
pharmaceutiquement acceptable est compris entre 5/95 et 95/5, de préférence entre 20/80 et

80/20.

Les composeés de |'invention peuvent étre les seuls principes actifs, ou ils peuvent étre associés
a d’autres principes actifs. La composition pharmaceutique selon l'invention peut ainsi
également comprendre au moins un autre actif pharmaceutique, en particulier au moins un
autre medicament utilisé pour le traitement de l'infection virale. En particulier, la composition
selon l'invention peut comprendre également, ou étre associée a, un ou plusieurs autres
antiretroviraux, par exemple du Ténofovir. De maniere génerale, tout antiretroviral peut étre
associé, a savoir des inhibiteurs de la transcriptase inverse, notamment des inhibiteurs
nucléosidiques ou nucléotidiques et non nucléosidiques, des inhibiteurs de |la protéase, des
inhibiteurs de I'intégrase, des inhibiteurs d’entrée (anti-CCR5), des inhibiteurs de fusion, et des
inhibiteurs d’attachement au site de fixation du CD4. Parmi les antirétroviraux, on peut utiliser
par exemple ceux actuellement commercialisés, tels que la lamivudine, I'emtricitabine, la
zalcitabine, 'abacavir, la zidovudine, la didanosine, la stavudine, |'adéfovir, le ténofouvir,
I"éfavirenz, ['étravirine, la névirapine, la delavridine, la rilpivirine, l"amprénavir, le
fosamprénavir, le tipranavir, le lopinavir, le ritonavir, l'indinavir, le saquinavir, le darunavir,
I"atazanavir, le nelfinavir, le raltegravir, |'éviltegravir, le dolutégravir, |'enfuvirtide, le

maraviroc.

Les composés ou compositions selon l'invention peuvent étre administrés de différentes
manieres et sous différentes formes. Ainsi, ils peuvent étre administrées de maniere
systémique, par voie orale, par inhalation ou par injection, comme par exemple par voie
intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutanée, trans-dermique, intra-artérielle, etc., les voies
intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutanee, orale et par inhalation etant préféerées. Pour les
injections, les composés sont géneralement conditionnés sous forme de suspensions liquides,
qui peuvent étre injectées au moyen de seringues ou de perfusions, par exemple. A cet égard,
les composes sont genéralement dissous dans des solutions salines, physiologiques,

iIsotoniques, tamponneées, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et connues de
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I'"homme du métier. Ainsi, les compositions peuvent contenir un ou plusieurs agents ou
vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des
agents ou véhicules utilisables dans des formulations liquides et/ou injectables sont
notamment |la méthylcellulose, ["hydroxymeéthylcellulose, la carboxyméthylcellulose, le

polysorbate 80, le mannitol, la gélatine, le lactose, des huiles végétales, |"acacia, etc.

Les composés peuvent egalement étre administres sous forme de gels, huiles, comprimés,
suppositoires, poudres, gélules, capsules, aérosols, etc., éventuellement au moyen de formes
galéniques ou de dispositifs assurant une libération prolongée et/ou retardée. Pour ce type de
formulation, on utilise avantageusement un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des

amidons.

Il est entendu que le débit et/ou la dose injectée peuvent étre adaptés par I’homme du métier
en fonction du patient, de l|la pathologie concernée, du mode d’administration, etc.
Typiquement, les composeés sont administrés a des doses pouvant varier entre 0.1 ug et 100
mg/kg de poids corporel, plus généralement de 0,01 a 10 mg/kg, typiquement entre 0,1 et 10
mg/kg. Généralement on administre de 5pg et 1000 mg, de préférence entre 1 et 500 mg, de
preférence entre 5 et 100mg par jour. En outre, des injections répéetées peuvent étre réalisees,
le cas echéant. D’autre part, pour des traitements chroniques, des systemes retard ou

prolongés peuvent étre utilises.

La présente invention concerne également une methode de traitement d'une infection virale,
comprenant I'administration a un patient d’'une quantité efficace d’au moins un composée de

formule (1) et/ou d’'une composition en contenant.

