De nouvelhis perspectives
en thérapie
antivasculaire

Pourquoi faire compliquer
quand on peut faire simple ?

Mouad Alami est directeur de recherche au Centre National de
la Recherche Scientifique (CNRS] a la faculté de pharmacie de
Chétenay-Malabry' et responsable de ['équipe Conception et
Synthése de Molécules d’Intérét Thérapeutique (CoSMIT).

Ce chapitre a pour objectif
de présenter U'apport de la
chimie de synthése dans les
récents résultats de l'équipe
CoSMIT (Figure 1) obtenus
dans le domaine de l'onco-
logie, avec la conception de
nouveaux agents en thérapie
antivasculaire.

ILn’est pas inutile de brosser,
en quelques lignes, l'évolution
de Uinnovation thérapeutique
en rappelant quelques dates
historiques tracant les inno-
vations dans le domaine de
l'oncologie (Figure 2).

Deux périodes peuvent étre
distinguées, avant et aprés
2001. La période avant 2001,
faisant appel a de la chimio-
thérapie dite conventionnelle,

1. www.biocis.u-psud.fr

est caractérisée par l'utilisa-
tion d'agents alkylants, dont
le premier fut le gaz moutarde
dés les années 1940. A par-
tir des années 1960, le béné-
fice des polychimiothérapies
fondées sur des associations
d'agents alkylants tels que
le protocole MOPP a été mis
en avant. Quant aux années
1990, elles ont été marquées
par larrivée des dérivés de
taxanes (Taxol® et Taxotére®),
composés issus de produits
naturels et agissant comme
des antimitotiques? par inhi-
bition de la dépolymérisation
des microtubules. Avec l'ave-
nement de l'immunothérapie,

2. Antimitotique : inhibiteur de la
mitose (division cellulaire) empé-
chant la prolifération cellulaire.
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Conception et Synthése de Molécules
d’?ntérgtﬁhérapgutique :

L'équipe Conception et Synthése de Molécules d’Intérét Thérapeutique (CoSMIT) est une des quatre équipes
des laboratoires BioCIS (Biomolécules : Conception, Isolement, Synthése), une Unité Mixte de Recherche
CNRS/Université Paris-Sud.
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Agents alkylants Début de Imatinib (Gleevec®)
baisse de Inhib. kinase BCR-ABL & i °)
Moutarde azotée Cyclophosphamide  Cisplatine || |a mortalité F:::;:tah.ullne (Zyb{l;?[s,t::) )
lymphomes tumeurs solides par cancer Bevaci . X ]
(Avastin®) i
Anti-angiogénique i
T :
1943 1948 1959 1966 1978 1990 1992 1995 1997 2005 2011 2016
Antifolates Poly-chimiothérapie Taxol® ADC
Méthotrexate Protocole (MOPP) & (USA) — Adcetris®
(leucémies) Maladie de Hodgkin thuxnn'ab Lymphomes
Moutarde azotée, Oncovin S (15" MAb Anti-CD20) —
(vincristine), Prednisone, Taxotere Lymphomes Ipilimumab (Yervoy®)
Procarbazine (France/Gif) non-hodgkiniens Immunomodulateur
Anti-CTL-4
Mélanome métastatique

Une petite histoire
des anticancéreux.

le rituximab fut le premier
anticorps monoclonal®
approuvé par la « Food and
Drug Administration » (FDA)
en 1997 pour le traitement
des lymphomes non-Hodg-
kiniens.* A partir de 2001,

3. Anticorps monoclonal : anti-
corps issu d'une méme souche
de lymphocyte.

4. Lymphome non-Hodgkinien
cancer du systeme lymphatique
le plus commun, caractérisé par
la présence de grosses cellules
atypiques et par la formation d’'un
néoplasme (tissu anormal nouvel-
lement formé).

avec les connaissances
acquises sur les mécanismes
de développement tumoral,
commence alors Uere de la
chimiothérapie dite ciblée ; le
premier médicament mis sur
le marché est uninhibiteur de
kinases®, 'imatinib (Glivec®).
Quelques années aprés en
2005, nous assistons a la mise
sur le marché du premier anti-
corps monoclonal anti-angio-
génique, U'Avastin®. Lannée

5. Kinase : enzyme de premier plan
catalysant une réaction de phos-
phorylation.



2011 est une date marquante
car la FDA a agrée l'Adce-
tris®, le premier médicament
immuno-conjugué ou ADC
(« Antibody-Drug Conjugates »)
combinant un anticorps mono-
clonal lié de facon covalente a
un agent cytotoxique indiqué
pour le traitement de lym-
phomes. C'est en 2016 que
la fosbrétabuline, chef de file
des agents antivasculaires, a
recu le statut de médicament
orphelin aux Etats-Unis et en
Europe pour le traitement de
tumeurs neuro-endocrines et
du glioblastome multiforme.

