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COMPOSES OLIGONUCLEOTIDIQUES ANOMERES ALPHA INHIBANT LA REPLICATION

DES RETROVIRUS.

La présente invention concerne des composés chimiques
constitués par un oligonucléotide ou un oligodésoxynucléotide comportant
un enchainement de nucléotides possédant la configuration anomérique non
naturelle alpha par opposition a la configuration anomérique naturelle
béta.

De tels composés chimiques ont fait l'objet de demandes de
brevets, en particulier les demandes FR 87 04339 (PCT WO 88/04301) et
FR 88 12264 au nom de la demanderesse auxquelles il conviendra de se
reporter en particulier pour y trouver la description de leurs procédés de
préparation.

Plus précisément, la présente invention concerne de tels
composés oligonucléotidiques utiles pour inhiber la reéplication d'un
rétrovirus et, en particulier, un composé oligonucléotidique utile pour
inhiber la réplication du virus VIH.

Selon leurs caractéristiques essentielles, les composés selon
'invention consistent en une séquence d'oligoribonucléotide ou oligo-
désoxyribonucléotide d'anomérie non naturelle alpha, ladite séquence étant
complémentaire d'une séquence comprise dans la séquence dite TBS ou PBS
(ARNt binding site ou primer binding site) consistant dans le site de
fixation de l'amorce ARNt de réplication de I'ARN viral ou dans une
séquence de I'ARN viral en amont de la séquence TBS.

Parmi ces sequences en amont de la sequence TBS ou PBS, on
peut citer notamment l3 sequence CAP.

Les composes oligonucléotidiques alpha selon l'invention
peuvent éventuellement &tre liés de fagon covalente a un agent effecteur,
tel qu'un agent intercaiant, un radical chimique réactif ou photoactivable.

Dans un mode de réalisation des composés selon l'invention,

ceux-ci présentent la :.ormule suivante :

—

J ] f —13J
R-L —_— P—+ 0 o} Tl——- e) — OR' (I)
N o)

— —n
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dans laquelle :

Les radicaux B peuvent étre identiques ou différents et représentent
chacun une base d'un acide nucléique éventuellement modifiée et rattachée
au cycle glycosidique selon une configuration anomérique alpha non
naturelle.

Les radicaux B étant complémentaires un a un des bases de la
séquence oligonucléotidiques cibles comprise dans la séquence TBS ou une
séquence en amont de I'ARN proviral ;

Les radicaux X peuvent étre identiques ou différents et représentént
chacun un oxoanion O GZ un thioanion S @, un groupe alkyle, un groupe
alcoxy, arvloxy, un groupe aminoalkyle, un groupe aminoalcoxy, un groupe
thioalkyle ;

R et R', qui peuvent étre identiques ou différents, représentent
chacun un atome d'hydrogéne ou un groupement -Y-Z ;

Y représente un radical alcoyléne droit ou ramifié -alk- ou un

radical choisi parmi

j :
-C-alk, C-NH-alk, -P-U-alk, -P-alk
i it il 1
( 0] @]
T £
-alk-C-N-alk. -P-U-alk-N-C-alk et -P-U-alk-C-N-alk
it 1 ) u Il I
OH O HO @] O H

avec U = O, N ou S
ou bien un radical -Y"-O-Y' ou Y" ou Y' peuvent avoir les significations
données pour Y ;
E peut avoir les mémes significations que X ;
représente un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxy ;
est un radical correspondant a un agent effecteur ;

est un nombre entier y compris O ;

3 N«

représente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe
-NH-.
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Dans cette formule [, on utilise la représentation condensée
des nucléosides suivante :

B4
3

qui correspond a la formule développée :

(5" ———O——-——-CH2

J
0—(3')

sur laquelle ont été mentionnées les extrémités (3') et (5').

Il convient de remarquer que la formule [ représente un
enchainement de nucléotides qui peuvent étre identiques ou différents, n
indiquant simplement le nombre de nucléotides compris dans la molécule ;
n est de préférence un nombre compris entre | et 30, et de préférence
encore entre | et 20 et dépend de la taille de la séquence cible de I'ARN
du rétrovirus. En général, par exemple, les séquences TBS ont une vingtaine
de nucléotides.