La présente invention a également pour objet |'utilisation d’au moins un composé tel que
défini ci-dessus dans le cadre de la préparation d’'une composition pharmaceutique destinee

au traitement d’une infection virale.

Dans un objectif de médecine personnalisée, I'invention a en outre pour objet une méethode
pour identifier les patients infectés par un virus VIH, en particulier VIH-1, qui seraient tres
sensibles a une thérapie avec une composition pharmaceutique décrite ici, ladite méthode
comprenant la recherche d’'une mutation dans le codon 215 de la transcriptase inverse, une

substitution de la thréonine sauvage, en tyrosine, étant indicatrice d'une plus grande
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sensibilité a un composé de l'invention, par rapport a un virus sauvage. Par « patients tres
sensibles », on entend des patients pour lesquels une thérapie avec un composé de I'invention
serait particulierement avantageuse, etant entendu que les composés de I'invention restent
aussi utiles pour traiter une infection par un virus sauvage ou porteur d’autres mutations.

La recherche de cette mutation peut étre realisée par toute technique standard, de
génotypage, séquencage ou détection rapide par sondes (cf par exemple Ross, et al AIDS
Research and Human Retroviruses, 1999, 15(14): 1287-1292 ; Mitsuya et al, J Virol. 2008,
82(21):10747-55).

Dans le contexte de l'invention, le terme « traitement » désigne le traitement préventif,
curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (réduction de la souffrance,
amélioration de |la durée de vie, ralentissement de la progression de la maladie, etc.). Le
traitement peut en outre étre realisé en combinaison avec d’autres agents ou traitements
chimiques ou physiques. Les composés selon I'invention sont de preférence conditionnés et
administrés de facon combinée, séparée ou séquentielle par rapport a d’autres agents ou
traitements thérapeutiques. Les traitements et meédicaments de l'invention sont tout
particulierement destinés aux humains. Les patients susceptibles d’étre traités par les
composés et/ou compositions de l'invention peuvent notamment étre une population de
patients résistants aux antiviraux classiquement utilisés pour le traitement de l'infection virale,
en particulier de patients (de préférence les patients infectés par le virus VIH) résistants aux
inhibiteurs de transcriptase inverse nucléosidiques, non-nucléosidiques, ou aux inhibiteurs de
I'intégrase ou de la proteéase.

Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse comprennent notamment les
molécules suivantes : zidovudine, molécule également connue sous le nom AZT, lamivudine,
emtricitabine, didanosine, stavudine, abacavir, zalcitabine, tenofovir, racivir, amdoxovir,
apricitabine, elvucitabine.

Les inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse comprennent notamment les
molécules suivantes : efavirenz, nevirapine, etravirine, delavirdine, rilpivirine.

Les inhibiteurs de l'intégrase incluent I'elvitégravir et le dolutégravir.

Les inhibiteurs de la protéase incluent les molécules suivantes: amprenavir, tipranavir,

indinavir, saquinavir, fosamprenavir, ritonavir, darunavir, atazanavir, nelfinavir.
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Les composés selon l'invention peuvent étre synthétisés de facon simple (en 3 étapes
seulement) a partir, par exemple, d’adénosine commerciale.

Les trois etapes ont lieu sans etape de purification intermeédiaire, i1l s’agit tout d’abord d’une
étape de protection régioselective de la position 5'- de I'adénosine en utilisant du chlorure de
tert-butyldimethylsilyle, suivie d’'une protection de la fonction amine de la base et des deux
autres hydroxyles en position 2’- et 3’- du ribose par du chlorure de benzoyle. L'étape
terminale est la déprotection de I'hydroxyle en position 5-, qui peut étre réalisee par du
fluorure de tétrabutylammonium ou de l'acide trifluoroacetique, de preférence de |'acide
trifluoroacetique. Une etape de purification par colonne de chromatographie permet alors

d’obtenir le composé d’'interét.