L'année 2011 est également
une autre date marquante
révolutionnant l'histoire de
l'innovation thérapeutique
en oncologie avec larri-
vée d'anticorps monoclonaux
immunomodulateurs, qui vont
renforcer et stimuler le sys-
téeme immunitaire des patients
pour aller combattre les
cellules tumorales, contrai-
rement aux traitements
classiques (chimiothérapies
conventionnelle et ciblée), qui
agissent en détruisant les cel-
lules tumorales.

Stratégies

antitumorales
anti-angiogénique
et antivasculaire

1.1. Stratégie anti-
angiogénique

La stratégie anti-angiogé-
nique se caractérise par
trois phases tenant compte
de l'évolution pathologique
(Figure 3). Durant la premiére
phase dite dormante ou avas-
culaire, ily a un équilibre entre
les phénomenes de prolifé-
ration et de mort des cellules

o Phase dormane ou avasculaire o Phase vasculaire
«Tumeur de petite taille - Développement de nouveaux vaisseaux
« (D <1-2mm) « Croissance tumorale locale
- Potentiel métastatique

Switch angiogénique
Résultant de la surexpression
de facteurs pro-angiogéniques.
ExVEGF

Equilibre entre
prolifération et apoptose

Equilibre rompu
prolifération > apoptose

Les trois phases de développement de la tumeur ciblées dans la stratégie
anti-angiogénetique.

Source : Folkman J. (1971). N. Engl. J. Med., 285 : 1182.

cancéreuses [(apoptose®),
alors que durant la derniére
phase (phase 3], cet équilibre
estrompu et les phénomenes
de prolifération sont large-
ment dominants par rapport
a l'apoptose.

Le passage de la phase 1a la
phase 3, un événement clé de
latumorigenése, est appelé le
switch angiogénique, avec la
surexpression de facteurs de
croissance pro-angiogéniques
comme notamment le VEGF
(« Vascular endothelial growth
factor »), qui est le facteur de
croissance de l'endothélium
vasculaire’. Depuis son iden-
tification, le VEGF est devenu
une cible de choix dans le
cadre de cette stratégie thé-
rapeutique utilisant le blocage
de l'angiogenése.

6. Apoptose : processus naturel
de mort cellulaire programmée,
assurant alors lautodestruction
des cellules et en limitant donc la
prolifération.

7. Endothélium vasculaire : couche
la plus interne des vaisseaux san-
guins, en contact direct avec le
sang.
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Judah Folkman (1933-2008) a été
le premier a imaginer une stratégie
anti-angiogénique en 1971.

Bien que cette stratégie anti-
angiogénique ait été émise la
premiere fois par la méde-
cin biologiste Judah Folkman
en 1971 (Figure 4), il a fallu
attendre quasiment trente-
cing ans pour apporter la
preuve de concept en thérapie
humaine avec la mise sur le
marché d'un anticorps mono-
clonal humanisé, le bevacizu-
mab (Avastin®). Depuis 2005,
plusieurs petites molécules
issues de la synthése orga-
nique inhibitrices des récep-
teurs tyrosine-kinases VEGFR
ont recu également l'autori-
sation de mise sur le marché
(sunitinib, sorafenib, pazopa-
nib, etc).

1.2. Stratégie anti-vasculaire

Contrairement a la stratégie
anti-angiogénique ciblant
le VEGF et prévenant la for-
mation de néo-vaisseaux,
la stratégie antivasculaire
cible la néo-vascularisa-
tion antitumorale (Figure 5).
Cette stratégie a été rendue
possible par lidentification
de molécules capables de
détruire sélectivement cette

néo-vascularisation en vue
de réduire rapidement le flux
sanguin et inhiber la crois-
sance tumorale par nécrose,
plutét que par apoptose
comme cela est le cas lors
d'une stratégie anti-angiogé-
nique.