Les radicaux effecteurs correspondent a des agents effecteurs
qui sont des composés connus dans les techniques touchant aux acides
nucléiques. Il s'agit par exemple des composés capables de "s'intercaler"
dans la structure des ADN ou des ARN.

Ces agents d'intercalation sont notamment constitués par des
composés polycycliques ayant une configuration plane tels que l'acridine, la
furocoumarine, la daunomycine, la l,lo-phénanthrqline, la phénanthri-
dinium, les prophyrines, les dérivés de la dipyrido (l,2-a : 3', 2'-d)

imidazole, l'ellipticine ou l'ellipticinium et leurs dérivés.
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Ces agents effecteurs peuvent aussi étre des radicaux
chimiques réactifs tels que des radicaux chimiques de scission, c'est-a-dire
que ces radicaux peuvent directement ou indirectement réagir pour scinder
une chaine de nucléotides. De préférence, ces radicaux chimiques réactifs
seront activables, par exemple par voie chimique ou photochimique.

Les groupes réactifs de scission activables sont, par exemple,

des dérivés de composés tels que :

l'acide éthyléne-diamine-tétracétique,

I'acide diéthyléne-triamine-pentaacétique,

les porphyrines,

la 1,10-phénanthroline, le psoraléne et autres groupes aromatiques
absorbant les radiations du proche U.V. et du visible.

Ces groupements chimiquement activables en presence d'ions
meétalliques, d'oxygéne et d'un agent réducteur, induisent des coupures dans
des séquences d'acides nucléiques situées dans leur voisinage.

Le radical B est constitué par une base d'un acide nucléique
liée a la partie sucre du nucléotide par une configuration anomérique
alpha. Ce peut étre la thymine, l'adénine, la cytosine, la guanine ou
I'uracile. Mais il est egalement possible d'utiliser des bases d'acides
nucléiques modifiées, notamment halogénées ou azidées, Vpar exemple la
5-bromo-uracile ou la $-azidoadénine ; ou des dérivés aminés comme la
2-amino-adénine et ses dérivés substitués, par exemple sur le N6 par un
groupe aminoalkyléne ou par un groupe azidophénylalkyléne ; ou la guanine
substituée sur le CQ, par exemple par un groupe (w-alkyléne)-9-acridine ou
la 8-(w-aminoalkyl)-amino-adénine et ses dérivés substitués sur le NH, en
w par un groupe acridine.

Selon la presente invention, sont donc considérées les bases
usuelles, ainsi que la possibilité d'introduction de bases modifiées. Des
bases "effectrices", susceptibles de se lier par covalence a un brin béta
compliémentaire, pourrcnt étre introduites. Ainsi, la fonctionnalisation de C
ou T par un groupement aziridine en position 4 conduit a la formation de
pontages covalents CH,-CH, entre les deux brins complémentaires sur

respectivement G et A.
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Donc, plus particulierement, le radical B est choisi parmi la
thymine, l'adénine, la cytosine, la guanine, la 4-azido-cytosine ou la
4-azido-thymine et la 8-azido-adénine, l'uracile, la 5 bromo-uracile.

Le radical X, bien qu'il représente de préférence un oxoanion,
peut avoir d'autres significations ; lorsque le radical X représente un
groupement alkyle, il s'agit de préférence d'un groupement alkyle inférieur
en Cl a C7 et, par exemple, les groupements éthyle, méthyle ou propyle ;
lorsque le radical X représente un groupe alcoxy, il s'agit de préférence
d'un groupement alcoxy inférieur C, a C,, par exemple le groupement
méthoxy ou éthoxy ; lorsque X représente un groupement amino-alkyle ou
amino-alcoxy ; il peut s'agir d'un groupement amino-alkyle mono-substitué,
disubstitué ou bien d'un radical amino sous forme de sel d'ammonium
quaternaire. Dans ces conditions, les substituants sont, de préférence, des
radicaux alkyles inférieurs comme définis précédemment ; quant a la chaine
alkyle ou alcoxy reliant le radical amino au phosphore, il s'agit de
préférence d'une chaine droite ramifiée comportant de | a 10 atomes de
carbone. Lorsque le radical alkyle ou alcoxy est substitué par un
hétérocycle azoté, il s'agit notamment de cycle saturé a 5-6 chainons
comportant un atome d'azote qui peut étre quaternaire. Enfin, lorsque le
radical X est un radical thioalkyle, il s'agit de préférence d'un radical
thioalkyle inférieur, c'est-a-dire qui comporte entre | et 7 atomes de
carbone.

