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Introduction

Les coronavirus sont une vaste famille de virus a ARN capables d’infecter de
nombreuses espéces doiseaux et de mammiféres, dont ’lHomme. Au total, sept
coronavirus peuvent infecter ’THomme. Parmi eux, les souches HCoV-229E, HCoV-
HKU1, HCoV-OC43 et HCoV-NL63 sont responsables d’infections respiratoires
courantes et bénignes. Outre ces quatre especes endémiques, trois pandémies liées
a I'émergence de nouvelles espéces de coronavirus ont eu lieu au cours des vingt
derniéres années avec tout d’abord l'apparition du SARS-CoV (« Severe Acute
Respiratory Syndrome ») en 2002, puis du MERS-CoV (« Middle East Respiratory
Syndrome ») en 2012 et enfin du SARS-CoV-2 en décembre 2019. Ces virus
hautement pathogenes sont responsables d’infections respiratoires pouvant entrainer

un syndrome de détresse respiratoire aiglie engageant le pronostic vital du patient.

L’émergence du SARS-CoV-2 a provoqué une crise sanitaire a I'échelle mondiale. De
nombreux efforts ont alors été déployés afin de limiter sa propagation et d’'améliorer la
prise en charge des patients. Dés la fin de 'année 2020, une campagne de vaccination
a débuté. Une forte proportion de la population mondiale est aujourd’hui vaccinée.
Egalement, la prise en charge des patients s’est grandement améliorée avec le
développement de différentes thérapies. Ces avancées ont permis de diminuer
considérablement I'évolution de la maladie vers des formes graves et les

hospitalisations.

Cette these d'exercice présentera tout d’abord des généralités concernant les
coronavirus et les pandémies liées a ces virus. Ensuite, I'objectif sera de décrire un
élément crucial du cycle de réplication viral : la protéase 3CL. Son intérét en tant que
cible thérapeutique pour combattre la COVID-19 mais également les coronavirus
émergents sera développé. Enfin, afin d’illustrer son potentiel et son importance dans
la lutte contre COVID-19, le développement des trois inhibiteurs de 3CLP™ du SARS-
CoV-2 actuellement autorisés sur difféerents marchés sera présenté. |l s’agit du
nirmatrelvir (en association au ritonavir sous le nom de spécialité PAXLOVID™), de
'ensitrelvir (sous forme d’acide fumarique ensitrelvir sous le nom de spécialité
XOCOVA™) et du simnotrelvir (en association au ritonavir sous le nom de spécialité
XIANNUOXIN™),
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Chapitre | - Les coronavirus

1. Généralités sur les coronavirus

Les coronavirus sont des virus enveloppés a ARN simple brin de 26 a 32 kb?. Les
virions sont de forme sphérique et ont un diameétre variant de 80 a 220 nm?. Les
coronavirus font partie de l'ordre des Nidovirales, sous-ordre des Cornidovirineae,
famille des Coronaviridae et sous-famille des Orthocoronavirinae, elle-méme divisée
en quatre genres distincts, a savoir les Alphacoronavirus (aCoV), les Betacoronavirus
(BCoV), les Gammacoronavirus (yCoV) et les Deltacoronavirus (dCoV).

Depuis la découverte du premier coronavirus murin en 19492, sept coronavirus
humains ont été identifiés avec tout d’abord les souches HCoV-229E3 et le HCoV-
0OC43* dans les années 1960. L’émergence de nouveaux coronavirus humains s’est
alors accélérée depuis les années 2000 avec le SARS-CoV>f en 2003, le HCoV-NL63”
et HCoV-HKU18 en 2004 et 2005, le MERS-CoV® en 2012 et enfin le SARS-COV-210

en 2019. La figure 1 reprend la chronologie d’apparition des coronavirus humains.
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Figure 1 — Chronologie d’apparition des coronavirus humains.

1.1. Structure des particules virales des coronavirus

Le terme coronavirus tire son nom de l'apparence des virions sous microscope
électronique qui présentent des projections ressemblant a une couronne solaire,
correspondant aux protéines de spicule se trouvant a la surface du virion (figure 2)**.
Le génome des coronavirus est constitué d’'un ARN positif simple brin organisé en
plusieurs cadres de lecture (ou ORF, « Open Reading Frame »). Les deux premiers
cadres de lecture représentent les deux tiers du génome et codent pour deux longues
polyprotéines appelées ppla et pplab. Ces polyprotéines sont les précurseurs de 16
protéines non-structurales (nsp1-nsp16) ayant divers roles1213, Les cadres de lecture
présents dans le dernier tiers du génome codent pour les protéines structurales des

coronavirus et les protéines accessoires.
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Figure 2 - Image colorisée du SARS-CoV-2 observé par microscopie électronique a transmission
(crédit : NIAID-RML)*.
Les virions sont constitués de quatre protéines structurales (figure 3), a savoir le
spicule (S), I'enveloppe (E), la membrane (M) et la nucléocapside (N)'213, La protéine
de spicule est un homotrimére qui permet au virus de se fixer sur le récepteur de la
cellule héte!41>. Chaque monomere de cette protéine se compose de deux domaines,
S1 et S2, qui sont responsables de la liaison et de la fusion respectivement. Le
domaine S1 contient un domaine de liaison au récepteur (ou RBD, « Receptor Binding
Domain »), qui donne l'affinité au récepteur de I'héte. La protéine de la membrane est
la plus abondante. Il s’agit d'une petite protéine contenant 3 domaines
transmembranaires et permettant de donner la forme du virion'®. La protéine de
'enveloppe est moins présente que les autres protéines et joue un rdéle dans
'assemblage et la libération du virus'’. Enfin, la protéine de la nucléocapside se lie a
I’ARN viral. Elle peut également interagir avec d’autres protéines virales afin d’aider a
attacher le génome au complexe de réplication-transcription et empaqueter le génome

encapsidé dans les virions!18,

Enveloppe (E)

Spicule (S)

Membrane (M) ARN viral
viral

Figure 3 — Schéma d’un coronavirus.
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1.2.Le cycle de réplication virale

Le cycle de réplication chez les coronavirus se déroule en trois étapes principales :
I'entrée, la réplication et la formation et sécrétion de nouveaux virions1%21, Le cycle
commence par I'attachement d’un virion a la surface de la cellule héte grace a la liaison
de la protéine virale de spicule avec le récepteur de la cellule héte. |l s’agit par exemple
du récepteur ACE2 pour le SARS-CoV et le SARS-CoV-2 et du récepteur DPP4 pour
le MERS-CoV. Une fois que le virus est attaché, il est internalisé dans la cellule hote
par endocytose et peut alors libérer son ARN génomique dans le cytosol grace a la

fusion des membranes virales et cellulaires.

Entrée et
*  |décapsidation

(+) gRNA c,_wﬁ”‘% LT (-) GRNA rmamnananaann UU \
A4 (+) gRNAe~ v anrsnnsAAA g—
| Tomserpn)
» '
Emmmmppla Al
E— pp 1ab — o~ ooy
o Y
Protéolyse: l B 0o
PLP (nsp3) @ O
AAAAAAAAAA AAA
3CL* (nsp5) 55 : ..“gu ~ W 2
e R~ B
®° o 3 Snentia 6 % Jeroic
® 0@ 42 ' 2L
Protéines non- | Traduction _/ j
structurales 1-16 mTpvre | —
gD oS 1 RE
AP S EMN \’\v‘dt"\
e
( v A AAA %
Complexe de réplication- vesicule a double
membrane

transcription

Figure 4 — Cycle de réplication virale chez les coronavirus.

Le génome viral est ensuite traduit en deux longues polyprotéines, ppla et pplab.
Leur clivage protéolytique est réalisé par deux protéases virales internes permettant
d’obtenir 16 protéines non-structurales. La premiére protéase correspond a la nsp3 ou
papain-like protease (PLP). Elle réalise les clivages afin de libérer les trois premiéres
protéines non-structurales (nspl a nsp3). La seconde protéase correspond a la nsp5
ou protéase 3CL (3CLP™ ou MP©), Elle est responsable des clivages restants, afin

d’obtenir les protéines non-structurales 4 a 16.
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Ces protéines non-structurales vont ensuite s’assembler afin de former le complexe
de réplication-transcription. Ce dernier permet de répliquer ’ARN génomique viral
(gRNA) mais également d’obtenir des ARNs sous-génomiques (SgRNA) qui sont alors
traduits en protéines structurales et protéines accessoires. Une fois traduites, les
protéines accessoires, E, M et S sont adressées au réticulum endoplasmique puis
transportées vers le lieu d’assemblage des virions, le compartiment ERGIC. La
protéine N est quant a elle sécrétée dans le cytosol et permet d’encapsuler TARN
génomique viral. Cet ARN encapsulé, une fois au contact du compartiment ERGIC, va
pouvoir former un nouveau virion grace a la présence des protéines structurales virales

présentes a sa surface.

Une fois que les nouveaux virions ont été assemblés, ils sont libérés de la cellule héte
par exocytose. Ces nouvelles particules virales peuvent alors infecter d’autres cellules

hétes et continuer ainsi leur réplication.
2. Les pandémies liées aux coronavirus

En 20 ans, le monde a connu 3 pandémies liées a I'émergence de trois nouvelles
especes de coronavirus. Lors de ces infections, les patients présentent initialement de
la fievre, des douleurs musculaires, de la toux, des difficultés respiratoires, des
frissons, de la diarrhée, des vomissements, des nausées, des douleurs thoraciques,
des maux de téte, des maux de gorge et un écoulement nasal?’=?>. Cependant,
certains patients peuvent développer des formes graves de la maladie capables
d’engager le pronostic vital, avec notamment le risque de développer un syndrome de
détresse respiratoire aigué. Le tableau 1 résume les informations générales relatives

aux trois pandémies liées aux coronavirus?6-30,

SARS-CoV MERS-CoV SARS-CoV-2
Genre Betacoronavirus
Réservoir Chauve-souris
Ho6te intermédiaire Civette Dromadaire Incertain
Origine Guandpong, Chine | Péninsule arabique Wuhan, Chine
Nombre de pays 29 27 216
Nombre de cas 8096 2605 770 437 327
Nombre de déces 774 936 6 956 900
Période 2002 - 2003 2012 - maintenant = 2019 - maintenant

Tableau 1 — Caractéristiques et données épidémiologiques des pandémies liées aux coronavirus
SARS-CoV, MERS-CoV et SARS-CoV-2 (données issues de rapports 'OMS datant de 2003, de juillet
2023 et du 1°" septembre 2023 respectivement)?6-30,
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2.1. SARS-CoV

En novembre 2002, le SARS-CoV a émergé dans la province de Guangdong, située
dans le sud de la Chine>63%32, Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, ce virus
s'est rapidement propagé dans plusieurs pays d'Asie, dAmérique du Nord et d'Europe
au cours des mois suivants. Au total, 8096 cas ont été signalés, entrainant 774 déces,
ce qui représente un taux de mortalité de 9%28. Cette pandémie a pu étre rapidement

maitrisée puisqu’en juillet 2003, elle a été déclarée comme étant terminée.

Ce virus aurait une origine zoonotique avec comme héte intermédiaire la civette
palmiste a masque et comme réservoir la chauve-souris®. Le SARS-CoV se propage
par voie aérienne par le biais des gouttelettes salivaires et peut également se
transmettre indirectement par contact avec des surfaces touchées par une personne

infectée.

Aprés une incubation allant de 2 a 11 jours, les patients atteints du SARS-CoV
présentaient des symptémes tels que de la fievre, des douleurs musculaires, une
sensation de malaise, des maux de téte et des frissons. Environ 30 a 40% des patients
ont également rapporté une diarrhée pendant la phase fébrile. Des symptomes
respiratoires pouvaient apparaitre aprés 3 a 7 jours, notamment une toux seche non-
productive, une dyspnée (parfois associée a une hypoxémie), voire une évolution vers
un syndrome de détresse respiratoire aigué. Chez 10 a 20% des patients, une
intubation ou une ventilation mécanique était nécessaire. Certains cas ont également
présenté d'autres symptémes comme des infections du tractus gastro-intestinal, des

reins, du cerveau ou du foie.
2.2. MERS-CoV

En 2012, le virus du MERS-CoV a été découvert a Jeddah, en Arabie Saoudite, apres
avoir éteé isolé des poumons d’un patient de 60 ans décédé des suites d'une maladie
respiratoire®. En comparaison au SARS-CoV, ce virus est moins contagieux et se
propage donc moins rapidement. Néanmoins, il n'a pas encore été éradiqué et s’avere
étre trés virulent. Le dernier rapport de 'OMS datant de juillet 2023 fait état de 2605

cas et 936 déceés, soit un taux de mortalité d’environ 35%%2°.

Ce virus est également d'origine zoonotique, contracté par contact direct ou indirect
avec des dromadaires infectés, qui sont les hotes intermédiaires de ce virus34-36, Son
origine précise n'est pas établie avec certitude, mais il proviendrait également des

chauves-souris. La transmission d'humain a humain est possible mais peu fréquente,
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se produisant principalement lorsque plusieurs membres de la famille du malade vivent

sous le méme toit ou dans des environnements hospitaliers.

Les personnes atteintes du MERS-CoV présentent des manifestations cliniques
variées, allant d'une forme asymptomatique a une pneumonie sévere, entrainant une
détresse respiratoire aigué, un choc septiqgue et une insuffisance rénale pouvant
conduire au déceés du patient. Aprés une période d'incubation de 2 a 13 jours, la
maladie débute généralement par de la fievre, des frissons, de la toux, des maux de
gorge, des douleurs musculaires et articulaires, puis elle évolue rapidement vers une
dyspnée et une pneumonie. Environ un tiers des patients ont également rapporté des

symptémes gastro-intestinaux tels que de la diarrhée et des vomissements.
2.3.SARS-CoV-2

En décembre 2019, le SARS-CoV-2 est apparu a Wuhan en Chine avant de
rapidement se propager a travers le monde?37-40_ Au 1¢" septembre, 'OMS dénombre
plus de 770 millions de cas et plus de 6,9 millions de déces. Son origine exacte n’est
a ce jour pas certaine. L’h6te intermédiaire serait le pangolin et le réservoir serait la
chauve-souris®°. Comme pour le SARS-CoV, la transmission du SARS-CoV-2 se fait
par les particules libérées par une personne malade lors des éternuements, de la toux

et de la respiration.

Dans la majeure partie des cas, les personnes infectées développent des formes
asymptomatiques, légéres ou modérées de la maladie, ne nécessitant pas de
traitement spécifique. Les symptdmes les plus fréquents incluent la fiévre, la fatigue,
la toux, les douleurs musculaires, ainsi qu'une perte du goQt et de l'odorat. D'autres
patients peuvent également présenter des maux de téte, des maux de gorge, et de la
diarrhée. Comme lors des précédentes pandémies liées aux coronavirus, certains
malades peuvent évoluer vers des formes graves de la maladie, nhotamment un
syndrome de détresse respiratoire aigué mettant en jeu le pronostic vital. D’autres
complications ont également été identifiées comme une insuffisance cardiaque, une
insuffisance rénale aigué, une dysfonction hépatique, des problémes de coagulation
ou encore des maladies thrombotiques.

L'infection entraine une augmentation des niveaux de cytokines et des marqueurs
inflammatoires. La réponse immunitaire est perturbée, provoquant une libération
intense de cytokines appelée "tempéte cytokinique" qui peut entrainer des
complications graves, principalement chez les personnes agées ou ayant des

comorbidités??,
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2.4.Le risque d’émergence de nouveaux coronavirus

Depuis 1966, 7 coronavirus capables d’infecter ’lHomme ont été identifiés, dont 3
d’entre eux ont conduit a des pandémies au cours des vingt derniéres années. Les
virus a ARN, tels que les coronavirus, sont la classe d’agents pathogénes la plus

courante parmi les nouvelles causes de maladies humaines®2.

Les coronavirus ont le génome le plus long parmi les virus a ARN positifs ce qui leur
confére un risque accru d’erreurs de réplication avec des phénoménes d’insertions, de
délétions ou de substitutions de nucléotides*344. Néanmoins, le SARS-CoV-2 présente
un taux de mutation modéré en comparaison a d’autres virus a ARN comme le Virus
de I'Hépatite C (VHC) ou le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH), et ce grace a
la présence d’'une exonucléase permettant de corriger les erreurs de réplication®®.
Outre les mutations, des phénomenes de recombinaisons génétiques peuvent
€également avoir lieu. Un vaste réservoir de coronavirus se trouve dans la faune
sauvage, incluant de nombreuses espéces animales et créant ainsi ces opportunités
de recombinaisons génétiques*3#¢. C’est notamment le cas des chauves-souris, qui
constituent le réservoir le plus important des alphacoronavirus et betacoronavirus*’,
incluant notamment le SARS-CoV, le MERS-CoV et le SARS-CoV-246.