ILest clair que cette stratégie
antivasculaire n'a de réalité
qu’a partir du moment ou
ces molécules dites antivas-
culaires sont capables de
distinguer entre le réseau
vasculaire normal (Figure 6A)
et le réseauvasculaire autour
de latumeur (Figure 6B) qu’est
cette néo-angiogeneése.

Il a été effectivement montré
qu’il existe des différences
constitutives entre réseaux
vasculaire normal et tumo-
ral : le premier est organisé,
stable, peu perméable, et
caractérisé avec un endo-
thélium en équilibre, des cel-
lules péricytes® organisées
et une perméabilité controlée
assurantainsi un flux sanguin
régulé. Quant au second, il

8. Cellules péricytes : cellules
murales entourant l'endothélium
vasculaire pour les protéger.

Cible thérapeutique :
@ Néo-vascularisation

tumorale

STRATEGIE ANTIVASCULAIRE
détruit les néo-vaisseaux formés

induit une réduction rapide du flux sanguin

inhibe la croissance
tumorale par nécrose

La stratégie antivasculaire détruit les néo-vaisseaux qui irriguent la
tumeur, menant a la nécrose de celle-ci.
Sources : Denekamp J. et coll. (1982), Br. J. Cancer, 46 : 711 ; Siemann
D.W. et coll. (2017), Cancer invetigation, 35 : 519.



A Réseau vasculaire normal B Réseau vasculaire tumoral Figure 6

Néo-angiogenése tumorale :

AJ observation d'un réseau
vasculaire normal ; B] observation
d’un réseau vasculaire tumoral.

est désorganisé, perméable,
en remodelage permanent et
caractérisé par l'absence de
péricytes ainsi qu'une per-
méabilité accrue induisant un
flux sanguinirrégulier au sein
de la tumeur. Il est mainte-
nant bien admis que ces dif-
férences sont a l'origine de la
sélectivité observée avec les
agents antivasculaires.

Une nouvelle classe
thérapeutique de
molécules antitumorales

2.1. La combrétastatine A-4

La combrétastatine A-4 (CA-4)
a été isolée en 1989 des
feuilles d'un arbre d'Afrique

du Sud, Cambretum caffrum
(Figure 7A). Cette molécule
posséde deux noyaux aroma-
tiques, A et B, portant quatre
groupements méthoxyle
(-OCH,, noté -OMe] et un grou-
pement hydroxyle (-OH). La
structure cristallographique
de ce stilbene de configuration
Zrévele que la molécule n'est
pas plane ; elle se présente
sous la forme d'une pince
a sucre ou les deux noyaux
aromatiques sont situés dans
un méme demi-espace ; les
plans formés par les deux
noyaux aromatiques A et B
forment un angle diedre de
53° (Figure 7B).

Les premieres évaluations
biologiques (Figure 8) ont

A Isolement - 1989 - Combretum caffrum B Structure cristallographique RX

MeO OMe OMe

Combrétastatine A-4

A) Structure chimique la combrétastatine A-4 (CA-4), isolée des feuilles d’un arbre Sud Africain ; B] structure
cristallographique de la CA-4 en forme de pince a sucre.
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Evaluation biologique

« Acivité cytotoxique (nM)
« Inhibition polymérisation de la tubuline (uM)
« Acivité antivasculaire

In vitro

< In vivo

« Faible efficacité antitumorale de la CA-4
- faible stabilité chimique
- isomérisation de la double liaison Zen £
« faible hydrosolubilité
- mauvaise pharmacocinétique

Evaluation biologique de
la combrétastatine A4

montré que la CA-4 possede
des activités cytotoxiques a
des concentrations nanomo-
laires (de Lordre de 1077 mol/L,
ou nM) vis-a-vis de nom-
breuses lignées cellulaires
tumorales. Elle a non seule-
ment la capacité d'inhiber la
polymérisation de la tubuline’
a des concentrations micro-
molaires en se fixant sur le site
de la colchicine, mais le point
le plus important est qu'elle
posséde des propriétés anti-
vasculaires, contrairement
aux antimitotiques classiques
(taxanes et colchicine).

Malheureusement, dés les
premieres évaluations bio-
logiques in vivo, la CA-4 s’est
avérée inefficace du fait d'une
instabilité chimique imputable
a lisomérisation de la double
liaison Zconduisantal'isomeére
inactif E, et sans doute aussi a
cause de sa faible hydrosolubi-
lité, a Lorigine d’'une mauvaise
pharmacocinétique'.