D’autres aspects et avantages de la présente demande apparaitront a la lecture des exemples

qui suivent, qui doivent étre considerés comme illustratifs et non limitatifs.

Exemples

Exemple 1: Synthése du composé N°® N° 0%,0%-tétrabenzoyladénosine (composé A) selon
I'invention

- Exemple 1.1 : Premier mode de réalisation

A une solution d’adénosine commerciale (540 mg, 2,0 mmol) et de pyridine (10 mL), du
chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (TBSCl) (396 mg, 2,6 mmol) est ajouté a 0°C. Apres
agitation pendant 2 h a 0°C, le mélange reactionnel est ramené a température ambiante et
agité a nouveau pendant 7 h. La solution est ensuite refroidie a 0°C et du chlorure de benzoyle
(1,12 mL, 9,6 mmol) est ajouté goutte a goutte. Apres une nuit d’agitation a température
ambiante, le mélange est dilué dans du CH,Cl, (100 mL) et lavé avec une solution saturée de
NaCl (40 mL). La phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl, (2 x 40 mL), les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtréees et concentrées sous vide. Le brut réactionnel
obtenu est dissous dans du THF (36 mL), et une solution aqueuse d’acide trifluoroacétique TFA
(18 mL, TFA/H,O 1:1) est additionnée lentement. Aprés 3h d’agitation a température
ambiante, le mélange réactionnel est neutralisé avec une solution de NaHCO3 (9,72 g dans 100
mL de H,0) a 0°C et extraite avec du CH,Cl, (4 x 50 mL). Les phases organiques sont

rassemblées, séchées sur Na,SO,, et concentrées sous vide apres filtration.
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Le produit obtenu est purifié sur colonne de chromatographie (Eluant: cyclohexane/EtOAc =
4:1 a 1:1 puis CH,Cl,/CH30OH 100:5) pour donner I'adénosine tétrabenzoylée sous forme d’un

solide blanc. Rendement: 1.36 g (99%).

- Exemple 1.2 : Second mode de realisation

A une solution d’adénosine commerciale (3 g, 11,2 mmol) et de pyridine distillée (60 mL), du
chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (TBSCI) (2,2 g, 14,6 mmol) est ajouté a 0°C. Apres agitation
pendant 4 h a 0°C, le mélange reactionnel est ramené a température ambiante et agité a
nouveau pendant une nuit. La pyridine est évaporée puis le mélange réactionnel est repris
dans du CH,Cl, (500 mL) et du MeOH (50 mL), et lavé avec une solution saturée de NaCl (500
mL) et de NaHCO; (500 mL). La phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl, (200 mL), les phases
organiques sont rassemblées, séchees sur Na,SO,, filtrees et concentrées sous vide. Le solide
est dissous dans 60 mL de pyridine, la solution est refroidie a 0°C et du chlorure de benzoyle
(6,26 mL, 53,9 mmol) est ajouté goutte a goutte. Apres une nuit d’agitation a température
ambiante, le mélange est dilué dans du CH,Cl, (300 mL) et lavé avec une solution saturée de
NaCl (2x 150 mL). La phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl, (150 mL), les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtrees et concentrées sous vide. Le brut réactionnel
obtenu est dissous dans du THF (100 mL), et une solution aqueuse d’acide trifluoroacétique
TFA (50 mL, TFA/H,0 1:1) est additionnée lentement. Aprés une nuit d’agitation a température
ambiante, le mélange réactionnel est neutralisé avec une solution de NaHCO; a 0°C et extrait
avec du CH,Cl, (2x 150 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, et
concentrées sous vide apres filtration.

Le produit obtenu est purifié sur colonne de chromatographie (Eluant: cyclohexane/EtOAc =
4:1 a 1:1 puis CH,Cl,/CH30OH 100:5) pour donner I'adénosine tétrabenzoylée sous forme d’un
solide blanc. Rendement: 5,96 g (77%).