Ces évenements biologiques de mutation et recombinaison génétique peuvent offrir le
potentiel aux coronavirus d’acquérir de nouvelles caractéristiques, comme la capacité
a infecter de nouveaux types cellulaires, y compris ceux d’espéces différentes. Cela
représente un risque non-négligeable de variations intra-espéces, de saut inter-
especes, et d’émergence de nouveaux coronavirus pouvant entrainer de nouvelles
épidémies ou pandémies. Ces proprietés leur conferent également la possibilité

d’échapper a I'immunité induite par les vaccins et de résister aux traitements**.
3. Les thérapies anticoronavirales

Avec I'émergence du SARS-CoV et du MERS-CoV, le monde de la recherche s’est
intéressé au développement de thérapies anticoronavirales. Néanmoins, la pandémie
de SARS-CoV s’étant résolue spontanément en 2003 et le MERS-CoV touchant peu
d’individus depuis son apparition en 2012, cet intérét est resté relativement faible. Du
fait de I'absence de traitement antiviral et de vaccin au début de la pandémie de
COVID-19, la prise en charge des patients, tres nombreux en comparaison aux
précédentes pandémies, a été particulierement difficile.
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Depuis, cette prise en charge s’est nettement améliorée et des vaccins ont été
élaborés, permettant une diminution des formes graves et du nombre de déces*-0,
Sur la base de la physiopathologie de la maladie, des traitements symptomatiques ont
tout d’abord été utilisés comme I'oxygénothérapie et la ventilation assistée®°2, La
réponse inflammatoire excessive observée chez certains patients hospitalisés a
conduit a l'utilisation de corticostéroides®® et également d'immunosuppresseurs tels
gue le tocilizumab (ROACTEMRA™)>* antagoniste des récepteurs de l'interleukine-
6 et 'anakinra (KINERET ™)55, inhibiteur des récepteurs a l'interleukine-1. Concernant
les antiviraux, des molécules non spécifiques du SARS-CoV-2 se sont montrées
efficaces (remdesevir, molnupiravir)®57. De nombreuses recherches ont également
été menées, et le sont encore a I'heure actuelle, dans le but de développer des
antiviraux spécifigues du SARS-CoV-2 ou a large spectre contre les coronavirus. Des
anticorps monoclonaux ciblant la protéine de spicule ont été congus et ont recu une
autorisation de mise sur le marché par ’'Agence Européenne du Médicament (AEM).
Il sagit du sotrovimab (XEVUDY™), du regdanvimab (REGKIRONA™), de
'association tixagevimab/cilgavimab (EVUSHELD™) et de [I'association
casirivimab/imdevimab (RONAPREVE™)%8-61  Des médicaments antiviraux de type
« petites molécules » ont également vu le jour avec premiérement le nirmatrelvir
(associé au ritonavir dans la spécialité PAXLOVID ™) développé par Pfizer et autorisé
entre autres en Europe et aux Etats-Unis. Ensuite, I'ensitrelvir (sous forme d’acide
fumarique d’ensitrelvir dans la spécialitt XOCOVA™) a été développé par la société
Shionogi et est a ce jour autorisé au Japon et a Taiwan. Enfin, le simnotrelvir (associé
au ritonavir dans la spécialité XIANNUOXIN™) est une molécule autorisée en Chine
et qui a été développée par I'entreprise Simcere Pharmaceutical. Le tableau 2 reprend
les médicaments ayant recu une autorisation par I'Agence Européenne du

Médicament et indiqués dans le traitement de la COVID-19.

Le nirmatrelvir, 'ensitrelvir et le simnotrelvir sont trois inhibiteurs de la 3CLP™ du
SARS-CoV-2. Cette protéase est étudiée en tant que cible thérapeutique depuis la
premiere pandémie de SARS-CoV puisqu’elle est indispensable a la réplication virale
chez les coronavirus. Egalement, elle montre une bonne conservation chez les
coronavirus, et ne présente pas d’homologue chez ’'Homme, la rendant trés attractive

pour le développement de thérapies anticoronavirales.
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Inhibiteurs de PARN polymérase ARN-dépendante :

En traitement chez les adultes non supplémentés en
oxygene et a risque de développer une forme sévére.

Avis positif d’accés précoce par I'’AEM, mais avis final
négatif ’AMM le 23/02/2023. Autorisation d’accés précoce
refusée par la HAS.

Molnupiravir
(LAGEVRIO™)

En traitement chez les adultes et les enfants* présentant
une pneumonie et nécessitant une supplémentation en
oxygéne (non invasive) ou non supplémentés en oxygéne
et a risque de développer une forme séveére.

AMM européenne accordée depuis le 08/08/2022.

Remdesevir
(VEKLURY ™)

Inhibiteur de la protéase 3CL :

En traitement chez les adultes non supplémentés en
oxygene et a risque de développer une forme sévere.
AMM européenne accordée depuis le 28/01/2022.

Nirmatrelvir/Ritonavir
(PAXLOVID™)

Anticorps monoclonaux antiviraux :

En traitement chez les adultes non supplémentés en

Regdanvimab oxygeéne et a risque de développer une forme séveére.
(REGKIRONAT™) AMM européenne accordée le 12/11/2021. Non disponible
en France.

En traitement chez les adultes et les adolescents** non
Sotrovimab supplémentés en oxygene et a risque de développer une
(XEVUDY ™) forme sévére.

AMM européenne accordée depuis le 17/12/2021.

En prophylaxie préexposition chez les adultes et les

adolescents** ayant un déficit d’'immunité, répondant peu

ou pas a la vaccination et a risque de développer une forme
Tixagevimab/Cilgavimab @ séveére.

(EVUSHELD™) En traitement chez les adultes et les adolescents** non
supplémentés en oxygeéne et a risque de développer une
forme sévere.

AMM européenne accordée depuis le 25/03/2022.

En traitement chez les adultes et les adolescents** non
Casirivimab/Imdevimab | supplémentés en oxygéne et a risque de développer une
(RONAPREVE™) forme sévere.
AMM européenne accordée depuis le 12/11/2021.
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En traitement chez les adultes et les adolescents** non
supplémentés en oxygene et a risque de développer une
forme sévére.
L’AEM a fourni des conseils d’utilisation en mars 2021 mais
Etesevimab/Bamlanivimab | aucune AMM n’a été délivrée car la compagnie a retiré son
dossier pour I'obtention d’'une AMM européenne le
02/11/2021. La France avait accordé une autorisation
temporaire d’utilisation du 08/03/2021 au 31/12/2021, date
d’arrét de la commercialisation.

Inhibiteurs d’interleukines :

En traitement chez les adultes supplémentés en oxygene et
Anakinra a risque de développer une forme séveére.

(KINERET™) AMM européenne pour I'indication COVID-19 accordée
depuis le 17/12/2021.
En traitement chez les adultes recevant une corticothérapie
et nécessitant une supplémentation en oxygéne ou une
ventilation mécanique.
AMM européenne pour l'indication COVID-19 accordée le
07/12/2021.

Tocilizumab
(ROACTEMRA™)

Corticoides :

En traitement chez les adultes et les adolescents**

nécessitant une supplémentation en oxygéne ou une
Dexaméthasone ventilation mécanique.

Approbation de l'utilisation pour l'indication COVID-19

accordée par 'AEM le 18/09/2020.

Tableau 2 — Liste des médicaments utilisés dans le traitement de la COVID-19 et ayant recu une
autorisation par I’Agence Européenne du Médicament.

Chague médicament est présenté au sein de sa classe thérapeutique avec sa dénomination commune
internationale, sa spécialité, son indication et les informations relatives & son autorisation de mise sur
le marché européen.

*Enfant : plus de 4 semaines et pesant plus de 3 kg.
**Adolescent : plus de 12 ans et pesant plus de 40 kg.
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Chapitre ll = La protéase 3CL, une cible clé pour lutter contre

la COVID-19 et les potentiels coronavirus émergents

1. Généralités

La protéase 3CL est également nommée 3CLP™ pour « 3C-like protease » du fait de
sa ressemblance avec la protéase picornaine 3C des virus de la famille des
Picornaviridae ou « 3-chymotrypsin-like protease » pour ses similitudes avec la
chymotrypsine, une enzyme pancréatique. Il est également possible de la retrouver
sous I'abréviation MP™ qui signifie « main protease », en raison de son role crucial dans
la réplication virale. Enfin, cette protéase est également dénommée nsp5 car il s’agit

de la cinquieme protéine non-structurale issue des polyprotéines ppla et pplab.
1.1.Fonctions

La fonction principale de la protéase 3CL des coronavirus est de cliver les
polyprotéines ppla et pplab afin d’obtenir une partie des protéines non-structurales
essentielles a la formation du complexe de réplication-transcription. Son action
protéolytiqgue est donc nécessaire au cycle de réplication virale (figure 4). Elle réalise
au total 11 clivages afin de libérer les protéines non-structurales 4 a 16 comme illustré
figure 55263, La PLP, deuxiéeme protéase virale, réalise quant a elle les 3 premiers

clivages afin de libérer les 3 premiéres protéines non-structurales.

Les protéases virales peuvent également jouer un réle dans la pathogénicité en
réalisant des clivages de protéines de I'héte. Dans le cas de la 3CLP™ du SARS-CoV-
2, le répertoire de substrats humains, ou dégradome®, reste peu étudié. Quelques

travaux de recherche ont été publiés a ce sujet®>°.

Une premiere équipe de chercheurs a notamment démontré que la 3CLP™ du SARS-
CoV-2 est capable de dégrader la protéine galectine-8 (Gal8), ce qui contribue a un
échappement de la réponse immunitaire®>. Présente du cété intracellulaire, la
galectine-8 se lie aux glycanes et cible les vésicules endommagées ou contenant des
pathogenes. Elle recrute ensuite le récepteur NDP52, responsable du processus de
xénophagie®®. En cas d’infection au SARS-CoV-2, la galectine-8 serait capable de
détecter linfection par reconnaissance de la protéine de spicule, une protéine
fortement glycosylée se situant au niveau des endosomes contenant les virions. Il a
été montré que la galectine-8 peut se lier a la protéine de spicule, et que cette liaison

n’'a plus lieu en présence de 3CLP© 55, De plus, le clivage de la galectine-8 par la 3CLP™
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du SARS-CoV-2 entraine la perte de sa capacité a recruter le récepteur NDP52, ce

qui pourrait permettre au virus d'échapper a la xénophagie.
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Protéines non-structurales et accessoires
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Figure 5 — Processus de protéolyse des polyprotéines par la 3CLP™ et la PLP du SARS-CoV-2.

Les deux premiers tiers du génome comportent les cadres de lecture ORFla et ORF1b codant pour
deux polyprotéines ppla et pplab. Le dernier tiers contient les génes codant pour les protéines
structurales et accessoires. Aprés traduction, les deux polyprotéines sont obtenues. Elles sont ensuite
protéolysées par la PLP et la 3CLP® afin d’obtenir les protéines non-structurales 1 & 3 et 4 a 16
respectivement. Les sites de clivage sont indiqués par des triangles colorés en fonction de la protéase
responsable du clivage. Les protéines non-structurales libérées vont alors s’assembler afin de former le
complexe de réplication-transcription. La 3CLP™ est également capable de cliver des protéines
cellulaires de I'héte impliquées dans la réponse antivirale et des voies de signalisation cellulaire.

Une seconde équipe de chercheurs a identifié deux autres protéines clivées par la
protéase 3CL du SARS-CoV-2: NLRP12 et TAB1%°. Ces protéines jouent un réle
important dans la réponse inflammatoire et I'immunité innée. La protéine TAB1 fait
partie d'un complexe qui régule l'activité de la kinase TAK1, pouvant activer la voie
NFkB impliquée dans I'apoptose, la croissance cellulaire et la réponse inflammatoire.
Le fonctionnement de la protéine NLRP12 n’est quant a lui pas encore entiérement
compris, mais cette protéine est impliquée dans la régulation de la voie NFKB,
l'activation de linflammasome et elle est connue pour réguler négativement la

production de cytokines pro-inflammatoires’®*. Le clivage de la protéine NLRP12 par
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la 3CLP™ du SARS-CoV-2 pourrait ainsi expliquer I'nyper-inflammation observée dans

les formes graves de la COVID-196°,

Les résultats de ces recherches mettent en évidence la capacité de la protéase 3CL
du SARS-CoV-2, et possiblement des coronavirus en général, a agir sur des voies de
signalisation impliquées dans [I'immunité et Ila réponse inflammatoire. Le
développement d’inhibiteurs de la 3CLP® du SARS-CoV-2 pourrait donc entraver la
réplication virale mais également rétablir certains mécanismes de défense cellulaire

contre les virus susceptibles d’étre altérés par cette protéase.
1.2. Structure

La 3CLP™ est une protéase a cystéine d’environ 30 kDa qui est catalytiquement active
sous forme d’homodimére’?-74. Chaque monomere est constitué de 3 domaines : |, Il
et 11”577, Les domaines | et Il sont constitués de tonneaux béta antiparalléles, et le
domaine lll, appelé également domaine C-terminal, est composé de 5 hélices alpha.
Le domaine Il joue un réle dans la dimérisation et donc I'obtention de la forme active
de la protéase’®. La liaison entre les domaines Il et Ill est assurée par une longue
boucle. En position N-terminale se trouve un élément appelé « N-finger » jouant
également un réle crucial dans la dimérisation de la protéase’°. Le site actif de la
protéase est situé a l'interface entre les domaines | et Il. Il contient notamment la dyade
catalytique cystéine/histidine, la cystéine se situant sur le domaine Il et I'histidine sur
le domaine I. Dans le cas de la 3CLP™ du SARS-CoV-2, les résidus de cette dyade
sont la cystéine 145 et I'histidine 41. La figure 6 représente les différents éléments
structurels de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 sous forme de dimére a partir d’'une structure
radiocristallographique (PDB : 6Y2E)°.
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Dyade catalytique

Domaine |

Figure 6 — Structure radiocristallographique de la 3CLP™° du SARS-CoV-2.

L’homodimeére est représenté sous forme de cartoon avec un monomére noir et le second dont la
structure est détaillée comme suit : domaine | (résidus 10-96) en bleu foncé, domaine Il (résidus 102-
180) en violet, domaine Il (résidus 200-303) en rose, N-finger (résidus 1-7) en vert et la boucle reliant
les domaines Il et Ill (résidus 181-199) en cyan. Sur ce monomere est également représentée la dyade
catalytique Cys145-His41 avec les chaines latérales en stick.

Figure générée avec le logiciel PyMol (Schrodinger LLC), PDB : 6Y2E®.

1.3. Site catalytique

Le site catalytique de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 est formé de 5 poches appelées S1’,
S1, S2, S3 et S4 comme représenté figure 7-1. La poche S1’ est peu profonde et
comporte la dyade catalytique ainsi que les résidus Thr25, Leu27 et His164. La poche
S1 est profonde et formée avec les résidus Phel40, Leuldl, Asnl42, Gly143 et
Serl44 d'une part et les résidus Tyrl61, His163, Metl65, Glul66 et His172 d’autre
part. La poche S2 est profonde, flexible et hydrophobe, elle peut accueillir des
groupements encombrés. Elle est proche du résidu His41 de la dyade catalytique et
se compose des résidus Ser46, Glu47, Asp48, Met49, Leu50, Asp187, GIn189, Tyr54
et Met165. La poche S3 se situe en surface au niveau des résidus Glul66 et Met165.
Elle s’laccommode de groupements de nature et taille variées, comme la poche S1’.
Pour finir, la poche S4 est hydrophobe et se compose des acides aminés GIn189,
Thr190, Alal91, GIn192, Metl65, Leul67 et Phel85. La figure 7-2 représente les
acides aminés les plus importants du site catalytique de la 3CLP® du SARS-CoV-2,
c’est-a-dire les résidus impliqués dans la liaison du substrat et des inhibiteurs de type

peptidomimétiques.
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Figure 7 — Structure radiocristallographique du site catalytique de la 3CLP™ du SARS-CoV-2.

(1) Représentation de la surface de la protéase sous forme d’homodimére. Chaque poche (S1’ a S4)
est identifiée par une couleur et les chaines latérales de la dyade catalytique sont sous forme de stick.

(2) Zoom sur le site catalytique d'un monomere de la protéase sous forme de cartoon avec la surface
en transparence. Les résidus principaux du site catalytique sont indiqués en rose avec leur chaine
latérale en stick, et en vert pour les résidus de la dyade catalytique.

Figure générée avec le logiciel PyMol (Schrodinger LLC), PDB : 6Y2E®°,

1.4.Mécanisme catalytique

Le mécanisme catalytique de la 3CLP™ est illustré figure 8. Il fait intervenir la dyade
catalytique Cys-His et une molécule d’eau’®77:85. Tout d’abord, I'histidine déprotone le
thiol de la cystéine catalytique. Le thiolate formé réalise ensuite une attaque
nucléophile au niveau de la fonction amide du substrat. Un réarrangement permet
ensuite d’obtenir un thioester et de libérer la partie C-terminale du substrat. Enfin,

'hydrolyse du thioester formé est facilitée par une molécule d’eau. La partie N-
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terminale du substrat est alors libérée et la fonction thiol de la cystéine catalytique est

restaurée.
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Figure 8 — Schéma général du mécanisme catalytique de la 3CLP™ des coronavirus.

2. Intérét en tant que cible thérapeutique

2.1.Rdle essentiel dans la réplication des coronavirus

La protéase 3CL du SARS-CoV-2 est une cible de choix principalement en raison de
son réle crucial dans la réplication virale. Les clivages qu’elle réalise au niveau des
polyprotéines virales ppla et pplab permettent d’obtenir les protéines non-structurales
essentielles a la production de nouveaux virions. En inhibant l'activité de la 3CLP™, le

clivage des polyprotéines est empéché et la réplication virale est alors enrayée.

De plus, son attractivité est renforcée par son implication probable dans la
pathogénicité. Elle serait également capable de cliver des protéines cellulaires de
'héte jouant un role dans la réponse inflammatoire et dans I'immunité. En plus de
bloquer la réplication virale, inhiber cette protéase pourrait donc restaurer certains

mécanismes de défense cellulaires.
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2.2.Conservation du site catalytique

L’un des points forts de cette cible réside son grand degré de conservation entre les
différents coronavirus. La protéase 3CL dans son ensemble est bien conservée,
comme illustré figure 9. On peut voir que les pourcentages d’identité et de similarité
sont élevés entre les 7 coronavirus humains (figure 9-1), en particulier entre le SARS-
CoV et le SARS-CoV-2. Les protéases 3CL de ces deux especes montrent une identité
de 96,1% et une similarité de 99,7%. La superposition des structures

tridimensionnelles illustre également cette conservation (figure 9-2)80.86-0,

M 3CLpro SARS-CoV | MERS-CoV | HCoV-229E | HCoV-NL63 | HCoV-HKU1 | HCoV-0C43
swscoval SoT% | o8 | mer |t | e | rems
A | oot | e | m | e
2l A
men | s | ne
HCoV-NL63 gﬁ"ﬁ: 47122";:

o
HCoV-HKU1 ggﬁ f)

()

— SARS-CoV-2
— SARS-CoV
MERS-CoV
— HCoV-229E
— HCoV-0C43
— HCoV-NL63
— HCoV-HKU1

Figure 9 — Conservation de la protéase 3CL entre les 7 coronavirus humains:86-9°,

(1) Pourcentages d’identité (en bleu foncé) et de similarité (en bleu clair) des séquences de la 3CLP™
des 7 especes de coronavirus humains. Les calculs ont été réalisés avec LALIGN (EMBL-EBI).

(2) Superposition des structures tridimensionnelles de la protéase 3CL. La figure a été générée avec le
logiciel PyMol (Schrodinger LLC).