Le probleme de la faible
hydrosolubilité de la CA-4 a été
résolu via la préparationd’une
prodrogue phosphate’, appe-
lée fosbrétabuline (Zybrestat®,
Figure 9), développée par
Mateon Therapeutics aux
Etats-Unis (Figure 9). Il s'agit
de la premiere molécule dis-
ponible sur le marché avec ce
type de mécanisme d’action
(first-in-class). Le Zybrestat®

9. Tubuline protéine, princi-
pal constituant du cytosquelette
(ensemble organisé de polymeéres
biologiques contribuant aux pro-
priétés architecturale et méca-
niques des cellules).

10. Pharmacocinétique : devenir
d'un médicament dans l'organisme.
11. Prodrogue : substance ou
médicament qui va se transfor-
mer en principe actif apres son
administration au patient.

a recu en 2016 le statut de
médicament orphelin aux
Etats-Unis et en Europe pour
le traitement de tumeurs neu-
roendocrines'? et de glioblas-
tomes™ multiformes.

Depuis lidentification des
propriétés antivasculaires
de la combrétastatine A-4
en 1997, un fort intérét a été
porté a cette petite molécule
de la part de la communauté
scientifique académique mais
également du milieu indus-
triel, comme en témoignent
les nombreuses publications
et brevets parus sur ce sujet ;
pas loin de trente-mille molé-
cules ont été dénombrées par
la base de données Sci-Finder
comme analogues de la com-
brétastatine A-4 (Figure 10).

Les études de relation struc-
ture-activité ont montré que :

- les quatre groupements
méthoxyle (-OMe] jouent un
role important sur lactivité
antivasculaire de la molécule ;

- le groupe hydroxyle (-OH)
peut étre modifié par des
groupements bioisostériques™
mais constitue également une
fonction importante pour la
préparation de prodrogues.

Mais 'élément structural
le plus important au main-
tien d'une cytotoxicité nano-
molaire de la CA-4 est la
configuration Z [« cis ») de la

12. Neuroendocrine : qui se rap-
porte au systéme neuroendo-
crinien, un réseau de cellules
nerveuses émettant des neurones
et des signaux nerveux.

13. Glioblastome : tumeur du cer-
veau la plus courante chez l'étre
humain.

14. Bioisostérique : qui se rapporte
a un bioisostére, composé possé-
dant des propriétés (physiques,
chimique ou biochimique) sem-
blables a celles d’une biomolécule.



double liaison (Figure 11). Il
faut signaler que l'isomeére £
est cent fois moins actif que
l'isomére Z. Pour obtenir des

analogues stables de la CA-4,
lesrecherches de nombreuses
équipes se sont focalisées a
incorporer principalement
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Augmentation de lintérét scientifique pour les analogues de la combrétastatine A-4 au regard des publications et

brevets.

cis-Configuration est essentielle

Incorporation dans cycles/hétérocycles pour maintenir une rigidité structurale

le, py le, triazole, té le, fi ...)

approprié pour :

- modifications bio-isostériques

- préparation de prodrogues

@0 (34
(med) (ome) ~ (ome)

Important Important

La configuration cis de la double
liaison de la combrétastatine A-4
est essentielle pour son activité
antivasculaire.
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Il est intéressant d’étudier lactivité
biologique de tous les isoméres

de la combrétastatine A-4 : E, Z et
isocombrétastatine A-4.

cette double liaison dans un
cycle ou un hétérocycle envue
de maintenir une rigidité struc-
turale nécessaire a lactivité
biologique. Cette contrainte
a conduit a des molécules de
plus en plus complexes, dont
la synthése est de plus en plus
difficile.

2.2. Lisocombrétastatine A-4

Nous avons vu que la molé-
cule naturelle CA-4 est de
configuration Z et possede
un angle diédre de 53°. A
titre d’exemple, cette molé-
cule montre une activité
cytotoxique nanomolaire
sur la lignée HCT116 (cancer
colorectal] et une capacité a
inhiber la polymérisation de la
tubuline a une concentration
micromolaire (Figure 12).