- Caractérisation du produit obtenu avec les 2 modes de réalisation

Rf: 0.25 (cyclohexane/EtOAc = 2:1); NMR 1H: (CDCl5) 6 8.70 (s, 1 H, H2 ou H8), 8.21 (s, 1 H, H2
ou H8), 8.05 (d, J=7.5 Hz, 2H, Bz), 7.33-7.86 (m, 18H, Bz), 6.36 (m,, 2H, H1’, H2’), 6.06 (dd, J =
1,6, 5,2 Hz 1H, H3’), 5.56 (sl, 1H, OH), 4.64 (bs, 1H, H4’), 4.05 (m, 2H, 2 x H5’)

HRMS: calculé pour C38H29N508Na: 706.1914, trouvé 706.1917 [M+Na+].

Exemple 2 : Tests antiviraux et de cytotoxicité

Mateériels et méthodes :

Composeés:
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Le composé A (adénosine tétrabenzoylée, cf préparation a I'exemple 1) est dissous dans le

DMSO (diméthylsulfoxyde) a 10 mM. Le Ténofovir commercial est dissous dans I'eau a 1 g/L.

Cellules et virus:

Les cellules Hela-P4 sont des cellules HelLa CD4 LTR-LacZ dans lesquelles I'expression de LacZ
est induite par la protéine Tat trans-activatrice de VIH, rendant possible de la quantification
precise de l'infectivité VIH-1 a partir d'un seul cycle de réplication. Des cellules Hela-CD4
croissant de facon exponentielle a une densité de 1 x 10" /mL sont placées dans des plaques 96
puits et infectées le jour suivant avec 3 ng d’antigene p24 de VIH en présence de difféerentes

concentrations de composés.

Test antiviral dans les cellules HeLa-P4

Les titres pour un simple cycle du virus ont été déterminés dans des cellules Hela-P4. Les
cellules ont été infectees, en duplicats, dans des plaques 96 puits, avec le clone VIH-1 pNL-4.3
(équivalent a 3 ng d’antigéne p24). Les titres pour un simple cycle des virus ont été déterminés
48 heures apres infection en quantifiant 'activité béta-galactosidase dans des lysats P4 par
test colorimétrique (test CPRG) basé sur le clivage du chlorophénol red-beta-D-
galactopyranoside (CPRG) par la béta-galactosidase. La concentration inhibitrice a 50% (IC50) a
été determinée comme la concentration de composé A fournissant 50% d’inhibition des

niveaux de béta-galactosidase par rapport aux cellules infectées non traitées.

Test antiviral dans les cellules MT2

Les cellules MT2 ont été concentrées a 3.10°/mL et infectées avec 10 virus (LAI). Les cellules
ont été réparties dans des plaques 96 puits (1.10°/puits) et incubées en présence de
différentes concentrations du composé A (en quadriplicat). Les charges virales ont été

réalisées au jour 3 (Test Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan (CTM} HIV-1 v2).

Tests de cytotoxicité

Un test de viabilité cellulaire mesurant I'absorbance a 560 et 690 nm en utilisant le réactif
jaune tétrazolium MTS [bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényltétrazolium] a été
realisé avec I'adénosine tétrabenzoylée dans les lignées cellulaires Hela-CD4, Vero, FH, MT-2,

et SupTl.



S

10

15

20

CA 02849969 2014-03-25

WO 2013/060980 13 PCT/FR2012/052433

Résultats

Activité antivirale envers le VIH
L’activité antivirale du composé A selon I'invention a éte évaluee en utilisant une quantité de
VIH correspondant a 3 ng d’antigene p24. Pour comparaison, est présentée ici |'activite

obtenue avec un composé ne présentant pas de double benzoylation en position N6.