Le radical -alk- est de préference un radical alcoyléne droit
ou ramifié ayant de | a 10 atomes de carbone.

En particulier, a partir des fonctions alcool terminales 3' ou 5
de l'oligomere alpha, l'effecteur peut donc étre introduit via une chaine
(CHZ)n liée a une fonctionnalisation Z' de natures diverses a la partie
osidique de l'oligomere.

A partir de la formule

3

ou -O-Z'-(CH,) -effecteur (Z)

50
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on obtiendra, selon ce que représente Z', par exemple

- un phosphate ou méthyl phosphonate de formule

3'

\
ou-O—(—}D-U—)—(CHZ)—E-Z
5! OH

ou CH3

U=0,Nous

- un éther de formule générale

3'
ou - O — CH2 —)—(—CHZ—)B—_—l- z
5[

- un ester de formule générale

- O —COMCH} Z

ou encore
- un carbamate de formule générale

- O —CO .\'H—)—(CHZ‘)-R-—Z

Selon la présente invention sont concernés egalement les
composés précédents sous forme de sel avec des bases ou des acides, et les
composés sous forme racemique, ou sous forme d'isomeres R ou S optiques
purifiés ou en melange.

Selon la presente invention sont concernés également les
composés précédents cans les series D ou L.

Dans un ode de réalisation de l'invention, on utilise des
oligodésoxynucléotides aipna. 1l s'agit des composés pour lesquels X = O@;
J, R et R = H ; B est choist parmi A, C, T et G, et L est un atome
d'oxygene dans la formule I

La présente invention a également pour objet des compositions

“pharmaceutiques antiviraies contenant 3 titre de substance active lesdits

composés, et notamment des compositions utiles pour le traitement des

affections virales des virus a ARN, tels que le virus VIHI du SIDA.
Enfin, la présente invention a pour objet l'utilisation des

composés selon ['invention a la préparation de compositions pharmaceutiques

antivirales notamment utiles pour le traitement du SIDA.



WO 90/15813 PCT/FR90/00412

10

15

20

25

30

Comme mentionné ci-dessus, l'application des composés
oligonucléotidiques alpha selon la présente invention consiste a inhiber la
réplication des rétrovirus et notamment du virus de I'immunodéficience
humaine VIH! du SIDA.

Le rétrovirus associé a des lymphadénopathies (LAV),
également appelé virus HTLV III (HTLV - human T leukemia virus) ou AIDS
- related virus (ARV) a été baptisé plus récemment VIHI et est en effet
reconnu comme l'agent responsable du SIDA.

Les virus a ARN et notamment le virus du SIDA ont un
mécanisme de multiplication qui fait effectivement intervenir l'enzyme
ADN polymérase - ARN dépendante encore appelée transcriptase inverse ou
plus communément réverse transcriptase. Cette enzyme copie en ADN
monobrin dit complémentaire (ADNc), I'ARN viral. Il faut pour cela qu'elle
trouve une amorce oligonucléotidique appariée a Il'extrémite 3' de la
matrice d'ARN a copier.

La transcriptase réverse est a la fois nécesaire a l'établis-
sement de l'état proviral, au démarrage de la réplication du virus, et a
I'éventuelle transformation de la cellule.

Chez les rétrovirus, l'amorce est un ARNt d'origine cellulaire
présent a l'interieur des virions. Précisement, quand le virus infecte une
cellule, la transcriptase reverse (RT) se fixe a I'ARN virale et I'ARNt-3' de
la lysine sert de début a I'ADN qui sera synthétisé. Le brin synthétisé est
guidé par le sillon d'amorce. Le brin d'ADN ainsi synthétisé est alors sous
forme de monobrin, suite & l'activité RNasique liée a la RT et un brin
complémentaire d'ADN est synthétisé via ['activite polymérasique DNA
dépendante de la RT.