Sous leffet de la lumiere, de
la chaleur ou du pH, la CA-4
s'isomérise facilement pour
donner l'isomére E, thermo-
dynamiquement le plus stable
mais qui est cent fois moins
actif (Figure 12). Bien que plus
de trente mille molécules
analogues de cette molécule
aient été rapportées dans la

littérature scientifique, per-
sonne n‘avait pensé et décrit
Uisomere oublié ou les deux
noyaux aromatiques A et B
sont sur le méme carbone :
l'isocombrétastatine A-4,
ou isoCA-4 (Figure 12). Cette
molécule, isomeére non naturel
de la CA-4, posséde un profil
biologique (cytotoxicité, inhibi-
tion de la polymérisation de la
tubuline, induction de l'apop-
tose, etc.) rigoureusement
identique a celui de la molé-
cule naturelle, sans toutefois
présenter le risque d'isomé-
risation. De plus, l'étude cris-
tallographique de l'isoCA-4
révele que cette molécule pos-
séde un angle diédre voisin de
celuide lamolécule naturelle.
L'activité antiproliférative
de l'isoCA-4 a été testée sur
de nombreuses lignées cel-
lulaires tumorales d'origine
humaine (Tableau). Dans tous
les cas étudiés, l'isoCA-4 s'est
révélée extrémement cyto-
toxique montrant une concen-
tration inhibitrice ICy, variant
de 1 a 8 nanomolaires. Une
autre propriété singuliére et
importante de l'isoCA-4 est
son niveau d’activité a des

CA-4: (E)-isomére
100 fois moins actif

o=
Meo @ @ oH
_ 0;&\0‘\ / Med
t‘\‘: CA-4:(2)-isomere

M IC,, (HCT116%) = 2,3 nM

/ 15, (IPT*) = 2,1 uM

Angle diedre =53°

yS'Q
MeO, @ Y isoCA-4
MeO ...l'isomére oublié ! . 3 .
OMe AUCUNE ISOMERISATION ! isoCombrétastatine A-4

OMe

wolow

(isoCA-4)
IC;, (HCT116%) = 2,0 M
IC5, (IPT*) = 2,0 uM
Angle diedre =68 °

Fr-brevet, Avril 2007
(W02008/122620)

Pourquoi faire compliqué
quand on peut faire simple !




Concentrations inhibitrices des isoCA4 sur les lignées résistantes ou non : elles sont toutes du méme ordre de

grandeur.

Lignées cellulaires tumorales d'origine humaine m

B16F10

us7

A549
MDA-MB435
MDA-MB231
H1299
BL2-B95.8
BL41-B95.8
MiaPaca?2
LS174T
K562

MCF7
HCT116
HL60
HUVEC

MCF7R
HCT15R
HL60OR

Mélanome

concentrations nanomolaires
sur des lignées résistantes,
notamment sur les trois
lignées résistantes décrites
en bas du Tableau (cancer du
sein, carcinome colorectal et
leucémie promyélocytaire).
Dans le cadre d'un développe-
ment préclinique de l'isoCA4,
les profils biologique in vitro,
physico-chimique, ADMET
(« absorption, distribution,
metabolism and excretion -
toxicity »), de sélectivité ainsi
que la démonstration de la
preuve de concept de son effi-
cacité antitumorale in vivo ont
été réalisés (Figure 13).

C'est dans le cadre de ces
résultats tres encourageants
qu'est intervenue la labelli-
sation par la Ligue contre le

Glioblastome

Adénocarcinome alvéolaire basal épithélial
Cancer mammaire

Cancer mammaire hormona-dépendant
Cancer du poumon non a petites cellules
Lymphome de Burkitt

Lymphome de Burkitt infecté par EBV
Cancer du pancréas

Cancer du colon vascularisé

Leucémie myéloide chronique

Cancer du sein

Carcinome coloréctal

Leucémie promyélocytaire

Cellules endothéliales

Cancer du sein résistant (Paclitaxel)
Carcinome coloréctal résistant (5-Fluorouracile)
Leucémie promyélocytaire résistante (Doxorubicine)

A DN W D = N 0 ol 68 01 NN O &~ W 00 o

Profil biologique in vitro Profil physico-chimique

« inhibition polymérisation tubuline

- cytotoxicité (panel lignées tumorales)
« apoptose

« cycle cellulaire

- activité antivasculaire

- stabilité & conservation
« hydrosolubilité
« synthése multi-grammes

Profil ADMET

« stabilité & métabolique

« stabilité plasmatique

« interaction protéines plasmatiques
- dose maximale tolérée (MTD)

EFFICACITE antitumorale in vitro Profil de sélectivité

« activité antivasculaire (IRM)

-

« efficacité antitumorale (comb. vs mono)