Les calculs et les alignements ont été réalisés a partir des séquences et structures
radiocristallographiques de la 3CLP™ ci-apreés : SARS-CoV-2 (PDB : 6Y2E), SARS-CoV (PDB : 2GZ9),
MERS-CoV (PDB : 4RSP), HCoV-229E (PDB: 2ZU2), HCoV-NL63 (PDB: 3TLO) et HCoV-HKU1
(PDB : 3D23). La séquence et la structure de la 3CLP™ du HCoV-OC43 provient d’'un modéle et seul un
monomeére est représenté (PMDB : PM0079872).
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Par ailleurs, cette cible est étudiée depuis la premiere pandémie liée aux coronavirus,
et I'est d’autant plus depuis I'apparition de la COVID-19. La grande majorité des
inhibiteurs actuellement décrits dans la littérature, ainsi que les inhibiteurs disponibles
sur le marché, inhibent la protéase 3CL au niveau de son site catalytique. Il s’agit d’'une
partie tres conservée de la protéase entre les coronavirus puisque les acides aminés
clés des 5 poches du site catalytique sont pour la plupart conservés. La figure 10
illustre cette conservation en représentant les sites catalytiques du SARS-CoV-2%°, du
MERS-CoV® et du SARS-CoV®. Cette conservation est également vraie chez
d’autres espéces, comme entre autre le HCoV-229E, le HCoV-HKUL ou encore le
HCoV-NL6386:87,
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Figure 10 — Structure radiocristallographique du site catalytique de la 3CLP™° du SARS-CoV-2 (1), du
SARS-CoV (2) et du MERS-CoV (3).

Indication des résidus principaux du site catalytique en rose avec leur chaine latérale en stick, et en vert
pour les résidus de la dyade catalytique. Figure générée avec le logiciel PyMol (Schrodinger LLC),
PDB : 6Y2E (1), 2GZ9 (2) et 4RSP (3)80:88:89,

Pour la 3CLP™® de ces trois especes, la poche S1' contient la dyade catalytique

cystéine-histidine mais aussi le résidu leucine en position 27, et ce chez toutes les
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especes. Au sein de la poche S1, les résidus Phel40, Gly143, Serl44, Tyrl61, His163
et Glul66 de la 3CLP™ sont conservés chez ces trois espéeces, tout comme le résidu
Met165, situé entre les poches S1 et S2. Pour la 3CLP™° du MERS-CoV, la méthionine
49 de la poche S2 est remplacée par une leucine, un résidu similaire. Le résidu Asp187
est quant a lui conservé. En ce qui concerne la poche S4, elle présente le plus de
variations entre les especes. La leucine 167, la phénylalanine 185, la glutamine 189
et la glutamine 192 sont conservées. En revanche, la thréonine 190 et I'alanine 191
sont remplacées respectivement par une valine et une histidine chez la 3CLP® du
MERS-CoV. Les structures radiocristallographiques nous montrent donc une
conservation totale du site catalytiqgue de la protéase 3CL entre le SARS-CoV-2 et le
SARS-CoV et une bonne conservation chez le MERS-CoV.

Cette caractéristique ouvre la possibilité de développer des pan-inhibiteurs, c’est-a-
dire des molécules antivirales a large spectre pouvant inhiber la 3CLP™® de différentes
especes de coronavirus circulants actuellement, et peut-étre des futures especes

émergentes.
2.3.Spécificité de substrat et absence d’homologie

La protéase 3CL chez les coronavirus permet de cliver les polyprotéines ppla et pplab
au niveau de 11 sites. Le substrat peptidique est numéroté P4-P3-P2-P1-P1’ selon la
nomenclature de Schechter-Berger®!. Les positions P1’ a P4 du substrat occupent les
poches S1’ a S4 respectivement, avec le site de clivage situé entre P1 et P1° comme
illustré figure 11-1. L’analyse des séquences de clivage du substrat a permis de
montrer que les résidus situés en ces positions sont les plus importants’®. Egalement,
un motif de clivage peut étre dessiné, avec une spécificité forte concernant les résidus
en positions P1, P2 et P1’ (figure 11-2)76%2, Le résidu en position P1 est le plus
conserve, avec la présence d’'une glutamine au niveau des 11 sites de clivage.
Concernant la position P2, on observe des résidus hydrophobes avec principalement
la leucine, ainsi que des résidus valine et phénylalanine. En P1’ on retrouve des
résidus de petite taille tels que la sérine ou l'alanine. En position P4, on peut voir la
présence de résidus hydrophobes (valine, alanine) ou polaires (thréonine, sérine).
Enfin, la position P3 ne montre pas de spécificité particuliere. Cette spécificité de
substrat, notamment aux positions P1, P2 et P1’, est conservée chez la protéase 3CL
d’autres espéces de coronavirus, comme le SARS-CoV et le MERS-CoV (figure 11-

3)76,93_
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Figure 11 — La spécificité de substrat de la 3CLP™.

(1) Schéma du clivage du substrat représentant les positions des acides aminés du substrat (P4 a P1’)
au sein des poches du site catalytique (S4 a S1’) de la 3CLP™,

(2) Représentation des 11 séquences de clivage de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 des résidus P4 a P1’ et
logo illustrant la spécificité de ces résidus.

(3) Logos illustrant la spécificité des résidus du substrat de la 3CLP™ du SARS-CoV et du MERS-CoV.
Figure adaptée de Xiong et al.”.

La spécificité de substrat est un argument supplémentaire montrant 'intérét de cette
cible dans la lutte contre les coronavirus puisque cela suggere une fois encore la
possibilité de développer des inhibiteurs puissants a large spectre. Pour y parvenir, il

est essentiel d'optimiser la liaison aux poches S1, S2 et S1'.

Egalement, aucun homologue de cette protéase n’'a été reporté chez 'Homme. Elle ne
partage sa spécificité de substrat avec aucune protéase humaine, notamment la
nécessité du résidu glutamine en position P1. Il parait donc possible d’inhiber
sélectivement la 3CLP™ chez les coronavirus sans inhiber les protéases humaines,

minimisant ainsi le risque d'effets « off-target ».
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3. Les inhibiteurs de la protéase 3CL du SARS-CoV-2

Avec les pandémies de SARS-CoV et MERS-CoV, la 3CLP™® a été I'une des cibles
étudiée pour la recherche de nouveaux médicaments antiviraux®*. Face a 'émergence
de la COVID-19 et son ampleur sans précédent parmi les pandémies liées aux
coronavirus, cette cible a montré un immense regain d’intérét dans le monde de la
recherche® %, Plusieurs stratégies ont été adoptées afin de découvrir des inhibiteurs
de la 3CLP" du SARS-CoV-2 comme le repositionnement thérapeutique, les criblages
virtuels ou encore les criblages a haut débit. Parmi les molécules identifiées, on trouve
des inhibiteurs de nature variée avec des petites molécules de synthese, des
inhibiteurs peptidomimétiques ou encore des molécules naturelles, pouvant étre des
inhibiteurs irréversibles, covalents réversibles ou non covalents. Pour la plupart des
molécules décrites dans la littérature, I'inhibition s’exerce au niveau du site catalytique
de la 3CLP™ du SARS-CoV-2. Il est également possible de développer des inhibiteurs
allostériques capables de perturber la stabilité ou la dimérisation de la protéase, mais

peu de travaux ont été publiés sur le sujet.

Dans la suite de ce chapitre, le but est de présenter de fagcon non exhaustive différents
types d’inhibiteurs de la 3CLP® du SARS-CoV-2 avec les inhibiteurs
peptidomimétiques et les inhibiteurs non peptidomimétiques comprenant les
molécules naturelles et les petites molécules. Certaines de ces molécules sont encore
a un stade précoce de développement, d’autres sont en revanche plus avancées et
sont entrées dans des phases de développement préclinique ou clinique. Trois d’entre-
elles sont aujourd’hui autorisées sur différents marchés et leur développement sera

détaillé dans le chapitre suivant.
3.1.Les inhibiteurs peptidomimétiques

De nombreux inhibiteurs de type peptidomimétiques ont été décrits dans la littérature.
Ces inhibiteurs possédent une téte électrophile (ou « warhead ») capable de réagir
avec la cystéine catalytiqgue et ont un mécanisme d’action en deux temps®*. Tout
d’abord, comme le substrat peptidique naturel, ils viennent se placer au sein du site
catalytique afin de former un complexe non covalent qui positionne la téte électrophile
proche de la cystéine catalytique. L’attaque du thiolate de la Cys145 sur I'atome
électrophile conduit a la formation d’'un complexe covalent, ce qui inactive 'enzyme.
On retrouve diverses tétes électrophiles comme des accepteurs de Michael, des

époxydes, des cétones, des aldéhydes, des nitriles ou encore des a-cétoamides. La
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figure 12 illustre quelques exemples d’'inhibiteurs peptidomimétiques décrits dans la

littérature.
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Figure 12 — Inhibiteurs peptidomimétiques associés a leur activité enzymatique sur la 3CLP™® (ICso ou
Ki) et leur activité antivirale sur cellules infectées (ECso).

Les données sont issues de la littérature : bocéprévir®’, 27h%, GC376°1% pofutrelviri®?, YH-67, PF-

00835321 et PF-07304814%3194 nirmatrelviri® et simnotrelvir!2.

Le premier inhibiteur présenté sur la figure 12 est le bocéprévir. Il s’agit d’'un

médicament antiviral développé contre le Virus de I'Hépatite C en tant qu’inhibiteur la

protéase NS3/4A. Il possede une téte électrophile a-cétoamide. Il s’est avéré capable
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d’inhiber la 3CLP™ du SARS-CoV-2 et a montré une activité antivirale dans un test sur
cellules infectées par le SARS-CoV-2%. Le bocéprévir inhibe la protéase de facon
covalente réversible®’. Les inhibiteurs peptidomimétiques possédant ce motif a-
cétoamide ont fait 'objet de plusieurs recherches®%, Récemment, le composé 27h a
également été décrit, avec le méme mode d’inhibition covalent réversible®®. Ce
composeé s’est avéré prometteur dans les tests in vitro avec une puissante inhibition
de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 (ICso = 10,9 nM) ainsi qu’une bonne activité antivirale
(ECs0 = 43,6 nM). Il s’est montré sélectif vis-a-vis d’'un panel de protéases humaines.
Enfin, son profil pharmacocinétique a été étudié chez le rat et s’est avéré intéressant.

Pour le moment, aucune preuve de concept in vivo n'a été publiée.

Le composé GC376 est également un inhibiteur covalent réversible présentant une
fonction bisulfite. Il s’agit d’'un pro-médicament qui est converti en aldéhyde afin
d’inhiber la protéase'®®. Initialement, ce composé était développé comme inhibiteur de
la 3CLP™ du coronavirus félin (FIPV), mais il s’est montré également actif sur la 3CLP™®
du SARS-CoV-2 ainsi que dans un test antiviral cellulaire®”:1%°, Une étude in vivo dans
un modeéle de souris infectées par le SARS-CoV-2 a montré des résultats

encourageants?ol,

Le bofutrelvir, également nommé FB2001, est un inhibiteur peptidomimétique
covalent réversible développé par la société Frontier Biotech'®2, Cette molécule,
présentant une téte électrophile aldéhyde, est tres puissante in vitro avec une
puissance sur la 3CLP™ du SARS-CoV-2 de 53 nM et une activité antivirale de 0,52
MM. Le bofutrelvir est actuellement en essais cliniques chez ’'Homme avec un mode
d’administration par voie intraveineuse ou par inhalation. Le tableau 3 reprend les

différents essais cliniques en cours ou terminés impliquant le bofutrelvir.

Numéro NCT Statut Information

Etude randomisée, en double aveugle, contrblée
contre placebo afin d’évaluer la sécurité et I'efficacité

Phase 1/2 . . .
NCT04766931 L, du bofutrelvir par voie intraveineuse chez les
Terminée . s xas
patients avec une forme modérée a séveére de la
COVID-19.
Etude randomisée, en double aveugle, contrdlée
Ph 1 ntre pl fin d’évaluer la sécurité, | l[éran
NCTO5197179 asje, co tepacebog ,.de alue asecu-e, atoga ce
Terminée et la pharmacocinétique du bofutrelvir par voie

intraveineuse chez le sujet sain.
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Etude randomisée, en double aveugle, contrdlée

Phase 1 contre placebo afin d’évaluer la sécurité, la tolérance
NCT05583812 -, P . , ) . .
Terminée et la pharmacocinétique d’'une préparation inhalée de
bofutrelvir chez le sujet sain.
Etude randomisée, en double aveugle, contrdlée
Phase 2/3 contre placebo afin d’évaluer I'efficacité et la sécurité
NCT05675072 d’'une préparation inhalée de bofutrelvir chez les
Recrutement . s x s
patients avec une forme modérée a séveére de la
COVID-19.

Etude randomisée, en double aveugle, contrdlée
Phase 2/3 contre placebo afin d’évaluer I'efficacité et la sécurité
NCT05445934 (Etude BRIGHT) | par voie intraveineuse du bofutrelvir chez les
Recrutement patients hospitalisés avec une forme modérée a
séveére de la COVID-19.

Tableau 3 — Essais cliniques réalisés avec le bofutrelvir dans le cadre de la COVID-19.
Données issues du site clinicaltrials.gov en date du 31 ao(t 2023.

La société Pfizer a aussi développé un inhibiteur peptidomimétique covalent réversible
nommeé PF-00835231. Cet inhibiteur avait déja été étudié lors de la premiere pandémie
de SARS-CoV et présente une téte électrophile hydroxyméthylcétonel®®. Son profil
d’activité in vitro est tres intéressant avec une inhibition subnanomolaire de la protéase
3CL du SARS-CoV-2 et une activité antivirale submicromolaire'31%4, Cette molécule
est également active sur la 3CLP™ d’autres espéces de coronavirus et dans des tests
sur cellules infectées par le SARS-CoV et le HCoV-229E. Les études de
pharmacocinétique in vivo ont révéelé néanmoins une forte métabolisation du composé
par les cytochromes hépatiques et les études des paramétres ADME ont montré une
faible solubilité du composé (< 1 mg/mL)*%. Le composé doit donc étre administré par
voie intraveineuse sous forme de pro-meédicament présentant une fonction phosphate :
le composé PF-07304814 ou lufotrelvir. La suite des essais précliniques s’est
montrée encourageante et le composé a atteint la phase 1 des essais cliniques qu’il a
complété avec succesi®*10 || s’agit d’'une étude randomisée, en double aveugle et
contr6lée contre placebo qui visait a évaluer la sécurité, la tolérance et la
pharmacocinétique chez des volontaires sains (NCT04627532)'%, Une étude de
phase 1b randomisée, en double aveugle, contrdlée contre placebo a également été
réalisée dans le but d’évaluer la sécurité et la pharmacocinétique chez les patients
hospitalisés atteints de la COVID-19 (NCT04535167). Cependant, aucune étude

clinique de phase supérieure n’est en cours.
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Le composé YH-6 a été récemment décrit dans la littérature®’. Il s’agit d’un inhibiteur
peptidomimétique covalent réversible présentant une fonction chlorofluoroacétamide.
Ce composé est structurellement trés proche du composé PF-00835231 et possede
une trés bonne puissance sur la 3CL du SARS-CoV-2 de I'ordre du nanomolaire. Elle
a également une activité antivirale de l'ordre du nanomolaire a la dizaine de
nanomolaires sur cellules infectées par le SARS-CoV-2, le SARS-CoV, le HCoV-0OC43
et le MERS-CoV. Le composé YH-6 s’est montré sélectif de la 3CLP™ vis-a-vis de
différentes protéases humaines et une expérience de pharmacocinétique chez la
souris a montré des résultats encourageants. Pour le moment, aucune preuve de

concept chez I'animal n’a été décrite.

Le nirmatrelvir est une molécule également développée par Pfizer. Cet inhibiteur
peptidomimétique est covalent réversible et présente une fonction nitrile comme téte
électrophile. Il s’est avéré trés puissant in vitro avec une ICso de 3,1 nM sur la protéase
3CL du SARS-CoV-2 et une ECso de 74 nM dans un test sur cellules infectées par le
SARS-CoV-21%, Le nirmatrelvir est également capable d’inhiber la 3CLP° de
différentes espéces de coronavirus et possede une activité antivirale sur cellules
infectées par le SARS-CoV, le HCoV-229E et le MERS-CoV1%, En contraste avec le
lufotrelvir administré par voie intraveineuse, le nirmatrelvir est compatible avec une
administration par voie orale. Les études de pharmacocinétiques ont néanmoins
indiqué la nécessité de co-administrer le nirmatrelvir avec le ritonavir, un inhibiteur
des cytochromes P450 3A4, afin d’améliorer son profil pharmacocinétique!®. Les
études cliniques qui ont suivi ont permis a cette molécule d’obtenir une autorisation de
mise sur le marché européen en janvier 2022 par I'Agence Européenne du
Médicament!®-111 | e nirmatrelvir est donné en association avec le ritonavir sous le
nom de spécialité PAXLOVID™. [l s’agit du seul antiviral spécifique du SARS-CoV-2

a étre autorisé sur le marché européen.

La derniere molécule présentée figure 12 correspond au simnotrelvir, un inhibiteur
peptidomimétique structurellement trés proche du nirmatrelvir présentant cette méme
téte électrophile nitrile. A ce jour, tres peu de données in vitro et in vivo sont disponibles
dans la littérature a propos de ce composé. Les essais cliniqgues ont néanmoins été un
succes puisque la molécule a été autorisée en janvier 2023 en Chine!!?-114, Tout
comme le nirmatrelvir, le simnotrelvir est administré par voie orale en association

au ritonavir dans la spécialité XIANNUOXIN™.
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3.2.Les inhibiteurs non peptidomimétiques

3.2.1. Les molécules naturelles

Parmi les inhibiteurs connus de la protéase 3CL du SARS-CoV-2, on retrouve
également des molécules naturelles ou des dérivés de molécules naturelles de

structures variées. Quelques-unes d’entre elles sont illustrées figure 13.

Divers flavonoides ont été décrits pour leur capacité a inhiber la 3CLP du SARS-CoV-
2. C’est notamment le cas de la baicalein, molécule provenant de la plante Scutelarria
baicalensis!'>1%6, Des acides phénoliques issus des feuilles de gingko ont présenté
des puissances submicromolaires comme le GA C15:0. Plusieurs quinones se sont
révélées intéressantes, comme la 2-acétyl-8-méthoxy-1,4-naphtoquinone qui
présente une ICso de 72 nM sur la 3CLP® du SARS-CoV-21%8, Les catéchines ont
également des propriétés inhibitrices de cette 3CLP™. L’analyse d’un extrait de Gingko
Biloba a identifié la gallocatechin comme étant la molécule la plus puissante parmi
38 autres!'®. L’alcaloide neoechinulin A posséde une puissance sur la protéase 3CL
du SARS-CoV-2 de l'ordre du micromolaire!?°. Cette molécule a été isolée de
'Aspergillus fumigatus MR2012, un champignon marin, dans la mer Rouge. Enfin, des
composés de la famille des tanins ont été décrits, comme la 1,2,3,4,6-
pentagalloylglucose!?l, Cette molécule présente une activité sur la 3CLP™ du SARS-
CoV-2 et du SARS-CoV de I'ordre du micromolaire.