La structure d'un rétrovirus avant et aprés sont intégration

dans le DNA d'une cellule-hdte peut se schématiser comme suit :
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a) Intégration du rétrovirus dans le DNA de la cellule-hdte

ARN viral

transcriptase reverse

DNA 2 brins

DNA cellule-héte

b) Structure moléculaire du génome du rétrovirus durant les

différentes phases de l'intégration

* ARN génomique

5! R-U5-UU—TBS—NC—région codante- NC - Pur -AA-U;-R - 3
(ARN)

Le ARN d'un rétrovirus est un ARN simple brin dans lequel les
régions codantes sont flanquées de sequences essentielles pour la
réplication et l'expression virales. Ces séquences sont, de l'extrémité 5'
vers 3' :

- R (short '"repeat") : une courte séquence a l'extrémité 5' qui
comprend en début de séquence une séquence CAP nécessaire pour que
puisse s'effectuer la traduction. (Les mémes nucléotides seront répétés a
I'extrémité 3'),

- Us s séquence unique de l'extrémité 5' (constituée d'environ

80 nucléotides),

- UU : 2 nucléotides a uracile, ,

- TBS ("tRNA binding site"). Il s'agit du site ou se lie (par son
extrémité 3') I'ARNt qui servira d'amorce lors de la réplication. Les liaisons
complémentaires et antiparalléles porteront sur 20 pdb environ,

- NC : une séquence non codante,

- région codante : elle est située au centre, elle contient tres peu de

genes.
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Ce sont :
"gag", (pour "group specific antigen") ou géne de l'antigéne de
groupe, qui code pour une polyprotéine qui, découpée, donne les
protéines du nucléoide. Parmi ces protéines internes, l'une d'entre
elles porte l'antigénicité du groupe,
"pol" (pour "polymérase") qui code pour la transcriptase réverse et
"env" (pour "enveloppe") qui code pour les glycoprotéires de
I'enveloppe. Une d'entre elles porte l'antigénicité de chaque sérotype
viral.

Dans la région codante peut se trouver aussi un gene codant
pour une protéine (ou un segment de protéine) virale spécifique du
rétrovirus (Par exemple, chez les rétrovirus oncogenes, on trouve un gene
onc. Ce n'est pas le cas du virus du SIDA qui n'est pas un rétrovirus
oncogeéne, il ne cancérise pas les cellules mais les détruit).

- NC : une région non codante,

- Pur : une séquence riche en bases puriques,

- AA : 2 nucléotides & adénine,

- Uy séquence unique de l'extrémité 3' (environ 300 nucléotides),
- R : (short "repeat"), a l'extrémité 3'.

* DNA viral apres action de la transcriptase réverse : DNA viral non

intégré
5'  AA-U,-R-U.-TT-TBS-NC- région codante -NC-Pur-AA-U.-R-U.-TT 3'
3 5 3 5
(DNA)
3! TT-UB—R-Uj—AA-TBS-NC~ région codante-NC-Pyr-TT-UB—R-Us-AA 5!

Aprés action de la transcriptase réverse, la molécule de DNA
double brin transcrite est plus longue que le DNA génomique correspondant.
En effet, il y a addition aux 2 extrémités de 2 séquences :

- 3 l'extrémité 5' est ajoutée une séquence Uy
- a4 l'extrémité 3' est ajoutée une séquence Us.
On appelle "LTR" (long terminal repeat) I'ensemble : UB-R—U5.

Il y a donc I LTR & chacune des 2 extrémités.
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* DNA viral intégré (provirus)
LTR LTR
5" JUs-R-U -FTT-TBS-NC-région codante-NC-Pur-AA-lJ;-R-U,| 3
3" |Ug-R-U FAA-TBS-NC-région codante-NC-Pyr-TT-U;-R-U 5'
Le DNA linéaire double brin devient circulaire clos, puis il est
a nouveau ouvert pour étre intégré dans le DNA de la cellule-héte. On

appelle "provirus" le DNA viral intégré. Lors de ['intégration, les

N,

dinucléotides (TT, AA) situés aux extrémités du DNA transcrit (et faisant
partie de Uj ou U5) sont éliminés.