« profil pharmacologique
« off-targets (effets indésirables)

Cancer de l'équipe CoSMIT
a travers un programme de
recherche en trois volets
(Figure 14) : un premier volet
pour « démontrer une effica-
cité antitumorale », le deu-
xiéme pour « rechercher des
molécules de seconde géné-
ration hétérocycliques », et le

Eléments déterminants d'un profil
biologique in vitro.
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N4

— Ontimi

M) PROJET « ASC-OCTAVE » LABELISE

Analogues Stables de la Combrétastatine :
d’un Candid

2014-2018
Volet 1

A | une EFFICACITE
ANTITUMORALE
via une approche

OMe  isoCA4

("~ Démontrer

de vectorisation I hétérocycliques

MeO OMe
ORC
MeO = 0Me

pour une Thérapie Anti-Vasculaire Efficace
Volet 2 Volet 3
Identifier Concevoir et
des MOLECULES synthétiser des
DE SECONDE MOLECULES DUALES
GENERATION agissant sur

| descibles multiples

Labellisation de CoSMIT par La
Ligue contre le cancer a travers le
programme de recherche en trois
volets intitulé « ASC-OCTAVE ».

derniervolet pour « concevoir
des molécules duales », c’est-
a-dire possédant deux phar-
macophores' agissant sur
deux cibles différentes mais
convergeant bien évidemment
vers le méme effet antitumo-
ral. Seuls les deux premiers
volets de ce programme de
recherche seront présentés.

Efficacité antitumorale
antivasculaire
de UisoCA-4

3.1. Test d’activité
antivasculaire

La preuve du concept de l'acti-
vité antivasculaire de l'isoCA-4
a été réalisée sur un modele
de xénogreffe' de tumeurs
humaines sur souris nude
(lignée LS-174T de tumeur
humaine de colon hyper-vas-
cularisée). La souris recoit
une seule injection en intravei-
neuse de 10 % de la dose maxi-
male tolérée de la prodrogue
de l'isoCA-4 soluble dans

15. Pharmacophore : ensemble
des parties médicalement actives
d'une molécule.

16. Xénogreffe : transplantation
d'un greffon ou le donneur est
d'une espece différente de celle
du receveur.

l'eau (Figure 15). Trois heures
apres, un agent de contraste,
le Dotarem®, est injecté puis
la vascularisation autour de
la tumeur est analysée par
Imagerie par Résonance
Magnétique (IRM) (Figure 16).

La Figure 16 représente les
coupes des tumeurs de sou-
ris contrdle et traitées. Les
coupes des souris traitées par
l'isoCA-4P sont dans la partie
inférieure de la figure. Les
images obtenues apres injec-
tion de l'agent de contraste
(Dotarem®) sont & droite.

Dans le cas des souris non
traitées [(souris contrdle),
trois heures apres injec-
tion de l'agent de contraste,
un rehaussement du signal
autour de la tumeur est
observé. Cela témoigne de
la diffusion de l'agent de
contraste autour de latumeur
via le réseau vasculaire.

Dans le cas des souris traitées
par l'isoCA-4P (45 mg/kg),
['absence de rehaussement de
signal signifie une absence de
diffusion du Dotarem® au sein
de latumeur et démontre sans
ambiguité l'effet antivascu-
laire recherché a travers une
destruction de la néo-vascu-
larisation par l'isoCA-4P.

Ce résultat a été corroboré
par l'examen anatomo-patho-
logique de la tumeur apres
autopsie des souris (Figure 17).
L'histopathologie révele une
nécrose'’ tumorale de plus de
90 % apres traitement avec
réduction de la densité vascu-
laire périphérique.

Apres avoir montré les pro-
priétés biologiques in vitro de
U'isoCA-4 (cytotoxicité, inhi-
bition de la polymérisation

17. Nécrose : mort d'un tissu vivant.



LS174T xénogreffe

t,+3h

—————
Injection de dotarem ,f'
(agent de contraste)

IRM analyses
—_

e

t,:iv - 1 seule injection
isoCA4P - 10 % MTD

MTD* = 450 mg/kg

*dose maximale tolérée

Analyses
A T

t,+48h
P
Autopsie

vascularisation tumorale

Protocole de test de l'activité antivasculaire in vivo de ['isoCA4.

avant dotarem

Controle
(Nacl)