Ces molécules sont relativement peu puissantes en comparaison aux inhibiteurs
peptidomimétiques présentés précédemment ou aux inhibiteurs de type petites
molécules de synthése. Outre leur activité enzymatique sur la 3CLP™ du SARS-CoV-2
et pour certaines molécules leur activité antivirale sur cellules infectées, peu de
données caractérisent ces inhibiteurs. C’est notamment le cas de leur mode de liaison

qui n’est pas décrit a ce jour.
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Figure 13 — Inhibiteurs de type molécules naturelles associés a leur activité enzymatique sur la 3CLP™
(ICs0) et leur activité antivirale sur cellules infectées (ECso).

Les données sont issues de la littérature : baicalein''®>6 GA C15:0'Y, 2-acétyl-8-méthoxy-1,4-
naphtoquinone!®® gallocatechin'®, neoechinulin A% et 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose’??,

3.2.2. Les petites molécules de synthése

De nombreuses petites molécules non peptidomimétiques de synthése ont également
été identifiées comme inhibiteurs de la 3CLP du SARS-CoV-277:9596.122 | eur profil
d’inhibition sont variés, avec des inhibiteurs irréversibles, covalents réversibles ou non
covalents. Le figure 14 présente une liste non exhaustive d’inhibiteurs décrits dans la

littérature.
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La premiere molécule présentée figure 14 est I'ebselen, un organoselenium de
synthése possédant des activites anti-oxydante, anti-inflammatoire et
cytoprotectrice!?®. Cette molécule a été utilisée dans le cadre de différents essais
cliniues dans des pathologies variées comme le trouble bipolaire, la dépression, la
maladie de Méniere, le diabéte ou encore la perte d’audition. Plusieurs articles ont
montré son activité antivirale contre le SARS-CoV-2124-126_ En effet, 'ebselen a montré
une puissance submicromolaire sur la 3CLP™ du SARS-CoV-2 et une activité antivirale
micromolaire dans un test cellulaire'?®. L'ebselen et ses dérivés sont en revanche non
spécifique de la 3CLP™ puisqu’il sont également actifs sur la PLP, la seconde protéase
virale'?’128  Cette molécule est actuellement évaluée dans un essai clinique de phase
2 multicentrique, randomisé et contrdlé contre placebo afin d’évaluer son efficacité et
sa sécurité chez les patients avec une forme modérée ou sévere de la COVID-19
(NCT04483973 et NCT04484025). Aucuns résultats relatifs a ces deux études ne sont

disponibles pour le moment.

Luttens et al. ont développé le composé 19 1, un inhibiteur non covalent présentant
un noyau hydantoine'?®, || démontre une trés bonne activité submicromolaire in vitro
dans les tests sur la 3CLP™ du SARS-CoV-2 et dans les tests antiviraux sur cellules
infectées par le SARS-CoV-2, le SARS-CoV et le MERS-CoV. Ce composé est sélectif
de la 3CLP® vis-a-vis de difféerentes protéases humaines et son profil
pharmacocinétique in vitro s’est révélé intéressant. A ce jour, aucune preuve de

concept chez I'animal n’a été décrite.

Une série chimique d’inhibiteurs covalents réversibles présentant un motif thioester
s’est également avérée puissante sur la 3CLP"™ du SARS-CoV-2130, Aprés analyse des
relations structure-activité, le composé 3w a été le plus puissant obtenu avec une ICso
de 11 nM. Il est également actif sur la 3CLP® du SARS-CoV et du MERS-CoV et
posséde une action antivirale dans un test sur cellules infectées par le SARS-CoV-2
avec une ECso de 111 nM. Malgré ces résultats encourageants, aucunes données

pharmacocinétiques ou preuve de concept in vivo n‘ont été publiées pour le moment.
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Figure 14 — Inhibiteurs de type petites molécules de synthése associés a leur activité enzymatique sur
la 3CLP™ (ICso ou Ki) et leur activité antivirale sur cellules infectées (ECso).

Les données sont issues de la littérature : ebselen??s, 19 1?9 3w'30 CCF981'%, 19 2%, Y180'%,

1137, WU04%, (S,S)-PM-2-071'% et ensitrelvirl,
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Le motif benzotriazole est également présent sur divers inhibiteurs de la 3CLP™ du
SARS-CoV-2 et est étudié depuis la pandémie de SARS-CoV!31132 e composé
CCF981 en est un exemple. Il s’agit d’'un inhibiteur non covalent avec une puissance
de l'ordre de la dizaine de nanomolaires sur la 3CLP® du SARS-CoV-2 et du SARS-
CoV, ainsi qu’une activité antivirale sur cellules infectées par le SARS-CoV-2 de 'ordre

du submicromolaire33.

Une série dérivée du perampanel ayant un motif triarylpyridinone a été identifiée
comme inhibiteur non covalent de la 3CLP™ du SARS-CoV-2134, Le perampanel est
un antagoniste des récepteurs au glutamate et est utilisé dans le traitement de
I'épilepsie. Aprés optimisation, le composé 19 2 est le plus puissant ayant été obtenu,
avec une ICsp de 44 nM sur la 3CLP™® du SARS-CoV-2 et une ECso de 175 nM sur

cellules infectées par le SARS-CoV-2135,

Plus récemment, le composé Y180 a été publié!3®. Comme le composé 27h et le
bocéprévir, cette molécule est un inhibiteur covalent réversible possédant un motif a-
cétoamide. Le composé Y180 est tres puissant sur la 3CLP® du SARS-CoV-2 avec
ICs0 de 8 nM. Il montre une activité antivirale in vitro trés puissante avec une ECso de
11 nM. Il ne montre d’activité sur un panel de protéases humaines, indiquant un bon
profil de sélectivité. L’évaluation de sa pharmacocinétique in vitro et in vivo a indiqué
la nécessité d’'une co-administration avec le ritonavir. Une expérience dans un
modele de souris infectées a démontré une réduction de la charge virale, une

diminution des dommages tissulaires et une augmentation de la survie!3®,

Un motif dithiocarbamate capable d’inhiber la 3CLP™ du SARS-CoV-2 a été décrit par
une équipe du Pr. Déprez'®’. A l'issue d’'un criblage haut débit, le composé 1 a été
identifi€ comme hit. Cet inhibiteur covalent réversible est puissant sur la 3CLP™ du
SARS-CoV-2 et est également actif sur la 3CLP™ du SARS-CoV, du HCoV-229E et du
MERS-CoV. Il a également une activité antivirale de I'ordre du micromolaire sur
cellules infectées par le SARS-CoV-2 et le HCoV-229E. En plus de son activité de pan-
inhibiteur, cette molécule est sélective de la 3CLP™ vis-a-vis de plusieurs protéases

humaines.

La molécule WUO04 a été dernierement publiée comme inhibiteur non covalent de la
protéase 3CL'%. Son ICso est de 72 nM sur la 3CLP"™ du SARS-CoV-2 et son ECso de
25 nM sur cellules infectées par le SARS-CoV-2. Le composé WUO4 a une activité
pan-inhibitrice puisqu’il inhibe également la 3CLP™ du SARS-CoV et du MERS-CoV et

il posséde une activité antivirale sur cellules infectées par ces deux especes. Les
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études de pharmacocinétiques in vitro et in vivo soulignent la nécessité d’ajouter le
ritonavir pour améliorer la pharmacocinétique du composé. Une étude in vivo dans
un modele de souris infectées a donné des résultats tres encourageants, comparables
a ceux obtenus avec le nirmatrelvir utilisé comme contrbéle dans cette expérience a

la méme dose administrée par voie orale'.

Des chercheurs ont découvert une série de composés présentant un motif pyrazoline
et une téte électrophile chloroacétamide ou sulfonamide de vinyl, capable d’inhiber la
3CLP du SARS-CoV-213°, Apres optimisation, le composé (S,S)-PM-2-071 est le
meilleur obtenu avec une puissance de I'ordre du nanomolaire sur la 3CLP™® de 5
especes de coronavirus. Des problemes de solubilité, de stabilité métabolique in vitro

et de perméabilité cellulaire n’ont pas permis d’observer d’activité antivirale in cellulo.

La derniere petite molécule présentée figure 14 est l'ensitrelvir, ou S-217622,
développée par la société japonaise Shionogi en collaboration avec l'université
d’Hokkaido au Japon'4?. Ce composé est un inhibiteur non covalent trés puissant sur
la 3CLP™® du SARS-CoV-2 avec une ICso de 13 nM0, || est également actif dans les
tests d’'infection cellulaire sur un panel de coronavirus!4°. Il s’est montré sélectif de la
3CLP™ face a diverses protéases humaines'®. Les études de pharmacocinétique in
vitro et in vivo ont été un succes, tout comme les expériences in vivo d’infection
virale40141 | es essais cliniques réalisés ont permis a cette molécule d’obtenir une
autorisation d’utilisation au Japon le 22 novembre 2022142-147 et a Taiwan le 11 avril
2023148, Le composé est administré par voie orale sous le nom de spécialité Xocova™,

correspondant a la forme acide fumarique ensitrelvir.
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Chapitre lll = Les inhibiteurs de la 3CLP© du SARS-CoV-2

autorisés sur le marché

1. Le nirmatrelvir

Le nirmatrelvir, ou PF-07321332, est une molécule qui a été développée par la
compagnie Pfizer. Elle a été obtenue a la suite d'un travail d’optimisation
multiparamétrique de chimie médicinale. Le nirmatrelvir s’est rapidement présenté
comme un candidat médicament tres prometteur pour lutter contre la COVID-19 mais
également contre les coronavirus en général. Son activité enzymatique sur la 3CLP™©
de 7 espéces de coronavirus et les activités antivirales sur cellules infectées par 4
espéces de coronavirus ont été décrites figure 1219, Ces résultats indiquent son

potentiel en tant que pan-inhibiteur de coronavirus.
1.1. Données précliniques

De nombreuses expériences précliniques in vivo et in vitro ont été menées afin de
caractériser le nirmatrelvir et d’évaluer son efficacité, sa pharmacocinétique et sa
toxicité avant une administration chez I'Homme. Le rapport de 'AEM sur le
nirmatrelvir présente de fagcon compléte les expériences in vitro et in vivo relatives a
I'étude de la pharmacodynamie et de la pharmacocinétique du nirmatrelviri®. La suite
de ce manuscrit vise a illustrer le développement préclinique de cette molécule au
travers d'une sélection de résultats clés. Des données complémentaires sont

disponibles dans la littérature et dans le rapport de ’AEM108.109,149
1.1.1. Mode de liaison

Le mode liaison du nirmatrelvir a été élucidé afin de comprendre au mieux son mode
d’action. Il s’agit d’'un inhibiteur covalent réversible de la protéase 3CL (figure 15-1).
Sa structure radiocristallographique avec la 3CLP™ du SARS-CoV-2 est illustrée figure
15-2, avec lindication des résidus clés impliqués dans les interactions entre le
nirmatrelvir et la protéase'*°. On peut voir que le composé occupe les 5 poches du
site catalytique. Une liaison covalente est établie entre le thiol de la cystéine catalytique
et le carbone de la fonction nitrile du nirmatrelvir, ce qui forme une fonction thioimidate
réversible. Le lactame se trouve au niveau de la poche S1 avec les atomes d’azote et
d’oxygéne qui forment des liaisons hydrogenes avec les chaines latérales des résidus
His163 et Glul66, ainsi que le squelette du résidu Phel40. Le squelette de I'histidine
164 réalise une liaison hydrogene avec I'azote de la fonction amide en position P1. Le

groupement diméthylcyclopropyle proline fait principalement des interactions

51



hydrophobes dans la poche S2. La tert-leucine se place au niveau de la poche S3.
Les atomes d’oxygene et d’'azote des fonctions amides situées de part et d’autre de
ce tert-butyle réalisent des liaisons hydrogéenes avec le squelette du résidu Glul166.
Enfin, le trifluorométhyle se situe dans la poche S4 et effectue une liaison hydrogene

avec la chaine latérale du résidu GIn192.

(1)

.3:
A NS
Xi Nirmatrelvir
l3CLP’°
N

SARS-CoV MERS-CoV

Figure 15 — Mode de liaison du nirmatrelvir a la 3CLP™,
(1) Schéma de la liaison covalente entre le nirmatrelvir et la cystéine catalytique de la 3CLP™.

(2-4) Structures radiocristallographiques du nirmatrelvir dans la 3CLP™® du SARS-CoV-2 (2), du SARS-
CoV (3) et du MERS-CoV (4). Les résidus impliqués dans des interactions clés sont représentés en
stick rose et le nirmatrelvir en cyan. Les lignes pointillées indiquent les liaisons hydrogénes.

Figures générées avec le logiciel PyMol (Schrodinger LLC), PDB : 7VLQ (2), 7VLO (3) et 7VTC (4)°,

Le nirmatrelvir a également été co-cristallisé avec la 3CLP® du SARS-CoV et du
MERS-CoV. Leurs structures radiocristallographiqu sont illustrées figures 15-3 et 15-
4 respectivement!4®. On peut voir que le nirmatrelvir se place de facon similaire au

sein des trois sites catalytiques et réalise les mémes interactions clés.
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1.1.2. Données pharmacocinétiques

Le profil pharmacocinétique du nirmatrelvir a été étudié in vitro'°®, Dans une
expérience de stabilité métabolique sur microsomes hépatiques humains, 5
métabolites ont été identifiés aprés une incubation d’'une heure a 37 °C (figure 16). La
structure de ces métabolites a été élucidée par RMN aprés leur biosynthése et
purification a partir des microsomes hépatiques humains. Le profil de métabolisation
du nirmatrelvir obtenu avec les microsomes hépatiques humains a pu étre reproduit
aprés incubation avec des cytochromes P450 3A4 humains recombinants comme
illustré sur le second chromatogramme figure 16. Les CYP3A4 semblent donc jouer

un r6le prédominant dans la métabolisation du nirmatrelvir.
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Figure 16 — Chromatogrammes du nirmatrelvir incubé avec des microsomes hépatiques humains ou
des CYP3A4 humains recombinants et structure des métabolites identifiés.

Analyse effectuée par UHPLC-UV aprés incubation du nirmatrelvir (10 mM) pendant une heure a 37
°C avec des microsomes hépatiques humains (2 mg/mL) ou des CYP3A4 humains recombinants (100
pmol/mL) dans un tampon phosphate (pH 7,4) contenant du NADPH (1,3 mM) et du MgClz (3,3 mM)*%,
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Ce role a été confirmé dans une expérience de stabilité sur microsomes hépatiques
humains réalisée en présence ou non d’un inhibiteur des CYP3A4, le kétoconazole.
Les résultats illustrés tableau 4 indiquent que le nirmatrelvir présente une clairance
intrinséque modérée, et que celle-ci est nettement améliorée en présence de
kétoconazole. Ces résultats suggérent que I'ajout d’un inhibiteur de CYP3A4 comme
le ritonavir en tant que potentialisateur pharmacocinétique pourrait étre utile en

clinique.

Co-facteur | Inhibiteur CYP3A4 = tiz(min) | Clint (UL/Min/mQ)

- NADPH - >120 <5,78
+ NADPH - 28,2 (£ 0,2) 24,5 (x0,2)
+ NADPH kétoconazole >160 <4,33

Tableau 4 — Stabilité métabolique du nirmatrelvir.

La stabilité métabolique du nirmatrelvir (0,1 uM) a été évaluée sur microsome hépatique humain (1
mg/mL) en absence ou non de co-facteur NADPH et de kétoconazole (1 pM). Les incubations sans
NADPH ont été réalisées en duplicate et avec NADPH en triplicate. Les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne (+ SD)*%,

Le profil pharmacocinétique de la molécule a été évalué plus en détail dans des
expériences in vivo chez le rat et le singe, en doses unigues ou répétées®, Les
résultats en doses uniques sont présentés tableau 5 et indiquent que le produit a été
rapidement absorbé. Une clairance modérée a été observée avec une demi-vie
d’élimination de 5 heures chez le rat et de moins d’'une heure chez le singe. La
biodisponibilité par voie orale (F) est quant a elle modérée chez le rat (50%) mais faible
chez le singe (8,5%). Cette faible biodisponibilité par voie orale pourrait étre attribuée
a l'effet de premier passage hépatique, ce qui concorde avec les données obtenues
dans les expériences ADME in vitro. La figure 17 présente une partie des résultats
obtenus avec administration de doses répétées sur une durée de deux semaines'%8.
Une augmentation de I'exposition de fagon dose-dépendante chez le rat et le singe est
visible, avec une augmentation de la Cmax €t de ’'AUC. Aucune différence liée au sexe
n’a été observée dans I'expérience. D’un point de vue toxicologique, cette expérience
a montré que le nirmatrelvir est bien toléré. Aucun effet indésirable n’a été détecte,
permettant de fixer la NOAEL (« No Observable Adverse Effect Level ») a la plus forte

dose administrée chez les deux especes.
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Espece Dose (mg/kg) = Cmax (ng/mL)  Tmax (h)  tiz(h) F orale (%)

rat 1(V) i i 5,1 .
10 (PO) 1290 15 | 40 50

_ 1(V) i i 0,79 ;
Singe 10 (PO) 1450 0,25 : 8,5

Tableau 5 — Etude pharmacocinétique du nirmatrelvir sur doses uniques chez le rat et le singe'®,

Expérience réalisée chez le rat et le singe male, aprés administration d’'une dose unique de nirmatrelvir
par voie intraveineuse (IV) ou orale (PO). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne (n = 2).

(1) (2)
— 1000001 Rat — Singe
TEI _El 1000000
E “'g_u 10000 . S ‘;:.E 100000+ )
5 = 1000 &= tooood 4
<2 3 235 1000+
o .= 104 5 Z L.
= o g 100+
S E 10 o £ 10+
wv [
o 1 T T T 1 = 1 T T T 1
a 0 6 12 18 24 o 0 6 12 18 24
Temps (h) Temps (h)
- PF-07321332 60 mglkg - PF-07321332 40 mg/kg (20 mg/kg BID)
= PF-07321332 200 mg/kg = PF-07321332 100 mg/kg (50 mgrkg BID)
—— PF-07321332 1000 mghkg - PF-07321332 600 mg/kg (300 mg/kg BID)

Figure 17 — Etude pharmacocinétique du nirmatrelvir sur doses répétées chez le rat et le singe®,

(1) Exposition plasmatique chez le rat apres 14 jours de traitement (15 animaux/sexe/dose).
Administration par voie orale de 60, 200 ou 1000 mg/kg une fois par jour.