Production virale
Structure
(10 uM de composé)
NBZQ
/4
H < o |
O 1 N N) 0%
O
BzO OBz compose A
NHES 2
N N
/4
|
HO <N Sy 109%
i:oi\
Bz} OBz

En utilisant une quantité de VIH correspondant a 3 ng d’antigene p24, I'IC50 de I'adénosine
tétrabenzoylée (composé A) est entre 1 et 2 uM. Dans les mémes conditions, I'IC50 du TDF

(Ténofovir) est entre 5 et 10 uM (voir Figure 1).

Le compose A selon l'invention a eté testé sur le virus pNL4-3 modifié ou non par mutagénese
sur site, comprenant ou non (wt) les mutations localisées dans le gene de la transcriptase
inverse et associees avec la résistance aux principaux NRTIs utilisés en pratique clinique. Les
tableaux 1A a 1C ci-dessous regroupent les index de résistance du composé A selon I'invention
sur les virus avec et sans mutation.

L'index de résistance d’'un mutant représente le rapport de la concentration en compose
capable d’'inhiber par moitié (IC50) la croissance du virus mutant testé sur la concentration en
composé capable d’inhiber par moitié (IC50) la croissance du virus sauvage.

Un index de résistance inférieur ou egal a 1 signifie que la souche virale testée est sensible au

traitement, ou en d’autres termes, que le composé inhibe efficacement la multiplication du
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virus. Un index de résistance supérieur a environ 1,5 ou 2 signifie que la souche virale est

résistante au traitement.

Tableau 1A: Index de reésistance (« fold change ») des mutants aux inhibiteurs

5  nucléosidigues de la transcriptase inverse.

Index de
resistance

pnlL4-3 wild type 1

pNL4-3 T215Y 0.41

pNL4-3 M41L-L210W-T215Y 0.38

pNL4-3 M184V 0.99

pNL4-3 K65R 0.92

pNL4-3 K65R-M184V 1,07

pNL4-3 M184V-M41L-L210W-T215Y 0,58

Le compose A a éte testé sur des cellules MT2 infectées par des virus LAI. L'IC50 a été

déterminée dans ce cas a 1,6puM.

10
Tableau 1B : Index de résistance des mutants aux inhibiteurs non nucléosidiques de la
transcriptase inverse
Index de
resistance
pnlL4-3 wild type 1
pNL4-3 K103N 1
pNL4-3 E138K 0,89
Tableau 1C: Index de résistance des mutants aux inhibiteurs de I'intégrase
Index de
resistance
pnlL4-3 wild type 1
pNL4-3 N155H 1,04
pNL4-3 G140S-Q184H 0.99
pNL4-3 Q184H 0.88
15

Tous les mutants résistants sont sensibles au composé A, et méme plus sensibles pour certains

(index de résistance < 1) comme notamment ceux porteurs de la mutation T215Y.

20
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Essai de cytotoxicité

En utilisant différents types cellulaires (Hela-CD4, Vero, FH, MT-2, et SupT1l), la CC50
(concentration cytotoxique a 50%) du composé A a été mesurée a plus de 100 uM dans tous

les cas.

Exemple 3 : Inhibition de la production d’ADN proviral double brin et de production d’ARN

cellulaire

Les cellules MT2 ont été concentrées a 15.10°/mL et incubées 2 h avec 10 ou 25 uM du
compose A. Le virus Lai est ensuite ajouté a une multiplicité d’infection de 0,01 pendant 1 h.
Les cellules sont lavées puis incubées dans du milieu de culture contenant 10 ou 25 puM du
composé a tester. Un prélévement de 1.10° cellules est réalisé a différents temps et I’ADN viral
est quantifie par une méthode de PCR en temps réel Tagman. Les charges virales ARN sont

quantifiées dans le milieu de culture (Test Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan (CTM) HIV-1 v2).