La jonction au niveau du site d'intégration implique :

- au niveau du DNA héte, une séquence directe répétée : DR ("direct
repeat"), a la jonction donc avec le provirus.

Toutes les DR sont longues de & a 6 pdb. Leurs sequences sont
différentes. Pour un méme provirus, on trouve d'ailleurs différentes DR
dans le DNA d'une cellule-hdte. Le site d'intégration du virus n'est donc pas
sépcifique, le virus peut étre intégré dans le génome de I'hdte a plusieurs
endroits différents.

- au niveau du DNA viral, une séquence inverse répétée ; IR
("inverted repeat”) aux extrémités du rétrovirus. Deux séquences
sont dites "inverses répétées" quand l'une est a la fois l'inverse et
le complément de l'autre.

On a essayé de lutter contre la réplication du virus du SIDA,
avec des oligonucléotides antisens, c'est-a-dire des segments d'ADN
complémentaires d'une portion de I'ARN messager du virus qui code
directement les protéines devant étre synthétisées par le ribosome.

Compte tenu du fait que les oligonucléotides alpha forment

des hétéroduplex avec leurs oligonucléotides complémentaires béta et que

~ceux-ci ne sont pas substrats pour l'enzyme RNase H, on pouvait penser que

I'inhibition de l'expression de protéines par l'oligonuciéotide alpha pouvait
peut-étre s'effectuer par un empéchement du ribosome a traduire I'"ARNm
en protéine virale.

Toutefois, les expériences qui ont €té entreprises en ce sens
n'ont pas €été concluantes.

En revanche, l'approche selon la présente invention visant a
utiliser des oligonucléotides complémentaires d'une séquence initiale de

I'ARN viral et notamment du site initial de fixation de I'ARNt de la lysine
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Il

sur I'ARN proviral, s'est averée efficace.

Ainsi, la présente invention a pour objet un oligonucléotide
alpha dont la séquence est complémentaire du site 182-199 de la séquence
PBS de I'ARN proviral du virus VIH, soit l'oligodésoxynucléotide alpha &
(ACCGCGGGCTTGTCCCTG)®
alpha de formule ACCGCGGGCXXGXCCCXG avec X = T pour un

oligodésoxyribonucléotide alpha ou X = U pour un oligoribonucléotide alpha

ou plus généralement un oligonucléotide

ou une séquence complémentaire en interchangeant X et A d'une part et C
et G d'autre part.

D'autres caractéristiques et avantages de la présente invention
apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre.

La figure | représente l'inhibition de la production virale de
cellule MT4 par l'oligonuciéotide alpha d° (ACCGCGGGCTTGTCCCTG)
(oligo alpha "PBS") par dosage de I'activité (cpm) de transcriptase inverse.
EXEMPLE | : Cytotoxicité des oligonucléotides alpha

Quel que soit le type d'oligonucléotide utilise, ceux-ci

finissent plus ou moins rapidement par étre dégradés par les enzymes
cellulaires. On montre ci-aprés que les oligonucléotides alpha et leur
catabolites nucléosides alpha et nucléotide alpha ne présentent pas de
cytotoxicité.

Ainsi, l'oligonucléotide alpha-d(CCTCTCGTTCTTTAC) oligo
alpha Tat (complémentaire) de la séquence Tat dirigé, a priori, contre
aucun site du génome des cellules MT-4, présente une CD,, supérieure a
250 pg/ml. De méme, des aipha oligothymidylates alpha-(dT)n (2 ng!12)
se sont révélés non cvtotoxiques vis-a-vis de la méme lignee cellulaire.

Enfin, des alpha nucléosides et alpha nucléotides pouvant
résulter de I'hydrolyse lente d'oligonucléotides sont également dépourvus
de cytotoxicité contre cnerses lignées cellulaires (Hela, Vero, cellules

primaire de rein de lapin, MT-4).
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EXEMPLE 2 : Evaluation de l'effet antiviral de l'oligo alpha

d5'(ACCGCGGGCTTGTCCCTG)T

{. Protocole

a) méthode

L'évaluation est basée sur l'étude de l'effet cytopathogene du
virus VIHI sur la lignée cellulaire MT4, aprés infection par le virus VIHI, la
formation des syncitia est observée 4 a 6 jours apres l'infection, suivie par
une production de particules virales, puis par la mort des cellules.