(2) Exposition plasmatique chez le singe apres 15 jours de traitement (5 animaux/sexe/dose).
Administration par voie orale de 20, 50 ou 600 mg/kg deux fois par jour (BID).

La valeur d’ECg de 181 nM obtenue dans le test in vitro d’infection virale sur cellule dNHBE a été
convertie en ng/mL en utilisant le poids moléculaire du nirmatrelvir (499.5 g/mol). Cette valeur a été
ensuite divisée par la fraction libre plasmatique du nirmatrelvir ou fu (0,479 pour le rat et 0,208 pour le
singe) afin d’obtenir des ECqolibres finales de 189 et 208 ng/mL chez le rat et le singe respectivement.
Figure adaptée de Owen et al.'%,

1.1.3. Données pharmacodynamiques

Une expérience in vivo de preuve de concept a été menée afin de déterminer I'activité
antivirale du nirmatrelvir dans un modele de souris BALB/c infectée par le SARS-
CoV-2108150 | es souris infectées ont été traitées 4 heures post-inoculation avec 300
mg/kg ou 1000 mg/kg de nirmatrelvir, ou avec le véhicule, a raison d'une
administration deux fois par jour par voie orale. Un groupe contrdle de souris n’ayant
pas été infectées était également présent en paralléle dans cette expérience. Les
souris ont été sacrifiées 4 jours apres infection. Les résultats obtenus sont présentés

figure 18.
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Figure 18 — Efficacité in vivo du nirmatrelvir dans un modeéle de souris infectées par le SARS-CoV-2
et exposition plasmatique chez les souris non infectées.

(1,2 et 4) Des souris BALC/c ont été infectées ou non par le SARS-CoV-2 MA10. Les souris infectées
ont été traitées par voie orale avec 300 mg/kg ou 1000 mg/kg de nirmatrelvir, ou avec le véhicule, a
raison de deux administrations par jour pendant 5 jours. La premiére administration a eu lieu 4 heures
post-infection. Les animaux ont été sacrifiés 4 jours aprés infection. 6 souris par groupe ont été utilisées,
soit 18 souris au total. (1) Suivi du poids des souris pendant I'infection, avec deux pesées par jour. (2)
Suivi de la charge virale dans le poumon. (4) Images obtenues par microscopie aprés analyse
immunohistochimique du poumon des souris utilisant un anticorps dirigé contre la protéine de
nucléocapside du SARS-CoV-2.

(3) Exposition plasmatique sur 12 heures suivie dans le groupe de souris BALB/c non infectées. L’'ECqo
correspond a I'activité antivirale sur cellules dNHBE infectées par le SARS-CoV-2, a savoir 181 nM.

Figure adaptée de Owen et al.2%,

Tout d’abord, une perte de poids d’environ 10% a été observée dans le groupe
véhicule, ce qui n’a pas été le cas des groupes traités on non infectés (figure 18-1). La
charge virale dosée dans les poumons (CCIDso ou « Cell Culture Infectious Dose
50% ») a été diminuée de facon significative et dose dépendante chez les souris
traitées (figure 18-2). L’analyse histopathologique des poumons aprés sacrifice a
montré que le nirmatrelvir limite l'infiltration cellulaire et protége le tissu pulmonaire
des dommages causés par la réplication virale. L'analyse immunohistochimique
utilisant un anticorps dirigé contre la protéine de nucléocapside pour détecter le niveau
d’antigéne viral dans le poumon a également été réalisée (figure 18-4). On peut voir
grace a aux images de microscopie que le nirmatrelvir inhibe la réplication virale de
facon dose-dépendante, avec un marquage plus important dans le groupe de souris

infectées n’ayant pas recu de traitement. Le groupe de souris non infectées et non
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traitées utilisées comme contrble dans le suivi du poids a par la suite été traité aux
mémes doses afin d’étudier la pharmacocinétique (figure 18-3). La valeur d’ECo0
indiquée sur le graphique correspond a celle obtenue dans les tests antiviraux sur
cellules dNHBE (« differenciated normal human bronchial epithelial »), a savoir 181
nM. A la dose de 300 mg/kg, la concentration plasmatique libre du composé a été
d’environ 0,9 fois 'ECo0 a 12 heures. A la dose de 1000 mg/kg, cette concentration
libre est passée a environ 4 fois 'ECgo0. Ces expériences confirment que le nirmatrelvir
est efficace pour réduire la charge virale dans les poumons de la souris infectée a des

concentrations en accord avec la puissance antivirale observée in vitro.

In vitro, le nirmatrelvir s’est montré trés sélectif de la 3CLP™. |l n’exerce pas d’activité
inhibitrice sur un panel de protéases humaines (caspase 2, cathepsin B, cathepsin L,
chymotrypsin, elastase, thrombin A et cathepsin D) et un large éventail de récepteurs
couplés aux protéines G, de kinases, de transporteurs, de phosphodiestérases et de
canaux ionigues humains (incluant hERG)%, Ces résultats sont trés encourageants
quant aux risques d’effets « off-target ». Egalement, aucun probléme de génotoxicité
n'a été décelé dans des tests de micronoyaux in vitro et in vivo chez le rat. La
reprotoxicité a également été évaluée avec des études sur la fertilité, le
développement embryo-feetal et le développement pré et post-natal. Les résultats
communiqués indiqguent des NOAEL correspondant a des doses induisant une

exposition supérieure a la dose thérapeutique envisagée chez 'Homme.

Enfin, de nombreux variants ayant fait leur apparition depuis le début de la pandémie,
la question du maintien de I'efficacité du nirmatrelvir face a ces différentes souches
s’est posée. Dans des expériences in vitro d’infection cellulaire, le nirmatrelvir s’est
montré efficace sur différents variants connus du SARS-CoV-2151:1%2, Vangeel et al.
ont montré que le nirmatrelvir conserve son activité antivirale sur les variants alpha,
beta, gamma, delta et omicron par rapport a la souche « wild-type »*°1, La méme
tendance a été observée par Rai et al. entre la souche « wild-type » et les variants
alpha, beta, gamma, delta, et omicron'®?. Les ECsxo issues de ces deux articles sont
présentées tableau 6.
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ECso (nM) | ECso (NM)

Vangeel et al. | Rai et al.

Souche « wild-type » 1247 32,2
Variant alpha 264,4 41,0
Variant beta 139,7 127,2
Variant gamma 274,7 24,9
Variant delta 212,0 15,9
Variant omicron 100,5 16,2

Tableau 6 — Activités antivirales in vitro du nirmatrelvir sur différents variants de SARS-CoV-2.

Les données de Vangeel et al.*>! proviennent d’un test sur cellules VeroE6-GFP en présence d’un
inhibiteur de Pgp (n = 4). Le niveau d’infection a été déterminé par fluorescence grace a la GFP aprées
4 jours d’'infections. Les souches utilisées proviennent de patients belges et sont répertoriées dans le
GISAID : GHB-03021/2020 (wild-type), EPI_ISL_791333 (alpha), EPI_ISL_896474 (beta),
EPI_ISL_1091366 (gamma), EPI_ISL_2425097 (delta) et EPI_ISL_6794907 (omicron).

Les données de Rai et al.'® proviennent d’'un test sur cellules VeroE6 avec un knock-out de la Pgp (n
= 2). Le niveau d’infection a été déterminé par RT-gPCR aprées 48 heures d’infection. Les souches
utilisées sont les suivantes : USA-WA1/2020 (wild-type), variant B.1.1.7 (alpha), variant B.1.351 (beta),
variant P.1 (gamma), variant B.1.617.2 (delta) et variant B.1.1.529 (omicron).

1.2.Données cliniques

A lissue des résultats prometteurs obtenus dans les études précliniques, le
nirmatrelvir a fait I'objet de plusieurs essais cliniques ayant des objectifs variés, dont
certains sont toujours en cours. En ao(t 2023, 58 études, toutes phases confondues,
sont répertoriées avec le nirmatrelvir sur le site clinicaltrials.gov. Dans cette partie,
seuls les essais cliniques majeurs ayant permis son autorisation de mise sur le marché

sont présentés.
1.2.1. Etude de phase 1

L’'objectif de cette phase 1 a été d’apprécier la sécurité, la tolérance et la
pharmacocinétique du nirmatrelvir seul ou en association au ritonavir chez le sujet
sain, en doses uniques ou répétees (NCT04756531). Les résultats de cet essai
figurent dans le rapport de 'AEM et ont été publiés dans la littératurel®®119, Ci-aprés

se trouve la synthése de I'essai clinique (tableau 7).

Méthode :

Dans cet essai multicentrique, randomisé et controlé contre placebo, 69 sujets sains
adultes ont été inclus entre février et septembre 2021. La liste des critéres
d’inclusions et d’exclusions est disponible dans [larticle ou sur le site
clinicaltrials.gov09:110,
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Cet essai s’est divisé en 5 parties :

Différents critéres d’évaluation principaux et secondaires ont été fixés pour chaque
parties de cet essai et sont détaillés dans I'article ou sur le site clinicaltrials.gov109:119,
Pour les parties 1, 2 et 5, les mémes critéres principaux ont été utilisés, a savoir : le
nombre de participants présentant des effets indésirables, le nombre de participants

Partie 1 : Cet essai croisé en double aveugle a compris 12 participants ayant
recu une administration par voie orale d’'une dose unique de nirmatrelvir ou
placebo. Une période de 5 jours d’espacement entre les traitements a été suivie.

- Cohorte 1:
- Période 1 : nirmatrelvir 150 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), a jeun.
- Période 2 : nirmatrelvir 1500 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), a jeun.

- Période 3 : nirmatrelvir 750 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), associé
a 100 mg de ritonavir, a jeun.

- Cohorte 2:
- Période 1 : nirmatrelvir 500 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), a jeun.

- Période 2 : nirmatrelvir 250 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), associé
a 100 mg de ritonavir, a jeun.

- Période 3 : nirmatrelvir 250 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), associé
a 100 mg de ritonavir en postprandial.

Partie 2: Cet essai en double aveugle a compris 29 sujets ayant recu une
administration par voie orale de doses répétées (deux prises par jour pendant 10
jours, a jeun, avec 100 mg de ritonavir dans tous les groupes). Chaque escalade
de dose a été décidée a la suite des données de sécurité, tolérance et de
pharmacocinétique obtenues de la dose précédente.

- nirmatrelvir 75 mg (n = 4) ou placebo (n = 2*). *un patient a arrété I'essai.
- nirmatrelvir 250 mg (n = 4) ou placebo (n = 2).

- nirmatrelvir 500 mg (n = 7) ou placebo (n = 4).

- nirmatrelvir 250 mg (n = 4) ou placebo (n = 2), participants japonais.

Partie 3 : Cet essai ouvert a compris 12 sujets afin d’évaluer la biodisponibilité
et 'impact de I'alimentation aprés administration de 250 mg de nirmatrelvir.

Partie 4 : Cet essai ouvert a compris 6 participants afin d’étudier le métabolisme
et I'excrétion aprés une administration de 300 mg de nirmatrelvir avec 100 mg
de ritonavir.

Partie 5 : Cet essai croisé en double aveugle a compris 10 sujets afin d’étudier
I'exposition suprathérapeutique. Une période de 5 jours d’espacement entre les
traitements a été suivie. Une dose de 2250 mg de nirmatrelvir ou un placebo a
eté administré en 3 fois 750 mg a 0, 2 et 4 heures. Le ritonavir (100 mg) a été
administré a -12, 0 et 12 heures par rapport a la premiére prise de nirmatrelvir
ou de placebo.
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présentant un changement des parametres vitaux (tension artérielle, température,
fréquence respiratoire et pouls) et de 'ECG par rapport a la normale, ainsi que le
nombre de participants ayant des résultats d’analyse biologique de laboratoire
anormaux (parametres non décrits).

Résultats :

Résultats de sécurité :

Résultats de pharmacocinétique :

Aucun effet indésirable grave n’a été reporté durant cet essai. Les effets
indésirables apparus sous traitement étaient légers.

Aucun effet dose-dépendant n'a été observé dans l'apparition des effets
indésirables. Il n'y a pas eu de modifications significatives des analyses de
biologiques de laboratoire, des parameétres vitaux et de 'ECG.

L’étude sur dose unique (partie 1) a montré une augmentation de I'exposition
plasmatique dose-dépendante (figure 19-1). La Cmax passe de 667,7 a 1538
ng/mL entre la dose 150 et 1500 mg et 'AUC est multipliée par deux entre la
dose 150 et 500 mg. L’'exposition plasmatique est également nettement
améliorée lors de la co-administration avec le ritonavir (figure 19-1). A la dose
de 250/100 mg de nirmatrelvir/ritonavir, la Cmax est de 2882 ng/mL soit 4 fois
plus élevée que 500 mg de nirmatrelvir seul, et 'TAUC est également augmentée
d’un facteur 5. A cette dose, la demi-vie est d’environ 7 h et la Tmax de 2,75 h.

L’étude sur doses répétées (partie 2) a montré que la concentration plasmatique
du nirmatrelvir atteint un équilibre (ou « steady state ») au 2™ jour pour toutes
les doses, et cet équilibre est maintenu jusqu’au dixiéme jour de traitement
(figure 19-2).

Des simulations ont montré qu’a la dose de 300 mg de nirmatrelvir associé a
100 mg de ritonavir, la concentration libre 12 heures aprés la premiére prise
serait supérieure a la concentration efficace (ECoo in vitro), chez plus de 90% des
participants.

L’étude de I'excrétion du nirmatrelvir (partie 4) a montré que la molécule est
excrétée dans les urines (48,6%) et les feces (35,3%). Le profil de métabolisation
a été étudié dans trois matrices (le plasma, les urines et les feces) et a révélé
gue le nirmatrelvir se trouve majoritairement sous forme inchangée.

La prise du traitement avec ritonavir a jeun ou aprés un repas n’a pas eu
d’'impact important sur la pharmacocinétique dans I'étude de la partie 1 (figure
19-1). Une légere augmentation de la Cmax (d'un facteur 1,15) a été observée,
l'impact sur TAUC n’a en revanche pas été significatif. La Tmax a été décalée de
1,25 h et la demi-vie a augmenté d’'une heure.

Conclusion :

Le nirmatrelvir s'est avéré sar et bien toléré dans les cohortes de doses uniques,
répétées et suprathérapeutiques. La dose de 300 mg de nirmatrelvir associée a
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100 mg de ritonavir été choisie pour la suite des essais cliniques, avec deux prises
par jour pendant 5 jours.

Tableau 7 — Synthése de I'essai clinique de phase 1 du nirmatrelvir et du nirmatrelvir/ritonavir en
doses uniques ou répétées chez le sujet saint%110,

(1)

Concentration plasmatique (ng/mL)
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Figure 19 — Exposition plasmatique du nirmatrelvir aprés administration de doses uniques et
suprathérapeutiques (1) et répétées (2) chez 'lHomme.

La ligne pointillée rouge correspond a la valeur d’ECoo (corrigée par rapport a la fraction libre), & savoir

292 ng/mL.

Figure adaptée de Singh et al.'°,
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1.2.2. Etude de phase 2/3

L’objectif de cette phase 2/3 a été d’évaluer I'efficacité et la sécurité de I'association
nirmatrelvir/ritonavir par voie orale chez des patients adultes atteints de formes
légeres a modérées de la COVID-19, non-hospitalisés, et a risque de développer une
forme sévere (NCT04960202). Cette étude porte également le nom de EPIC-HR
(« Evaluation of Protease Inhibition for COVID-19 in High-Risk Patients »). Les
résultats de cet essai figurent dans le rapport de I'AEM et ont été publiés sur le site
clinicaltrials.gov et dans la littérature9®11, Ci-aprés se trouve la synthése de I'essai

clinique (tableau 8).

Méthode :

Il s’agit d’'un essai multicentrique, randomisé, en double aveugle et contrdlé contre
placebo réalisé entre juillet et avril 2022. La liste des criteres d’inclusions et
d’exclusions est disponible dans I'article ou sur le site clinicaltrials.gov11L,

Les 2246 patients inclus ont été randomisés en 2 groupes pour recevoir par voie
orale toutes les 12 heures pendant 5 jours I'association 300 mg de nirmatrelvir +
100 mg de ritonavir (n = 1120) ou un placebo (n = 1126).

Le critére d’évaluation principal était le pourcentage de patients pour lesquels sont
survenus une hospitalisation ou un déces en lien avec la COVID-19. De nombreux
criteres d’évaluation secondaires ont été choisis, la liste détaillée se trouve dans
l'article ou sur le site clinicaltrials.govi®®11t,

Résultats :

Sur les 2246 patients, 2102 ont complété I'étude (a 34 jours), avec 1053 dans le
groupe traité et 1049 dans le groupe placebo.

Résultats d’efficacité :

= Chez les patients traités dans les 3 jours suivant I'apparition des symptomes et
n’ayant pas regu d‘anticorps monoclonaux, I'association nirmatrelvir/ritonavir a
permis de diminuer le risque de d’hospitalisation et de déces de 88,9% par
rapport au placebo. 9 déces ont été reportés dans le groupe placebo, aucun dans
le groupe traité.

= Chez les patients traités dans les 5 jours suivant I'apparition des symptémes, le
risque d’hospitalisation et de décés a été diminué de 87,8%. 12 décés ont été
reportés dans le groupe placebo, aucun dans le groupe traité.

Résultat concernant la charge virale :

= Ladétection et la quantification de la charge virale par RT-gPCR a été fait a partir
d’'un prélévement par écouvillonnage nasopharyngé chez 70% des patients de
I'essai.
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* Entre le 1°" et le 5°™® jour, une réduction significative de 0,868 logio copies/mL a
été observée dans le groupe traité par rapport au placebo (chez les patients
traités dans les 3 jours suivant I'apparition des symptémes) et de 0,695 logio
copies/mL (chez les patients traités dans les 5 jours suivant I'apparition des
symptémes).

Résultats de sécurité :

» L’incidence d’effets indésirables pendant la période de traitement s’est avérée
similaire dans les deux groupes (traités ou placebo), avec une majorité d’effets
indésirables légers ou modérés (grades 1 a 2). Le traitement semble causer plus
freguemment une dysgueusie, des vomissements et de la diarrhée.