Souris traitées
isoCA4P
(45 mg/kg)

aprés dotarem
t, t+3h

Rehaussement du signal par IRM
pénétration du dotarem
via le réseau vasculaire de la tumeur

Pas de pénétration
du dotarem dans la tumeur

s

Destruction du réseau
vasculaire

LS174T xénogreffe ==~

NaCl 0,9 % (controle)

Autopsie
t+48h
—_— -
Evaluation de la densité
des néovaisseaux restants
autour de la tumeur
par immunohistochimie

isoCA-4P (45 mg/kg)
48 h, nécrose > 90 %

Histopathologie de la tumeur

de la tubuline, apoptose,
etc.) et apporté la preuve de
concept de Uefficacité antivas-
culaire d'une prodrogue de

l"isoCA-4 par IRM, nous nous
sommes attelés a démontrer
une efficacité antitumorale
in vivo sans avoir a préparer

Etude de lactivité vasculaire in vivo
de lisoCA-4P par IRM : coupes des
tumeurs avant [gauche] et aprés
(droite] injection du Dotarem® pour
une souris contréle [haut] et une
souris traitée (bas).

Histopathologie tumorale :
observation d’'une nécrose effective
apreés traitement.
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O Efficacité antitumorale

= en combinaison vs monothérapie

Evaluations biologiques in vitro et in vivo de ['isoCA-4 dans le cadre d'un

développement préclinique.

une prodrogue de l'isoCA-4
(Figure 18). Dans ce contexte,
un protocole en combinaison
avec un autre agent de chimio-
thérapie conventionnelle a été
privilégié. Il fait appel a une
approche d'encapsulation et
de vectorisation permettant
un adressage spécifique du
tissu tumoral et réduisant
ainsi d'éventuels effets indé-
sirables.

3.2. Vectorisation par
squalénisation de l'isoCA-4

Le Chapitrede P.Couvreur dans
cet ouvrage Chimie et biologie
de synthese : les applications
(EDP Sciences 2019) a montré
que la gémcitabine-squaléne
(Figure 19), un antimétabo-
lique lié par une liaison cova-
lente avec l'acide squalénique,
forme des nanoparticules
stables dans le milieu plas-
matique et possede une meil-
leure pharmacocinétique que
la gemcitabine libre. Ainsi, a
une dose cing fois inférieure

acelle de la gemcitabine libre
(100 mg/kg), les nanoparti-
cules Gem-SQ (20 mg/kg)
montrent in vivo une activité
antitumorale spectaculaire
(modéle leucémie)®, liée a la
diminution des mécanismes
de résistance.

En vue d'une synergie anti-
tumorale et tout en évitant
la préparation de prodrogues
de l'isoCA-4, notre stratégie a
donc consisté a préparer des
nanoparticules mixtes combi-
nant a la fois la gémcitabine et
l'isocombrétastatine A-4.

Nous avons montré que
l'ajout de l'isoCA-4 a la par-
ticule gemcitabine-squaléne
(Gem-SQ) conduit a la forma-
tion d'une nouvelle nanopar-
ticule Gem-SQ/isoCA-4 dans
un ratio 1/1 (Figure 20). Dans
ce cas, la nanoparticule est
formée parinclusion de l'agent

18. Harivardhan-Reddy, L.; Marque
P.-E.; Dubernet, C. et coll. (2008).
J. Pharm. Exp. Therapeut. 325, 484—
490.



Liaison covalente
——

Squaléne

- 133+£3nm

Nanoparticule
Gémcitabine-Squaléne
Gem-SQ

Gémcitabine

Structure de la gémcitabine-
squaléne formée par liaison
covalente entre ses deux
parties (3 droite : observation de
nanoparticules de gémcitabine-
squaléne).

133+3nm

Nanoparticule
Gémcitabine-Squaléne

L

Gem-SQ o)

MeO. i l OH
MeO OMe

OMe isoCA4

~
Cad

inclusion

142+ 6 nm

Nanoparticule
Gémcitabine-Squaléne/isoCA4
Gem-5Q/isoCA4

Formation de nanoparticules mixtes de Gem-SQ/isoCA-4 par inclusion.

antivasculaire hydrophobe,
l'isoCA-4, la gemcitabine
et l'acide squalénique étant
liés par une liaison covalente
(Figure 20). Cette technolo-
gie permet d’obtenir, pour
la premiere fois, des nano-
particules Gem-5Q/isoCA-4
contenant environ 60 % en
poids de principe actif par
nanoparticule (27 % Gem et
33 % isoCA-4), a comparer aux
quelques pourcents seulement
pour les autres nanovecteurs.
Cette particularité permet
une réduction importante des
doses administrées. L'étude
des propriétés de cette nano-
particule révele que Gem-SQ/
isoCA-4 :

- est plus stable que Gem-5SQ ;

- posséde un temps de demi-
vie plasmatique supérieur a
celui de la Gem-SQ ;

- posséde des activités anti-
prolifératives similaires aux
molécules libres isoCA-4 ou
Gem-SQ ;

- se délivre bien a lintérieur
de la cellule.