La destruction de lymphocytes T4 indispensables a la defense
immunitaire est la premiére cause de la déficience immunitaire caracté-
ristique de l'infection par le VIH. On sait que ce virus tue les cellules en s'y
multipliant ; lorsqu'il s'en échappe, il endommage la membrane cellulaire.
Le VIH tue peut-&tre aussi les lymphocytes T4 indirectement, par la
protéine gpl20 présente sur la membrane des cellules infectées. En effet,
les lymphocytes T4 portent une molécule de surface, le récepteur CD4, a
laquelle la protéine GP120 se lie ; les lymphocytes T4 sains se fixent ala
protéine et fusionnent avec la cellule infectée. L'amas cellulaire qui se
forme est un “syncytiun, incapable de survivre, et toutes les cellules
saines qui le composent meurent avec la cellule infectée. Le VIH peut aussi
déclencher des réactions immunitaires normales contre les lymphocytes
infectés. Avec ou sans l'aide des anticorps, les cellules cytotoxiques de
défense détruisent une cellule infectée portant a sa surface des protéines
virales. Enfin, la protéine gpl20 circule parfois librement en solution dans
le sang des sujets infectes ; elle se lie au récepteur CD4 des cellules saines,
simulant une infection et déclenchant une réaction de destruction de
cellules non infectées.

Les syncytia sont des structures formées de plusieurs noyaux
entourés par une seule membrane cellulaire ; Ce sont des signes d'infection
par le VIH dans les cultures cellulaires; Les syncytia se forment lorsque les
cellules infectées qui synthétisent la molécule gpl20 et la transportent a

leur surface fusionnent avec des cellules saines portant la molécule CD4.
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b) Composé testé
alpha-d°> ACCGCGGGCTTGTCCCTG 0,54 U
solution mere & | mg/ml en eau bidistillée stérile et conservée a=-80°C.
c) Test MTH
Les cellules MT4 au jour 2 apres le dernier passage sont
pré-incubées | heure & 37°C avec les dilutions successives du composé a

raison de 3.10°

cellules pour 100 ul de composé (en micropaque a 96 puits).

L'infection est réalisée en micropuits en ajoutant 100 ul d'une
dilution 10™% du virus VIHI (la dilution de virus a été déterminée pour
induire la formation de syncitia en & jours).

Aprés une incubation de 1 heure a 37°C, les cellules MT4
infectées sont lavées 5 fois avant d'étre mises en cultures a la concentra-
tion de 3.105 cellules par ml, en microplague a 24 puits, en présence des
différentes dilutions choisies.

Tous les 3 ou & jours, les cellules sont diluées 3 ou &4 fois et
ajustées a la concentration de 3.105 cellules/ml avec le milieu RPMI1 10 %
FCS | % PSN 1 % Gluta toujours en présence de l'oligo alpha PBS.

Tous les 2 ou 3 jours, !'apparition des syncitia est observée
dans les cultures.

d) Dosage de la transcriptase inverse

Le suivi de la production virale des cellules MT4 est réalisé
par dosage de l'activite de la transcriptase inverse (figure 1 RT) dans la
culture tous les 3 ou & jours. Brievement, l'activité enzymatique est testée
en utilisant une amorce synthétique et un substrat radiomarqué au H3 "in
vitro"™. La quantité de matériel radiomarqué précipite, exprimée en coups
par minute, est proportionnelle a l'activité de la transcriptase inverse
elle-méme proportionneile a la quantité de virus produit par les cellules
MT4 infectées.