= En revanche, le groupe traité a montré moins d’effets indésirables graves ou
séveres (grade 3, 4 et 5) par rapport au placebo et moins d’effets indésirables
conduisant a l'arrét de I'essai.

= Au total sur 34 jours, 13 déces ont été comptabilisés dans le groupe placebo,
tous liés a la COVID-19. Aucun décés n’a été reporté dans le groupe traité.

Conclusion :

Le traitement d’'une forme symptomatique de la COVID-19 avec l'association
nirmatrelvir/ritonavir a permis une réduction importante du risque de progression
vers une forme séveére de la COVID-19 ainsi qu’'une diminution rapide de la charge
virale. Le traitement s’est avéré efficace et globalement bien toléré.

Tableau 8 — Synthése de I'essai clinique EPIC-HR de phase 2/3 de I'association nirmatrelvir/ritonavir
chez les patients atteints de formes légéres a modérées de la COVID-19, non-hospitalisés et a risque
de développer une forme séverel®11?,

1.3. Autorisation de mise sur le marché

Les études cliniques sur le nirmatrelvir ont été un succes et ont permis de démontrer
son efficacité, sa sécurité et sa tolérance. L’association nirmatrelvir/ritonavir (sous
le nom de spécialité PAXLOVID™) a recu une autorisation de mise sur le marché
européenne conditionnelle par 'Agence Européenne du Médicament le 28 janvier
2022, grace a une procédure accéléréel®. L’autorisation de mise sur le marché
conditionnelle permet d’autoriser un médicament qui répond a un besoin médical non
satisfait, et ce avant que des données d’efficacité et de sécurité a long terme ne soient
disponibles. Elle ne peut étre accordée que si les bénéfices sont supérieurs aux
risques d’apres les résultats cliniques préliminaires disponibles. Cette autorisation
conditionnelle a évolué vers une autorisation compléte le 24 février 2023. Le

nirmatrelvir est le seul inhibiteur de 3CLP™ du SARS-CoV-2 a étre autorisé en Europe.

En France, avant d’étre prescrit dans le cadre de son AMM, le PAXLOVID™ a obtenu

une AAP (Autorisation d’Accés Précoce) entre le 20 janvier et le 6 mai 2022 par la
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HAS (Haute Autorité de Santé)®3. Le 25 avril 2022, suite a I'avis de TANSM, la CT
(Commission de la Transparence) a publié un avis favorable au remboursement du
PAXLOVID™?%4 |Is ont notamment déterminé que ce médicament représentait un
SMR (Service Médical Rendu) important, et une ASMR (Amélioration du Service
Médical Rendu) de niveau Il ou modérée. Le PAXLOVID™ a également été autorisé
dans de nombreux pays comme les Etats-Unis, le Royaume-Uni, le Canada, la Chine
ou encore la Corée du Sud.

Dans 'AMM européenne, le PAXLOVID™ est indiqué chez I'adulte présentant un
risque élevé d'évoluer vers une forme grave de la COVID-19 et ne nécessitant pas
d'oxygénothérapie. Cette spécialité se présente sous la forme de comprimés
contenant 300 mg de nirmatrelvir (2 comprimés de 150 mg) et d’'un comprimé de 100
mg de ritonavir a prendre simultanément a chaque prise. La posologie recommandée

est d’'une prise toutes les 12 heures pendant 5 jours.
2. L’ensitrelvir

L’ensitrelvir, ou S-217622, est une molécule ayant été développée par la société
Shionogi en partenariat avec 'université d’Hokkaido au Japon. Cette molécule a fait
I'objet d’un travail de chimie médicinale et a été rapidement désignée comme candidat
médicament intéressant lors de la crise sanitaire. Ce composé s’est avéré trés
puissant sur la 3CLP® du SARS-CoV-2 comme illustré figure 1440, L’ensitrelvir a
également montré une bonne efficacité dans des tests antiviraux sur cellules infectées
par 5 especes de coronavirus, indiquant son potentiel en tant que pan-inhibiteur. Cette
molécule était donc prometteuse dans la lutte contre le SARS-CoV-2 mais également

contre les coronavirus en général.
2.1.Données précliniques

Tout comme le nirmatrelvir, I'ensitrelvir a fait 'objet de nombreuses expériences
précliniques in vivo et in vitro afin d’évaluer son mode d’action, son efficacité et son
profil pharmacocinétique. Dans cette partie, le développement préclinique sera illustré
par les résultats majeurs de certains tests in vitro et in vivo relatifs a la
pharmacodynamie et la pharmacocinétique du composé. Des données

complémentaires sont disponibles dans la littérature!40-142,
2.1.1. Mode de liaison

Contrairement au nirmatrelvir, 'ensitrelvir est un inhibiteur non peptidomimétique et

se lie de facon non covalente a la protéase 3CL. La structure radiocristallographique

64



figure 20 illustre les interactions clés de I'ensitrelvir au niveau du site catalytique de
la 3CLP™ du SARS-CoV-2'4°, Le triazole se loge dans la poche S1 et fait une liaison
hydrogéne avec la chaine latérale du résidu His163. Dans la poche hydrophobe S2,
on retrouve le groupement trifluorobenzene. Le cycle 6-chloro-2méthyl-2H-indazole se
situe dans la poche S1’ et réalise une liaison hydrogéne avec le squelette du résidu
Thr26. Les deux atomes d’oxygéne des carbonyles du noyau central triazine
établissent des liaisons hydrogénes avec le squelette des résidus Glul66 et Gly143.

SARS-CoV-2

Figure 20 — Structure radiocristallographique de I'ensitrelvir dans la 3CLP"™ du SARS-CoV-2.

Les résidus impliqués dans des interactions clés sont représentés en stick rose et I'ensitrelvir en cyan.
Les lignes pointillées indiquent les liaisons hydrogénes.

Figure générée avec le logiciel PyMol (Schrodinger LLC), PDB : 7VU6,
2.1.2. Données pharmacocinétiques

La stabilité métabolique de I'ensitrelvir a été évaluée in vitro'4°. La molécule a montré
une trés bonne stabilité métabolique avec 96% et 88% dans les expériences sur
microsomes hépatigues humains et de rat respectivement. Ces pourcentages

correspondent au composé non métabolisé apres 30 minutes.

Le profil ADME de la molécule a été évalué dans des expériences in vivo chez le rat,
le singe et le chien'??, Les résultats sont présentés tableau 9. Chez le rat, I'ensitrelvir
présente une trés bonne biodisponibilité par voie orale et une faible clairance. Chez le
singe et le chien, le profil pharmacocinétique est également tres bon avec une bonne
biodisponibilité par voie orale, une faible clairance et une demi-vie d’élimination
longue. Ces résultats ont suggéré qu’une administration d’ensitrelvir une fois par jour

pourrait étre suffisante pour conserver une concentration efficace.
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Espéce Dose Cliotale (ML/min/kg) | tuz(h) F orale (%)

Rat 0,5 pmol/mL/kg (1V) 1,72 2,42 -
1 pumol/5 mL/kg (PO) - - 96,72

cinge | 0+1 Mg/0.2 mLkg (V) 0,292 10,0? -
98 ' 3mg /2 mLikg (PO) - : 106°

chien | 01 My/0,2 mLkg (IV) 0,172 29,52 -
3 mg /2 mL/kg (PO) - - 64,7°

Tableau 9 — Paramétres pharmacocinétiques de I'ensitrelvir sur dose unique chez le rat, le singe et le
chien0,

Expérience réalisée chez le rat (méale), le chien (male) et le singe (femelle), aprés administration d’'une
dose unique d’ensitrelvir par voie intraveineuse (V) ou orale (PO). Pour la biodisponibilité par voie
orale chez le singe et le chien, la forme acide fumarique ensitrelvir a été utilisée. Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne (n = 22ou n = 3).

2.1.3. Données pharmacodynamiques

Une expérience in vivo de preuve de concept a été menée sur un modele de souris
BALB/c infectées par le SARS-CoV-2 (variant gamma)!4°, Les souris infectées ont été
traitées immédiatement apres infection et a 12 heures post-infection avec 2, 8, 16 ou
32 mg/kg d’acide fumarique ensitrelvir, ou avec le véhicule. Les souris ont été
sacrifiées 24 heures aprés l'infection. Les résultats obtenus sont présentés figure 20-
1. La charge virale a été dosée dans les poumons (TCIDso ou « Tissue Culture
Infectious Dose 50% »). On peut voir que chez les souris traitées, la charge virale a
été diminuée de fagon significative et dose dépendante par rapport au groupe véhicule
(figure 21-1). Selon le méme modele, une seconde expérience in vivo a été réalisée
afin de suivre I'exposition plasmatique chez les souris infectées. Une seule
administration d’acide fumarique ensitrelvir a été faite immédiatement aprés
infection. Les résultats sont illustrés figure 21-2 et indiquent que la concentration
plasmatique augmente de facon dose-dépendante. A la dose de 16 mg/kg, la
concentration plasmatique a été estimée comme étant supérieure a 'ECso (corrigée

par rapport a la fraction libre), a savoir 2090 ng/mL chez la souris.
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Figure 21 — Efficacité et concentration plasmatique in vivo de I'ensitrelvir dans un modéle de souris
infectées par un variant gamma du SARS-CoV-2.

(1) Suivi de la charge virale dans le poumon. Les souris ont été traitées par voie orale avec 2, 8, 16 ou
32 mg/kg d’acide fumarique ensitrelvir (n = 5) ou le véhicule (n = 10) immédiatement aprés infection
et 12 heures post-infection. Les animaux ont été sacrifiés 24 heures aprées infection.

(2) Exposition plasmatique sur 24 heures. Les souris ont été traitées par voie orale avec 2, 8, 16 ou 32
mg/kg d’acide fumarique ensitrelvir (n = 4) immédiatement aprés infection.

Figure adaptée de Unoh et al.'%.

D’autres expériences in vivo ont été réalisées sur un modeéle de hamsters infectés par
le SARS-CoV-21%51% Dans la premiere expérience, les hamsters ont été infectés par
un variant delta du SARS-CoV-2 et ont recu immédiatement post-infection une
administration de 30 ou 200 mg/kg d’ensitrelvir, de molnupiravir (molécule de
référence) ou le véhicule, par voie orale deux fois par jour pendant 5 jours!4l. Les
résultats sont illustrés figure 22. On peut voir tout d’abord que la perte de poids
observée dans le groupe véhicule (15% de perte 4 a 7 jours post-infection) n’a pas été
observée dans les groupes traités (figure 22-1). Le titre viral (exprimé en pful/tissu,
« Plate Forming Unit ») est également diminué par rapport au groupe véhicule que ce
soit au niveau nasal ou pulmonaire avec la dose de 200 mg/kg (figure 22-2). Dans la
suite de cette expérience, l'efficacité du traitement sur la transmission virale a été
évaluée en mélangeant dans le méme environnement des hamsters traités et infectés
(selon le schéma présenté précédemment), avec des hamsters non infectés et non
traités. Les résultats (figure 22-3) montrent que I'ensitrelvir est également efficace

pour diminuer la transmission du SARS-CoV-2.
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Figure 22 — Efficacité de la prise immédiate d’ensitrelvir dans un modele de hamsters infectés par un
variant delta du SARS-CoV-2.

(1-2) Efficacité du traitement sur la maladie : 4 hamsters infectés par groupe, et traités par voie orale
avec 30 ou 200 mg/kg d’ensitrelvir, le véhicule, ou le molnupiravir (MPV). Les hamsters ont été traités
deux fois par jours pendant 5 jours, immédiatement apres l'infection. Cette expérience a été réalisée
deux fois en paralléle avec un sacrifice des animaux 4 jours ou 18 jours post-infection. Le groupe sacrifié
4 jours post-infection n’a pas regu les deux derniéres administrations.

(1) Suivi du poids dans le groupe de hamsters sacrifiés 18 jours apres infection. Les hamsters ont été
pesés tous les jours pendant 13 jours. Un groupe de 3 hamsters non infectés a également été ajouté a
I'expérience.

(2) Titre viral dosé dans un prélevement nasal ou dans les poumons dans le groupe de hamsters
sacrifiés 4 jours post-infection.

(3) Efficacité du traitement sur la transmission : un hamster par cage a été traité par voie orale avec
200 mg/kg d’ensitrelvir, le véhicule ou le molnupiravir avec une administration deux fois par jours
pendant 5 jours immédiatement aprés infection. Dans cette méme cage, deux hamsters non infectés et
non traités ont été placés immédiatement en contact. Les hamsters infectés ont été sacrifiés 5 jours
post-infection et les hamsters contact 6 jours apres le partage de la cage. Le titre viral a été dosé dans
un prélevement nasal ou dans les poumons. Cette expérience a été réalisée enn = 3.

Figure adaptée de Sasaki et al.'**.

Une seconde expérience a été réalisée sur le méme modéle de hamsters infectés et
selon les mémes conditions, excepté que le traitement a été initié cette fois 24 heures
post-infection4!, Les résultats indiquent que dans les groupes véhicule et
molnupiravir, une perte de poids d’environ 10% est observée a 5/6 jours post-
infection (figure 22-1). Cette perte de poids est limitée a 7% et 5% dans les groupes

traités avec 30 et 200 mg/kg d’ensitrelvir respectivement. On peut également voir que
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la reprise de poids est accélérée dans les groupes traités. Concernant le titre viral, le
traitement a eu peu d’effet au niveau nasal mais une diminution significative a été

observée dans le poumon (figure 22-2).
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Figure 23 — Efficacité de la prise retardée d’ensitrelvir dans un modéle de hamsters infectés par un
variant delta du SARS-CoV-2.

Dans cette expérience, les hamsters infectés ont été traités ou non par voie orale avec 30 ou 200 mg/kg
d’ensitrelvir, le véhicule, ou le molnupiravir (MPV) (4 hamsters par groupe). Les hamsters ont été
traités deux fois par jours pendant 5 jours, 24 heures apres l'infection. Cette expérience a été réalisée
deux fois en paralléle avec un sacrifice des animaux 4 jours ou 18 jours post-infection. Le groupe sacrifié
4 jours post-infection n’a pas regu les 4 dernieres administrations.

(1) Suivi du poids dans le groupe de hamsters sacrifiés 18 jours aprés infection. Les hamsters ont été
pesés tous les jours pendant 13 jours. Un groupe de 3 hamsters non infectés a également été ajouté a
I'expérience.

(2) Titre viral dosé dans un prélévement nasal ou dans les poumons dans le groupe de hamsters
sacrifiés 4 jours post-infection.

Figure adaptée de Sasaki et al.'4*.

In vitro, 'ensitrelvir s’est avéré sélectif de la 3CLP™. Il n’exerce pas d’activité inhibitrice
sur différentes protéases humaines (caspase-2, chymotrypsin, cathepsin B/D/G/L et
thrombin)14°, Egalement, aucun probléme de sécurité n’a été décelé dans différentes
expériences, a savoir aucune inhibition de hERG, un test de Ames négatif, un test des

micronoyaux négatif et aucune phototoxicité.

Tout comme le nirmatrelvir, I'efficacité de I'ensitrelvir face aux différents variants a
été évaluée in vitro sur cellules infectées!4%157. La molécule s’est avérée efficace sur

les variants alpha, beta, gamma, delta et omicron comme illustré tableau 10.

L’analyse détaillée des mutants de la 3CLP™ frequemment identifiés en clinique a été
également réalisée'®’. lls présentent une activité enzymatique similaire a I'enzyme
wild-type comme le montrent les valeurs de Km qui sont du méme ordre de grandeur
(constante de Michaelis-Menten, tableau 11). Dans un test enzymatique, I'activité
inhibitrice de I'ensitrelvir sur ces mutants a donné des ICso similaires par rapport a

'enzyme wild-type comme illustré tableau 11.
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Souche Variant | Variant | Variant | Variant | Variant
«wild-type » | alpha beta | gamma | delta | omicron

ECso (UM) 0,37 0,33 0,40 0,50 0,41 0,29

Tableau 10 — Activités antivirales in vitro de I'ensitrelvir sur différents variants de SARS-CoV-2140.157,

Les données proviennent d'un test sur cellules VeroE6/TMPRSS2 (n=3). Le niveau d’infection a été
déterminé luminescence aprés 3 a 4 jours d’infections. Les souches utilisées sont répertoriées dans le
NIID (« National Institute of Infectious Diseases ») du Japon comme suit : hCoV-19/Japan/TY/WK-
521/2020 (wild-type), hCoV-19/Japan/ QK002/2020 (alpha, B.1.1.7), hCoV-19/Japan/TY7-501/2021
(Gamma, P.1), hCoV-19/Japan/TY8-612/2021 (beta, B.1.351), hCoV-19/Japan/TY11-927-P1/2021
(delta, B.1.617.2), et hCoV-19/Japan/TY38-873/2021 (Omicron, B.1.1.529).

Km (M) ' ICso (NM)

WT 14,92 13,2
G15S 16,75 8,0
T21I 12,81 14,3
T24| 17,28 14,0
K88R 14,05 12,1
L89F 11,77 15,0
K90R 13,52 9,7
P108S | 11,11 13,2
P132H 17,06 14,4
A193v | 11,53 10,2
H246Y | 23,42 12,5
A255V 15,45 10,1

Tableau 11 — Activités enzymatiques de mutants de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 et ICso de I'ensitrelvirt®,

Les données de cinétique enzymatique proviennent d’'un test FRET (« Fluorescence Resonance Energy
Transfer ») suivant la fluorescence (n = 2) et les données d’inhibition ont été obtenues par spectrométrie
de masse (n = 3).

Dans le modele de hamsters infectés, une expérience a été également réalisée en
infectant les hamsters avec différents variants : alpha, gamma, omicron/BA.1,
omicron/BA.2, omicron/BA.5 et omicron/BA.2.75'*1. L’administration par voie orale
d’'une dose de 200 mg/kg d’ensitrelvir a permis de diminuer efficacement le titre viral
dans le poumon par rapport au groupe véhicule face a tous les variants comme illustré

figure 24.
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Figure 24 — Efficacité de la prise immédiate d’ensitrelvir dans un modele de hamsters infectés par
différents variants du SARS-CoV-2.

Efficacité du traitement sur la maladie : 4 hamsters infectés par groupe, et traités par voie orale avec
200 mg/kg d’ensitrelvir ou le véhicule. Les hamsters ont été traités deux fois par jours pendant 4 jours,
immédiatement aprés l'infection. Les animaux ont été sacrifiés 4 jours post-infection. Le titre viral a été
dosé dans les poumons.