Les résultats sont présentés aux Figures 2 et 3. lIs montrent que |'apparition de I’ADN viral

intracellulaire (Figure 2), et la production de I’ARN viral extracellulaire (Figure 3) sont inhibées
par le composé A. En d’autres termes, le composé A empéche la production d’ADN viral
intracellulaire et par conséquent celle d’ARN extracellulaire. La comparaison avec ['AZT

(zidovudine) montre la nette supériorité du composé A sur I'inhibition de la charge virale.
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REVENDICATIONS

Composé de formule (1)

R40 OR 4 (1),
dans laquelle :
chaqgue R1 est indépendamment choisi parmi un groupement benzyle et un
groupement benzoyle, eventuellement substituée par un ou plusieurs substituants
choisis parmi un groupement nitro (NO,), un groupement alkyle, et un atome
d’halogene, et
R2 est choisi parmi un atome d’hydrogene, un groupement acyle, un monophosphate,
diphosphate ou triphosphate, ou un deérivé phosphate stabilisé,
un isomere, tautomere ou eéenantiomere de celui-ci, une prodrogue ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, ou un melange de ceux-ci,

pour une utilisation dans le traitement d’une infection virale.

Compose selon la revendication 1, pour une utilisation dans le traitement d’'une
infection virale, |'infection virale étant choisie parmi une infection par le virus VIH, le

virus de I'hépatite C, le virus de I'hépatite B et le virus de |'herpes.

Compose selon la revendication 1 ou 2, pour une utilisation dans le traitement d’'une

infection virale, qui est une infection par le virus VIH.

Compose selon la revendication 3, pour une utilisation dans le traitement d’'une

infection virale, qui est une infection par le virus VIH-1.

Compose selon la revendication 3 ou 4, pour une utilisation dans le traitement de
patients infectés par le virus VIH et résistants aux inhibiteurs de transcriptase inverse

nhucleosidiques.
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Compose, pour une utilisation dans le traitement d'une infection virale selon 'une
quelconque des revendications precédentes, dans lequel les quatre groupements R1

sont des groupements benzoyles.

Compose, pour une utilisation dans le traitement d'une infection virale selon 'une

quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel R2 est un dérive phosphate stabilisé

OR' O
ozg_ S R"
¥ /R 7/
_FI’_NH _FI’_O H,C
choisi parmi un groupe  OAr et un groupe  OAr R™ . dans

lesquels Ar et Ar’ sont des groupements phényles ou naphtyles éventuellement
substitues par un ou plusieurs atomes d’halogene, et R, R, R” et R sont
indépendamment choisis parmi un atome d’hydrogene, un groupement hydroxy (OH),
un alkyle, un phényle et un groupement amine NRaRb ou Ra et Rb sont choisis parmi

les atomes d’hydrogenes, les alkyles et les halogénoalkyles.

Compose, pour une utilisation dans le traitement d'une infection virale selon 'une

guelconque des revendications 1 a 6, dans lequel R2 est un atome d’hydrogene.

Compose, pour une utilisation dans le traitement d'une infection virale selon la

- - 7 6 n16 A2 A3 Lz 7 -
revendication 8, dans lequel le composé estla N",N°,0°,0" -tétrabenzoyladénosine.
Compose tel que défini a 'une des revendications 1 a 9, a titre de médicament.

Composition pharmaceutique, comprenant au moins un composeé tel que deéfini a l'une

des revendications 1 a 9, et un support pharmaceutiquement acceptable.

Composition selon la revendication 11, dans laquelle le composé de formule (I) est la

NG,NG,Oz’,O?"-tétra benzoyladénosine.

Composition pharmaceutique selon la revendication 10 ou 11, comprenant en outre

un ou plusieurs autres antirétroviraux.

Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des revendications 11 a 13, dans

laquelle la composition est adaptée pour une administration par voie orale.
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15. Méthode in vitro pour évaluer si un patient infecté par un virus VIH, notamment VIH-1,
serait sensible a une thérapie avec un composé tel que défini a l'une des
revendications 1 a 9, ladite méthode comprenant la recherche d’'une mutation dans le
codon 215 de la transcriptase inverse du virus, une substitution de la thréeonine

sauvage en tyrosine, etant indicatrice d’une plus grande sensibilité audit composé par

rapport au virus sauvage.
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