2. Résultats



PCT/FR90/00412

WO 90/15813

++

++

=

+4

++

+t+ ++
t+ o+t
++ ++
++ ++
++ ++
++ ++
++ ++
i (+)

Wil

++ ++
++ 4+
4+ o+t
++ ++
++ ++
++ 44
-+
) -
It

+ o+t
++ o+
4+ ++
++ 4+
++ ++
++ ++
++ +
vy -

1L

++ ++
[
++ o+
++ 4
t+ o+t
o+t

++ Tv

01L

t+ ++

LL

saany sa[nj[ad

B131IDUAS

enduds asp uorjliedde

UOI}BWIIO] U3 BI}IDUAS

BI1IDUAS ap aduasqe
: 9pusdat

++ t + (+) (+)
++ o+ t+ o+ A+VA+V
+1 ++ A+v A+v A+v
(v) ¢ () () () (+)
+ ++4 + + TJAJ
++ 4 (t) (%) A+v -
- (Y) - (%) - ()
<C Uln el

uSdd VHATV. JAILOTATDNNODITO.T dVd #LW JaANOIT v uns

134437 3Q NOILIYIHNLT 3a NOILVNIVAL

THIA SOYIA Nd

I
jw/3u
jw/3u
Jw/3n
jwy/3r
Jwy/3r
jui/3rl
jw/3d

Do
T+

"?v

HIA
0¢s
001
l

S

0]
¥4
001



WO 90/15813 " PCT/FR90/00412

10

15

25

30

16

3. Conclusions

Lors de l'évaluation de !'inhibition de l'effet cytopathogene du
virus VIHI sur la lignée MT#4 par l'oligo alpha "PBS", un retard dans la
formation des syncitia est observé pour les doses non toxiques de 100 pg/ml
3 10 pg/ml, ce retard pouvant atteindre le 12&me jour apres l'infection a la
concentration de 100 pg/ml.

Parallelement, le suivi de la production virale par les cellules
MT% infectées montre (figure 1) que quelques soient les doses d'oligo alpha
"pRS" utilisées, la production virale reste inférieure a celle obtenue en
présence du virus VIHI, avec un pic de production virale maximale retardée.

L'ensemble de ces résultats indiquent que l'oligo alpha PBS
présente un effet antiviral sur le virus VIHL.

EXEMPLE 3 : Comparaison de l'effet antiviral d'oligonucléotides "alpha

PBS", "alpha Tat", "alpha random”

La production de particules virales par les cellules CEM,
infectées par VIHl BRU et cultivées en présence d'oligonucléotides, est
suivie par dosage de la Reverse Transcriptase (cpm). |

L'oligonuciéotide "alpha Tat" correspond a l'oligonucléotide
alpha ds'GTAAAAGTCTTAP\CCCAC3'. Il est complémentaire de la séquence
du géne Tat du virus du SIDA.

L'oligo nucléotide “alpha random” correspond a un oligo-
nucléotide quelconque alpna &> ACTGACTGACTGACTGAC” .

Les résultats de la Reverse Transcriptase en Coups par minute

comparés a un contrdle Random sont les suivants.
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RT en cpm J4 J7 J11
’ Oligonucléotide

alpha PBS 100 pg/ml 454 46k 308

50 pg/ml 254 510 610

25 pg/ml b62 489924 66712

12,5 pg/ml 266 248390 94386

6,25 pg/ml 286 248240 342042

3,1 upg/ml 798 281604 19918

10 '
Oligonucléotide

alpha Tat 100 pg/ml 884 30814 35716

50 ug/ml 1 238 437786 10450

25 pg/ml 830 616916 122358

12,5 pg/ml 1 128 206544 115284

6,25 ug/ml 438 376 288

15 3,1 pg/ml Shu 2114 42016
Oligonucléotide

Random 100 ug/ml 634 126424 528166

50 pg/ml 348 21494 3743533

25 ug/ml 46 13504 38114

12,5 pg/ml 622 2226 53714

6,25 728 2188 256500

20 3,1 338 392 298

HIV1-107" 348 73092 11120

CEM non infectées 304 1040 1438

25

30
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L'oligonuciéotide "alpha PBS" montre une inhibition de la
production virale pour des concentrations de 100 pg/ml et 50 pg/ml.

A la concentration de 6,25 p/ml on remarque que l'oligo-
nucléotide "alpha Tat" ne présente pas de production virale au jour 11. Il en
est de méme pour le Random a 3,l.