Figure adaptée de Sasaki et al.'**.

2.2.Données cliniques

2.2.1. Etude de phase 1

Dans cette phase 1, l'objectif a été d'évaluer la sécurité, la tolérance et la
pharmacocinétique de lacide fumarique ensitrelvir chez le sujet sain
(JRCT2031210202, numéro de registre japonais). Les résultats de cet essai ont été
publiés dans la littérature#2. Ci-aprés se trouve la synthése de I'essai clinique (tableau
12).

Méthode :

Dans cet essai multicentrique, randomisé, en double aveugle et contrélé contre
placebo, 83 sujets sains adultes ont été inclus entre juillet et décembre 2021. La liste
des critéres d’inclusions et d’exclusions est disponible dans I'article!*?.

Cet essai s’est divisé en 2 parties :

= Partie 1: Cet essai a inclus 50 participants hommes japonais randomisés pour
une administration par voie orale d'une dose unique d’acide fumarique
ensitrelvir (20, 70, 250, 500, 1000 ou 2000 mg) ou d’'un placebo.

- Cohorte A : acide fumarique ensitrelvir 20 mg (n = 6) ou placebo (n
2), a jeun.

- Cohorte B : acide fumarique ensitrelvir 70 mg (n = 6) ou placebo (n
2), ajeun.

- Cohorte C : acide fumarique ensitrelvir 250 mg (n = 8) ou placebo (n
2). L'effet de la nourriture a également été étudié dans cette cohorte en
essai croisé.
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- Cohorte D : acide fumarique ensitrelvir 500 mg (n = 6) ou placebo (n =
2), ajeun.

- Cohorte E : acide fumarique ensitrelvir 1000 mg (n = 6) ou placebo (n =
2), ajeun.

- Cohorte J : acide fumarique ensitrelvir 2000 mg (n = 6) ou placebo (n =
2), ajeun.

Partie 2 : Cet essai a inclus 33 participants hommes japonais ou caucasiens
pour 'administration d’acide fumarique ensitrelvir (375 mg le premier jour suivi
de 125 mg entre le 2¢™¢ et le 5°™¢ jour, ou 750 mg le premier jour suivi de 250
mg entre le 2™ et le 5™ jour), ou d’un placebo pendant 5 jours.

- Cohorte F : acide fumarique ensitrelvir 375/125 mg (n = 8) ou placebo
(n = 3), population japonaise, a jeun.

- Cohorte G : acide fumarique ensitrelvir 750/250 mg (n = 8) ou placebo
(n = 3), population japonaise, a jeun. L’effet sur la pharmacocinétique du
midazolam en sirop a été évalué dans cette cohorte en essai croisé :
administration de 2 mg de midazolam deux jours avant la premiére prise
d’acide fumarique ensitrelvir ou de placebo, et co-administration un 6¢me
jour.

- Cohorte H : acide fumarique ensitrelvir 375/125 mg (n = 8) ou placebo
(n = 3), population caucasienne, a jeun.

Résultats :

Résultats de sécurité :

Résultats de pharmacocinétique :

La plupart des effets indésirables reportés étaient légers et se sont résolus
spontanément. Le traitement a été bien toléré.

L’étude sur dose unique (partie 1) a montré une augmentation de I'exposition
plasmatique dose-dépendante (Cmaxa 1,70 pg/mL a la dose de 20 mg et 96,9
pug/mL a la dose de 2000 mg) comme illustré figure 25-1. La valeur de Tmax varie
de 1,5 et 4 heures et la demi-vie d’élimination est supérieure a 40 heures a toutes
les doses.

L’étude sur doses répétées (partie 2) a également montré une augmentation
dose-dépendante de I'exposition plasmatique entre les cohortes F et G (figure
25-2). Le schéma d’administration avec une dose initiale suivi par une dose de
maintien plus faible a permis aux deux dosages d’avoir une exposition constante
sur la durée du traitement.

Chez le sujet caucasien, I'exposition plasmatique est Iégérement plus faible avec
une Cmax et une AUC diminuée par rapport au sujet japonais a la méme dose
administrée (cohortes F et H, figure 25-3).
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= La prise du traitement apres un repas a eu peu d’effets sur la pharmacocinétique
avec une réduction de la Cmax de 15%, un décalage de la Tmax de 2,5 & 8 h et
aucun impact sur T’AUC (cohorte C).

= Concernant 'étude de l'interaction médicamenteuse avec le midazolam (cohorte
G), les résultats ont montré une augmentation de la Cmax d’'un facteur 2,8 et de
FAUC d’'un facteur 7 du midazolam dans les groupes traités avec l'acide
fumarique ensitrelvir en comparaison au groupe midazolam seul. Ces
résultats suggérent que l'ensitrelvir est un inhibiteur des cytochromes P450
3A4.

Conclusion :

L’administration d’'une dose unique ou de doses multiples par voie orale d’acide
fumarique ensitrelvir a été bien tolérée et a montré une pharmacocinétique
favorable permettant une administration une fois par jour.

Tableau 12 — Synthése de I'essai clinique de phase 1 de l'acide fumarique ensitrelvir en doses
uniques ou répétées chez le sujet sain*,
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Figure 25 — Exposition plasmatique de l'acide fumarique ensitrelvir dans les groupes avec
administration de doses uniques (1) et répétées (2 et 3).

(1) Résultats des cohortes A, B, C, D, E et J aprés un traitement en doses uniques a jeun chez le sujet
japonais. (2) Résultats des cohortes F et G aprés un traitement en doses répétées a jeun chez le sujet
japonais. (3) Résultats des cohortes F et H aprés un traitement en doses répétées a jeun chez le sujet
japonais ou caucasien.

Figure adaptée de Shimizu et al.**2,
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2.2.2. Etude de phase 2

La phase 2 des essais cliniques sur l'acide fumarique ensitrelvir a été divisée en
deux parties : 2a et 2b (JRCT2031210350, numéro de registre japonais). Le but de la
phase 2a a été d’évaluer l'efficacité et la sécurité de la molécule chez les patients
présentant une forme légére a modérée de la COVID-19 ou une forme
asymptomatique. Concernant la phase 2b, elle visait a évaluer également I'efficacité
et la sécurité du traitement mais cette fois chez les patients présentant une forme

légére a modérée de la COVID-19 durant I'épidémie avec le variant omicron. Les

résultats ont été publiés dans la littérature43144, Ci-aprés se trouve la synthése de la
phase 2 (tableaux 13 et 14).

Méthode :

Dans cet essai multicentrique, randomisé, en double aveugle et contr6lé contre
placebo, 69 patients ont été inclus entre septembre 2021 et janvier 2022. Les
patients ont été randomisés pour recevoir les doses 375/125 mg (n = 22) ou 750/250
mg (n = 23) d’acide fumarique ensitrelvir (dose au premier jour/dose de maintien),
ou le placebo (n = 24) pendant 5 jours. La liste des critéres d’inclusions et
d’exclusions est disponible dans I'article!*3.

Le critére d’évaluation principal de cette étude était I'évolution du titre viral (logio
TCIDso/mL) par rapport au titre viral initial (avant traitement). De hombreux critéres
d’évaluation secondaires ont été choisis, la liste détaillée se trouve dans I'article!*3.

Résultats :

Sur les 69 patients randomisés, 22 ont été exclus de I'analyse des résultats du fait
d’un test initial négatif par RT-PCR. Au final, 16 patients ont été comptés avec la
dose 375/125 mg d’acide fumarique ensitrelvir, 14 patients avec la dose 750/250
mg et 17 patients avec le placebo. Parmi ce patients, 42 étaient atteints du variant
delta et 5 du variant omicron.

Résultats d’efficacité :

= Un score a été établi sur la base du suivi de 12 symptémes relatifs a la COVID-
19 : toux, dyspnée, maux de téte, maux de gorge, rhinorrhée, pyrexie, frissons,
douleurs musculaires, nausée, vomissement, diarrhée et fatigue. Pour chaque
symptéme, un score a été attribué en fonction de son intensité : 0 absence, 1
léger, 2 modéré et 3 sévere.

» Le score global prenant en compte ces 12 symptémes a montré une diminution
dans les trois groupes par rapport au score initial. Cette diminution est
néanmoins plus rapide chez les patients traités (figure 26-1).
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= |’analyse des scores par symptbmes a montré une amélioration
significativement plus rapide des symptdmes respiratoires (rhinorrhée, maux de
gorge et toux) et de la fievre dans les groupes traités.

Résultats sur la charge virale :

= Les analyses ont été faites a partir d’'un prélevement par écouvillonnage
nasopharyngé.

= De maniére générale, le titre viral (logio TCIDso/mL) a diminué jusqu’au 4™ jour
(3 jours aprés l'initiation du traitement) puis est resté stable entre le 9¢me et 21¢me
jour a la limite de détection dans tous les groupes (figure 26-2). Ce titre viral s’est
montré significativement plus faible au 4°™ jour dans les groupes traités (0,94 et
0,85 logio TCIDso/mL aux doses 375/125 et 750/250 mg respectivement) par
rapport au groupe placebo (1,74 logio TCIDso/mL).

= La méme tendance s’est dessinée avec le suivi de 'ARN viral (logio copies/mL)
par RT-PCR avec plus d’'un log de différence entre les groupes traités et le
groupe placebo au 4¢™e jour (figure 26-3).

= Le délai d'obtention d’un titre viral négatif (a la limite de détection) est plus court
chez les patients traités. Au 4™ jour, la proportion de patients avec un test positif
était de 26,7%, 14,3% et 71,4% dans les groupes 375/125 mg, 750/250 mg et
placebo respectivement.

Résultats de sécurité :

» Les effets indésirables reportés pendant I'essai étaient légers a modérés. Aucun
effet indésirable grave ou menant a un arrét de I'essai et aucun décés n'ont été
reporteés.

Aucune différence nette n’a cependant été observée entre les deux doses
administrées.

Conclusion :

L’administration d’acide fumarique ensitrelvir a démontré une clairance rapide du
SARS-CoV-2 aux deux doses et a été bien toléré chez les patients présentant une
forme asymptomatique, Iégére ou modérée de la COVID-19.

Tableau 13 — Synthése de I'essai clinique de phase 2a de l'acide fumarique ensitrelvir chez les
patients infectés par la COVID-19'43,
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Figure 26 — Résultats d’efficacité de I'étude de phase 2a de I'acide fumarique ensitrelvir.
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Figure adaptée de Mukae et al.}*3,
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Phase 2b

Méthode :

Dans cet essai multicentrique, randomisé, en double aveugle et contrdlé contre
placebo, 428 patients ont été inclus entre janvier et février 2022. Les patients ont été
randomisés pour recevoir les doses 375/125 mg (n = 142) ou 750/250 mg (n = 143)
d’acide fumarique ensitrelvir (dose au premier jour/dose de maintien), ou le
placebo (n = 143) pendant 5 jours. La liste des critéres d’inclusions et d’exclusions
est disponible dans l'article'44.

Le critere d’évaluation virologique principal de cette étude était I'évolution du titre
viral au 4°™¢ jour de traitement par rapport au titre viral initial. Le critére d’évaluation
clinique principal a été I'’évolution du score global des 12 symptébmes présentés
phase 2a au 5% jour. De nombreux critéres d'évaluation secondaires ont été
choisis, la liste détaillée se trouve dans l'article44.

Résultats :

Aprés exclusion des patients avec un titre viral initial négatif (non détecté) et les
patients sortis de I'essai, 341 patients ont été inclus dans I'analyse avec 114 patients
pour la dose 375/125 mg, 116 patients pour la dose 750/250 mg et 111 patients pour
le placebo. Les patients étaient infectés par le variant omicron BA.1 majoritairement
(336 sur 341 patients).

Résultats sur I'efficacité :

= Le score global prenant en compte les 12 symptémes liés a la COVID-19 (voir
phase 2a) a montré une diminution dans les trois groupes au 5™ jour par rapport
au score initial (figure 27-1). Cette diminution n’est en revanche pas significative
dans les groupes traités par rapport au groupe placebo.

= L’analyse des scores par symptdmes a montré une amélioration significative des
symptdmes respiratoires et de la fievre aux deux doses. Ces symptomes sont
les plus courants avec le variant omicron.

Résultats sur la charge virale :

= Les analyses ont été faites a partir d’'un prélévement par écouvillonnage
nasopharynge.

= De maniére générale, le titre viral (logio TCIDso/mL) a diminué jusqu’au 4™ jour
(3 jours aprés linitiation du traitement) puis est resté stable jusqu’au 21°™¢ jour a
la limite de détection dans tous les groupes (figure 27-2). Ce titre viral s’est
montré significativement plus faible au 2é™me, 4éme et 6™ jour dans les groupes
traités par rapport au groupe placebo (données chiffrées non communiquées).

= Concernant 'ARN viral (logio copies/mL), la méme tendance a été observée,
avec une différence significative aux jours 2, 4, 6 et 9.

= Le délai d’'obtention d’un titre viral négatif (a la limite de détection) est plus court
chez les patients traités (figure 27-3). Au 4™ jour, la proportion de patients avec

78



un test positif était de 1,9%, 5,4% et 50% dans les groupes 375/125 mg, 750/250
mg et placebo respectivement.

Résultats sur la sécurité :

= Les effets indésirables reportés pendant I'essai étaient Iégers ou modéreés et se
sont résolus spontanément. Aucun décés n’a été reporté dans I'étude.

= Deux patients du groupe placebo ont reporté des effets indésirables graves mais
n’étant pas lié au traitement (fracture d’'une vertébre et paralysie faciale).

= Les 2 patients dans les groupes traités ayant arrété le traitement a cause d’effets
indésirables n’ont pas eu de séquelles aprés l'arrét du traitement (eczéma
modéré au 2°™¢ jour chez un patient, nausée modérée et légers maux de téte
chez un second patient).

Comme pour la phase 2a, cet essai n'a pas permis de conclure sur une réponse
dose-dépendante.

Conclusion :

L’acide fumarique ensitrelvir a montré une bonne efficacité antivirale ainsi qu’un
profil de sécurité acceptable chez les patients présentant une forme légere a
modérée de la COVID-19.

Tableau 14 — Synthése de l'essai clinique de phase 2b de l'acide fumarique ensitrelvir chez les
patients infectés par la COVID-19%4,
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Figure 27 — Résultats d’efficacité de I'étude de phase 2b de I'acide fumarique ensitrelvir.

(1) Evolution du score global des 12 symptomes liés a la COVID-19 par rapport au score initial (avant
traitement). (2) Evolution du titre viral a partir d’'un écouvillonnage nasopharyngé. (3) Evolution de la
charge virale a partir d’'un écouvillonnage nasopharyngé.

Figure adaptée de Mukae et al.1*

2.2.3. Etude de phase 3

L’objectif de cette étude de phase 3, également appelé essai SCORPIO-SR, était
d’évaluer l'efficacité et la sécurité de I'acide fumarique ensitrelvir chez les patients
présentant une forme légére & modeérée de la COVID-19 (jJRCT2031210350, numéro
de registre japonais). Les résultats de cet essai ont été publiés dans la littérature45:146,

Ci-apres se trouve la synthese de la phase 3 (tableau 15).
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Méthode :

Dans cet essai multicentrique, randomisé, en double aveugle et contrdlé contre
placebo, 1821 patients ont été inclus entre février a juillet 2022. Les patients ont été
randomisés pour recevoir les doses 375/125 mg (n = 607) ou 750/250 mg (n = 606)
d’acide fumarique ensitrelvir (dose au premier jour/dose de maintien), ou le
placebo (n = 608) pendant 5 jours. La liste des critéres d’inclusions et d’exclusions
est disponible dans les articles'#*146, Dans cet essai, la population était
majoritairement asiatique.

Le critére d’évaluation principal de cette étude était le délai de résolution de 5
symptébmes clés de la COVID-19 (rhinorrhée, maux de gorge, toux, pyrexie et
fatigue). De nombreux critéres d’évaluation secondaires ont été choisis, la liste
détaillée se trouve dans les articles4>146,

Seul le groupe traité par la dose 375/125 mg a été utilisé pour évaluer I'efficacité du
traitement par rapport au placebo. La dose 750/250 mg a été prise en compte pour
évaluer la sécurité du traitement.

Résultats :

Aprés exclusion des patients avec un titre viral initial négatif (non détecté) et les
patients sortis de l'essai, 1769 patients ont complété l'essai. Parmi eux, 1030
patients ont été randomisés dans les 3 jours suivant I'apparition des symptoémes
avec 347 patients pour la dose 375/125 mg, 340 patients pour la dose 750/250 mg
et 343 patients pour le placebo.

Résultats sur I'efficacité :

= Une différence significative du délai de résolution des 5 symptémes entre le
groupe traité et le groupe placebo a été observée chez les patients randomisés
dans les trois jours aprés 'apparition des symptomes (différence médiane de
24,3 heures). Cette différence n’est en revanche pas significative dans I'analyse
chez les patients randomisés dans les 5 jours suivant l'apparition des
symptomes.

= Concernant laliste des 12 symptémes liés a la COVID-19 (voir phase 2a), aucune
différence n’a été rapportée avec le score global, que les patients aient débuté le
traitement dans les 3 ou 5 jours suivant I'apparition des symptémes.

Résultats sur la charge virale :
= Les analyses ont été faites a partir d'un prélévement par écouvillonnage
nasopharyngé.

» La charge virale (logio copies/mL) a été significativement réduite au 4™ jour
dans le groupe traité par rapport au groupe placebo chez les patients randomisés
dans les 3 jours suivant I'apparition des symptomes, avec plus d'un log de
différence.

= Le délai d’obtention d’un titre viral négatif est plus court chez les patients traités.
Chez les patients randomisés dans les 3 jours suivants l'apparition des
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symptémes, le délai médian pour I'obtention d’un test négatif est de 36,2 heures
contre 65,3 heures dans le groupe placebo. La méme tendance est observée
chez les patients randomisés dans les 5 jours suivant l'apparition des
symptémes.

Résultats sur la sécurité :

» Les effets indésirables reportés pendant I'essai étaient légers a modéreés et n’ont
induit aucune séquelle.

= Des effets indésirables graves sont apparus chez 2 patients (saignements
menstruels importants au 14°™ jour dans un groupe traité et cholécystite aigue
dans un groupe placebo au 9™ jour) et n’ont pas été attribués au traitement.