L'ensemble de ces résultats indique l'oligonucléotide "alpha
PBS" présente un effet antiviral sur le virus HIV] a des concentrations de
100 pg/ml et 50 pg/ML, alors que l'oligonucléotide "alpha Tat" et

I'oligonucléotide "alpha Random" ne présentent aucun effet antiviral.
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REVENDICATIONS

1. Composé oligonucléotidique utile pour inhiber la réplication
d'un rétrovirus, caractérisé en ce qu'il consiste en une séquence d'oligoribo-
nucléotide ou oligodésoxyribonucléotide d'anomérie non naturelle alpha,
ladite séquence étant complémentaire d'une séquence initiale de I'ARN
viral comprise dans la séquence TBS ou une séquence en amont de I'ARN

viral, notamment la séquence CAP.

2. Composé oligonucléotidique selon la revendication I,
caractérisé en ce qu'il est en outre lié de fagon covalente a un agent

effecteur.

3. Composé oligonucléotidique selon l'une des revendications |

ou 2, caractérisé en ce que les composés ont pour formule

' o
Bd\ X Bo( X ?:i
] l 3 | 3
R-L O— P—TO O PT— O [—OR' (D

NN

- -

dans laquelle :

Les radicaux B peuvent étre identiques ou différents et représentent
chacun une base d'un acide nucléique éventuellement modifiée et rattachée
au cycle glycosidique selon une configuration anomérique alpha non
naturelle,

les radicaux B étant complémentaires un a un des bases de la
séquence oligonucléotidiques cibles de la séquence TBS ou d'un séquence en
amont de I'ARN viral ;

Les radicaux X peuvent étre identiques ou différents et représentent
chacun un oxoanion O @, un thioanion S @, un groupe alkyle, un groupe
alcoxy, aryloxy, un groupe aminoalkyle, un groupe aminoalcoxy, un groupe

thioalkyle ;
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R et R', qui peuvent étre identiques ou différents, représentent
chacun un atome d'hydrogene ou un groupement -Y-Z ;
Y représente un radical alcoyléne droit ou ramifié -alk- ou un

radical choisi parmi

: i
-C-alk, C-NH-alk, -P-U-alk, -P-alk
] 1 ] ]
O 0] e]
ki i
-alk-C-N-alk, -P-U-alk-N-C-alk et -P-U-alk-C-N-alk
TR 1] 1 i n
O HO e} OH

avec U = O, N ou § ,
ou bien un radical -Y"-O-Y' ot Y" ou Y' peuvent avoir les significations
données pour Y ;

E peut avoir les mémes significations que X

J représente un atome d'hydrogéne ou un groupe hydroxy ;

(g

est un radical correspondant a un agent effecteur ;

est un nombre entier y compris O ;

3

représente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe
-NH-.

4. Composé selon I'une des revendications précedentes utile
pour l'inhibition de la réplication du virus du SIDA VIH dont la séquence est
complémentaire du site 182-199 de I'ARN proviral du virus, soit comporte
I'oligonucléotide alpha ACCGCGGGCXXGXCCCXG avec X = T ou U ou sa
séquence complémentaire en interchangeant X et A d'une part, et C et G

d'autre part.

5. Composé selon l'une des revendications précédentes,
caractérisé en ce que les composés sont des oligodésoxynucléotides alpha
pour lesquels dans la formule I X = Oe; J, R, R' = H ; B est choisi parmi A,

C, TetGj; etL est un atome d'oxygéne.
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6. Composition pharmaceutique antivirale caractérisée en ce
qu'elle comporte a titre de substance active un composé selon l'une des

revendications précédentes.

7..Composition pharmaceutique utile pour le traitement du
SIDA caractérisée en ce qu'elle comporte a titre de substance active
l'oligonucléotide d'anomérie alpha &> (ACCGCGGGCTTGTCCCTGR)

8. Utilisation des composés selon l'une des revendications
précédentes pour la préparation d'une composition pharmaceutique utile
pour le traitement des affections virales des virus a ARN contenant lesdits

composés a titre de substance active.

9. Utilisation selon la revendication précédente pour la
préparation d'une composition pharmaceutique utile pour le traitement du
SIDA.

10. Utilisation de I'oligonucléotide alpha
¢’ (ACCGCGGGCTTGTCCCTG)

pharmaceutique utile pour le traitement du SIDA.

pour la préparation d'une composition
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