= 12 patients ont arrété l'essai pour cause d’effets indésirables. Ces effets
indésirables se sont résolus apres arrét du traitement.

= Aucun décés n’a été reporté.

Conclusion :

L’acide fumarique ensitrelvir a montré une bonne efficacité antivirale et a permis
de réduire la durée de symptébmes clés de la COVID-19 a la dose de 375/125 mg
(dose au premier jour/dose de maintien) pendant 5 jours. Une bonne tolérance et
sécurité du traitement a été observée. La généralisation de ces résultats a la
population non-asiatique reste a confirmer.

Tableau 15 — Synthése de I'essai clinique de phase 3 de I'acide fumarique ensitrelvir chez les patients
présentant une forme Iégére a modérée de la COVID-19145:146,

Une autre étude de phase 3, appelée SCORPIO-HR, est en cours afin d’évaluer
I'efficacité et la sécurité de 'acide fumarique ensitrelvir chez les patients présentant
des formes légéres a modérées de la COVID-19 (NCT05305547). Il s’agit d’'un essai
multicentrique, randomisé, en double aveugle et contrdlé contre placebo avec
administration d’'une dose de 375/125 mg d'acide fumarique ensitrelvir ou d’'un

placebo.
2.3.Autorisation de mise sur le marché

L’acide fumarique ensitrelvir (sous le nom de spécialitt XOCOVA™) a été autorisé
sur le marché japonais par le MHLW (« Ministry of Health, Labour and Welfare ») le
22 novembre 202247, Cette autorisation a été accordée dans le cadre d’une procédure
d’'urgence au vue des données relatives a l'efficacité et la sécurité obtenues dans les
essais cliniques'#?-146, Cette spécialité a également recu une autorisation d’utilisation
d’'urgence a Taiwan par la TFDA (« Taiwan Food and Drug Administration ») le 11 avril
2023148,
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Le XOCOVA™ est indiqué dans le cadre d’infections Iégeres a modérées a la COVID-
19 chez l'adulte ou I'enfant de plus de 12 ans. Il se présente sous la forme de
comprimés de 125 mg d’acide fumarique ensitrelvir. La posologie recommandée par
les essais cliniques est d’'une prise de 3 comprimés en une prise le premier jour, puis

d’'un comprimé par jour pendant 5 jours.

3. Le simnotrelvir

3.1.Données précliniques

Le simnotrelvir est une molécule qui a été développée par la société Simcere
Pharmaceutical en association avec le SIMM (« Shanghai Institute of Materia
Medica ») et le WIV (« Wuhan Institute of Virology ») de I'académie chinoise des
sciences. Tres peu de données précliniques ont été publiées sur cette molécule. Le
site de la compagnie Simcere Pharmaceutical indiqgue dans un article ne pas avoir
identifié de génotoxicité avec le simnotrelvir lors des essais précliniquest!“. lls ont
€galement rapporté que lors d'expériences sur un modéle animal, I'association
simnotrelvir/ritonavir a démontré une bonne efficacité et a large spectre contre les
coronavirus. In vitro, il a été décrit que le simnotrelvir maintient une inhibition sur les

variants delta et omicron avec une ICso < 100 nM13,

3.2.Données cliniques

3.2.1. Etude de phase 1

L’'objectif de la phase 1 était d’apprécier la sécurité, la tolérance et la
pharmacocinétique de simnotrelvir chez le sujet sain (NCT05339646). A ce jour,
aucun résultat n’a été publié dans la littérature ou sur le site clinicaltrials.gov. Quelques
informations relatives a cette étude ont été communiquées dans un article sur la phase
1b des essais cliniques, ils indiquent qu’un article est en cours de préparation''s, Ci-
apres se trouve la synthese de I'essai clinigue avec les informations disponibles
(tableau 16).

Méthode :

Dans cet essai randomisé et contrdlé contre placebo, 108 sujets sains adultes
chinois ont été inclus entre avril et décembre 2022. La liste des critéres d’inclusions
et d’exclusions est disponible sur le site clinicaltrials.gov.

Cet essai s’est divisé en 4 parties :

= A administration par voie orale d’'une dose unique de simnotrelvir ou de
simnotrelvir/ritonavir ou placebo.
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= B : administration par voie orale de doses répétées de simnotrelvir ou placebo.

= C: administration par voie orale de doses répétées de simnotrelvir/ritonavir ou
placebo.

= D : administration par voie orale de doses répétées de simnotrelvir/ritonavir a
jeun ou en postprandial.

Les criteres d’évaluation principaux étaient la sécurité avec l'apparition d’effets
indésirables ainsi que I'évaluation des paramétres de pharmacocinétique.

Résultats :

L’administration de doses répétées de simnotrelvir, co-administrées ou non avec
le ritonavir, a montré un profil de pharmacocinétique dose-dépendant.

En comparaison a la monothérapie, I'exposition du simnotrelvir associé au
ritonavir a été augmenté d’'un facteur 5 a 8.

Aucunes données et informations complémentaires ne sont disponibles a ce jour.

Conclusion :

L’administration d’'une dose unique ou de doses multiples par voie orale de
simnotrelvir ou simnotrelvir/ritonavir a été bien tolérée. L'analyse du profil
pharmacocinétigue a montré la nécessité d'une prise toutes les 12 heures en
association avec le ritonavir.

Tableau 16 — Synthése de 'essai clinique de phase 1 du simnotrelvir et du simnotrelvir/ritonavir en
doses uniques ou répétées chez le sujet sain®'®,

3.2.2. Etude de phase 1b

Cet essai clinique avait pour but d’évaluer I'efficacité et la sécurité de I'association
simnotrelvir/ritonavir par voie orale dans une population de patients adultes atteints
de la COVID-19 (NCT05369676). Les résultats ont récemment été publiés dans la

revue The Lancet!!3, Ci-aprés se trouve la synthése de I'essai clinique (tableau 17).

Méthode :

Il s’agit d’'une étude randomisée, en double aveugle, contrdlée contre placebo
réalisée en Chine de mai a aolt 2022. Les patients inclus pouvaient présenter des
formes asymptomatiques, légéres ou modérées de la COVID-19. La liste des
criteres d’inclusion et d’exclusion a cette étude est disponible sur le site
clinicaltrials.gov. Au total, 32 participants ont été inclus et randomisés en 3 groupes
pour recevoir par voie orale toutes les 12 heures pendant 5 jours 750 mg de
simnotrelvir + 100 mg de ritonavir (n = 12) ou 300 mg de simnotrelvir + 100 mg
de ritonavir (n = 12) ou un placebo (n = 8).

Le critere d’évaluation principal était la sécurité avec la survenue d’effets
indésirables. Les critéres d’évaluation secondaires ont été les suivants : I'évolution
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de la charge virale (logio copies/mL), le délai d’amélioration des symptémes, la
proportion de participants dont I'état s’aggrave et I'étude des parameétres
pharmacocinétiques.

Résultats :

Sur les 32 patients, 30 ont terminé I'essai. Deux patients ont quitté I'essai (retrait du
consentement).

Résultats d’efficacité :

= 9 symptdmes ont été évalués: toux, maux de gorge, rhinorrhée, dyspnée,
fatigue, maux de téte, pyrexie, douleurs musculaires et frissons.

= Le délai médian d’amélioration de ces symptomes était de 2 jours, 3 jours et 6
jours dans les groupes traités a la forte dose, la faible dose et le placebo
respectivement. Cette amélioration a été définie comme le fait d’avoir un score
de 0 ou 1 pour la totalité des 9 symptémes.

Résultats sur la charge virale :

= Les analyses ont été faites a partir d'un prélevement par écouvillonnage
nasopharyngé.

» Lacharge virale a été réduite de facon significative par rapport au placebo avec
les deux doses administrées. La charge virale initiale était en moyenne > 7 logio
copies/mL. Au troisieme jour, une diminution d’environ 3 logio copies/mL a été
observée dans les groupes traités contre une diminution d’1 logio copies/mL dans
le groupe placebo.

= La proportion de patients avec un test positif (seuil de cycle < 25) a été
significativement réduite dans les groupes traités avec 100%, 16,7% et 37,5%
de tests positifs dans le groupe a forte dose, a faible dose et dans le groupe
placebo respectivement au 4™ jour.

Résultats de sécurité :

= Seuls des effets indésirables de grade 1 ont été reportés, sans différence
significative entre les différentes doses administrées.

= Aucun effet indésirable sévére ou conduisant a 'arrét de I'essai n’a été reporté.

Conclusion :

De maniére générale I'association simnotrelvir/ritonavir s’est avérée efficace et
bien tolérée. La dose recommandée est de 750 mg de simnotrelvir pour la suite
des essais cliniques.

Tableau 17 — Synthése de I'essai clinique de phase 1b de 'association simnotrelvir/ritonavir chez les
patients avec une forme asymptomatique, Iégére ou modérée de la COVID-19%3,
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3.2.3. Etude de phase 2/3

L’'objectif de cette étude de phase 2/3 était d’évaluer I'efficacité, la sécurité et la
tolérance de I'association simnotrelvir/ritonavir par voie orale dans une population
de patients adultes atteints de la COVID-19 (NCT05506176). Aucun résultat relatif a
cet essai n'est paru dans la littérature ou sur le site clinicaltrials.gov. Quelques
informations ont néanmoins été communiquées dans un article sur la phase 1b et sur
le site de la compagniel314, La société a indiqué que les résultats de cette étude
devraient paraitre dans un article scientifique ou lors de séminaires dans un futur

proche. Ci-apres se trouve la synthése de 'essai clinique (tableau 18).

Méthode :

Il s’agit d’'une étude multicentrique, randomisée, en double aveugle, contrélée contre
placebo réalisée en Chine d’avril 2022 a mars 2023. Les patients inclus devaient
présenter des formes Iégeres ou modérées de la COVID-19. La liste des criteres
d’inclusion et d’exclusion a cette étude est disponible sur le site clinicaltrials.gov.

Les 1208 patients inclus ont été randomisés en 2 groupes pour recevoir par voie
orale toutes les 12 heures pendant 5 jours I'association 750 mg de simnotrelvir +
100 mg de ritonavir ou un placebo.

Le critére d’évaluation principal a été la durée nécessaire a une guérison compléte
et durable selon une liste de 11 symptdmes : toux, dyspnée, maux de téte, maux
de gorge, rhinorrhée, pyrexie, frissons, douleurs musculaires, nausée, vomissement
et diarrhée. De nombreux critéres d’évaluation secondaires ont été sélectionnés et
sont listés sur le site clinicaltrials.gov.

Résultats :

L’association simnotrelvir/ritonavir a permis de raccourcir significativement le délai
de guérison par rapport aux 11 symptémes d'environ 1,5 jour pour les patients
atteints d'une infection Iégére a modérée par COVID-19 et de 2,4 jours pour le sous-
groupe des patients a risque d’évoluer vers une forme sévere.

Parallelement, les données cliniques ont indiqué qu'une utilisation précoce du
simnotrelvir/ritonavir permet d'obtenir une efficacité accrue.

Une diminution rapide et significative de la charge virale a également été observée
dans le groupe traité.

Aucune information complémentaire n’est disponible a ce jour.

Conclusion :

Sur un échantillon plus large de patients atteints de la COVID-19, I'association
simnotrelvir/ritonavir s’est avérée efficace et bien tolérée.

Tableau 18 — Synthése de I'essai clinique de phase 2/3 de I'association simnotrelvir/ritonavir chez les
patients avec une forme légére ou modérée de la COVID-19113114,
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3.3. Autorisation de mise sur le marché

Grace aux résultats obtenus dans [I'étude de phase 2/3, [I'association
simnotrelvir/ritonavir (sous le nom de spécialité XIANNUOXIN™) a recu une
autorisation de mise sur le marché en Chine délivrée par la NMPA (National Medical

Products Administration) le 28 janvier 2023, par une procédure spéciale d’'urgence!!?-
114

Le XIANNUOXIN™ est indiqué chez I'adulte souffrant de formes légéres a modérées
de la COVID-19. Cette spécialité se présente sous la forme de comprimés contenant
750 mg de simnotrelvir (2 comprimés de 375 mg) et d’'un comprimé de 100 mg de
ritonavir a prendre simultanément a chaque prise. La posologie recommandée par

les essais cliniques est d’une prise toutes les 12 heures pendant 5 jours.

4. Limites des traitements

4.1. Apparition de résistances

Les virus a ARN sont connus pour générer des variants. Des mutations de la protéine
de spicule du SARS-CoV-2 ont déja conduit a une augmentation des résistantes aux
thérapies par anticorps monoclonaux!®®. Bien que d’'une maniére générale les acides
aminés du site catalytique sont bien conservés chez la 3CLP™ des coronavirus, il est
tout a fait imaginable qu’un variant résistant a un inhibiteur autorisé sur le marché
puisse émerger. Ce phénomeéne est donc une préoccupation importante dans le cadre
de la COVID-19 et a déja fait I'objet de plusieurs travaux publiés.

Concernant le nirmatrelvir, des substitutions d’acides aminés conduisant a une
diminution de la sensibilité au traitement ont été trouvées dans des virus isolés de
patients ou dans des expériences de laboratoire'>®-165, Des résistances a I'ensitrelvir
ont également été rapportées®4. Pour le moment, la prévalence des mutations

résistantes au PAXLOVID™ reste faible un an aprés son autorisation.

De maniere générale, si un virus résistant se propage a grande échelle, cela veut dire
gue la pression sélective a été tres forte en raison d’une utilisation généralisée d’un
traitement, ou alors le virus résistant acquiert un avantage a sa réplication. Pour limiter
ce risque, combiner les thérapies antivirales est considéré comme une bonne
stratégie, bien qu’il soit possible qu’un variant soit résistant aux deux antiviraux. Par
exemple, dans le cas d’infections au VIH et au VHC, la monothérapie utilisée
initialement a conduit a une résistance rapide des virus et aujourd’hui ces maladies

sont traitées grace a des combinaisons d’antiviraux. Afin de pallier ces résistances, il
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est également possible de prendre en compte les résidus identifies comme étant
importants et impliqués dans I'apparition de mutants résistants afin de concevoir de
futurs antiviraux. Dans tous les cas, il est nécessaire de surveiller de tres prés

I'apparition de ces mutations.
4.2.Précautions d’utilisation

Le ritonavir contenu dans le PAXLOVID™ est un inhibiteur des cytochromes P450
3A4, impligué dans le métabolisme de nombreux médicaments, ce qui peut ainsi
conduire a de nombreuses interactions médicamenteuses. Une vigilance et une
surveillance accrue doit donc étre de rigueur lors de la prescription et de la délivrance
du traitement. Ces interactions doivent étre gérées par une réduction de la dose du
médicament concomitant, l'utilisation d'un autre médicament concomitant, une
surveillance accrue des effets indésirables ou l'arrét temporaire des médicaments
concomitants. Le PAXLOVID™ est contre-indiqué avec de nombreux médicaments
ainsi que les produits de phytothérapie contenant du millepertuis. Le traitement ne peut
pas étre donné aux patients avec une insuffisance hépatique grave, une insuffisance
rénale grave. La méme conclusion peut étre faite avec le XIANNUOXIN™ qui contient

également du ritonavir au méme dosage.

Enfin, dans I'essai cliniqgue de phase 1 de 'acide fumarique ensitrelvir, un potentiel
effet inhibiteur des cytochromes 3A4 a été décelé et nécessite une vigilance

importante pour les mémes raisons que celles citées précédemment avec le ritonavir.
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Conclusion et perspectives

En seulement deux décennies, le monde a fait face a 'émergence de trois nouveaux
coronavirus responsables de pandémies. Parmi elles, la pandémie liée au coronavirus
SARS-CoV-2 a été d’'une ampleur sans précédent, et n’est toujours pas entiérement
résolue a I'’heure actuelle. Sa prise en charge s’est néanmoins nettement améliorée
au fil du temps, notamment grace a la généralisation de la vaccination et 'amélioration
de la prise en charge. Cette amélioration a également été permise par le
développement de thérapies spécifiques ou non du SARS-CoV-2 avec par exemple
des anticorps monoclonaux ciblant la protéine de spicule ou des antiviraux de type

petite molécules ciblant TARN polymérase ARN dépendante.

Parmi les cibles possibles pour lutter contre la réplication virale chez les coronavirus,
la 3CLP™ se présente comme une cible trés prometteuse. Outre son rdle crucial dans
la réplication du virus, elle possede une tres bonne conservation de son site catalytique
entre les différentes espéces de coronavirus, et n’a pas d’homologue chez 'Homme.
Des recherches récentes ont également montré son implication probable dans la
pathogénicité de la COVID-19. La 3CLP™ s'avere donc étre une cible intéressante pour
la conception de thérapies antivirales dans le cadre de la lutte contre la COVID-19
mais également des coronavirus en général. Depuis la premiére pandémie de SARS-
CoV, la protéase 3CL a été étudiée et elle a suscité un tres fort intérét depuis
'apparition du SARS-CoV-2.

Avec les efforts de recherche déployés, 3 inhibiteurs de la 3CLP™ du SARS-CoV-2 ont
pu étre développés jusqu’a obtenir leur autorisation sur différents marchés grace a
I'efficacité et la sécurité qu’ils ont démontré au travers différents essais précliniques et
cliniques. Il s’agit du PAXLOVID™ (nirmatrelvir/ritonavir), du XOCOVA™ (acide
fumarique ensitrelvir) et du XIANNUOXIN™ (simnotrelvir/ritonavir).

Néanmoins, ces traitements présentent quelques limites. Tout d’abord, le nirmatrelvir
et le simnotrelvir doivent étre administrés avec le ritonavir afin d’améliorer leur profil
pharmacocinétique. Il s’agit d’'un inhibiteur des cytochromes P450 3A4 qui amene un
risque non négligeable d’interactions médicamenteuses. L’acide fumarique
ensitrelvir n’a pas besoin d’étre co-administré avec le ritonavir, néanmoins, des
premiers résultats ont montré qu’il s’agirait potentiellement d’un inhibiteur des
cytochromes P450 3A4. Egalement, I'apparition de mutants résistants a déja été
observée pour le nirmatrelvir et 'ensitrelvir, rendant impératif d’exercer une vigilance

accrue de leur apparition. De plus, il est probable que dans le futur nous devions faire
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face a 'émergence de nouveaux coronavirus, potentiellement responsables d’autres
pandémies. Il est donc nécessaire de continuer la recherche sur I'élaboration
d’antiviraux a large spectre, y compris sur la protéase 3CL qui est une cible clé dans

la réplication virale des coronavirus.
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