Lefficacité antitumorale de ces
nanomédicaments Gem-SQ/
isoCA-4 contenant deux prin-
cipes actifs antitumoraux
ayant des mécanismes d'ac-
tion différents a été évaluée
invivo sur un modele de xéno-
greffe de tumeurs humaines
(LS-174T) sur des souris nude
(Figure 21). Ainsi, & la dose
de 21 pmol/kg, c'est-a-dire
5,5 mg de Gem-SQ et 6,5 mg/
kg de l'isoCA-4, et en compa-
raison a différents contréles,
la nanoparticule Gem-5SQ/
isoCA-4 a conduit a une quasi
compléte régression tumorale
(93 %) chez la souris.

Il est important de souli-
gner que ces résultats sont
obtenus sans aucune toxicité
apparente, car les souris qui
ont recu ces nanoparticules
reprennent du poids au bout de
quelques semaines (Figure 22,
les deux courbes supérieures).
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10° cellules (LS174T)
Age

¥ 4iv (veine latérale de la queue)

m 122

Tai 5-6 semaines ¥ 1 semaine ¥ ¥ ¥
Efficacité tumorale des C:.L&::z’tg e
nanoparticules Gem-5Q/isoCA-4. %' | s
e | ——
(\Liwﬂxénogreff’e:}

Volume tumoral (cm)

EtOH30%
is0CA-4 (30 % EtOH, 6,5 mg/kg)
saline 0,9 %

SQCOH

Gem (5,5 mg/kg)

Gem/isoCA-4 (30 % EtOH)
(5,5 mg/kg ; 6,5 mg/kg)

Gem-5Q (5,5 mg/kg)

Gem/isoCA-4 (21 pmol/kg)
(5,5 mg/kg ;6,5 mg/kg)

Figure 22 10+

Test de Toxicité des nanoparticules
Gem-SQ/isoCA-4 : variation
temporelle (%] du poids corporel

Gem-SQ/isoCA-4 (21 pmol/kg)

Gem-SQ (21 pmol/kg)

des individus ou ceux traités a
la Gem-SQ/isoCA-4 subissent la
meilleure reprise de poids aprés
trois semaines.

-5

~10 4

~15 4

-20 4

Changement de poids corporel relatif (%)

=25 -

T———r T 1
SQCO;H (21 pmol/kg)

Saline 0,9 %
isoCA:4 (30 % EtOH, 21 pmol/kg)

Gem/isoCA-4 (30 % EtOH, 21 pmol/kg)

Gem (21 pmol/kg)

20 25

Molécules de seconde
génération

Dans le cadre du programme
ASC-OCTAVE labellisé par la
Ligue contre le Cancer, aprés
avoir démontré Llefficacité
antitumorale de l'isoCA-4

Labellisation par la Ligue contre le
Cancer du projet ASC-OCTAVE.

\
" -

(N | ’ PROJET « ASC-OCTAVE » LABELLISE
\%

%%E;’fé / Anal bles dela Combré

Optimisation d’un C;ndidat pour une Thérapie Anti-Vasculaire Efficace

2014-2018
Volet 1 Volet 2 Volet 3
Démontrer Identifier Concevoir
une efficacité des molécules et synthétiser
antitumorale de seconde des molécules duales
via une approche génération agissant sur des cibles

de vectorisation

MeO s OMe
DG
MeO “~0Me

OMe isoCA4

hétérocycliques

développer des outils
chimiques appropriés

multiples

(volet 1], nous nous sommes
attelés a développer des molé-
cules de seconde génération
(volet 2) comportant un hété-
rocycle alaplace ducycle B et/
ou du cycle A (Figure 23). Pour
atteindre nos objectifs, il est
nécessaire de développer des
outils de synthese efficaces
permettant d’obtenir les molé-
cules cibles en un minimum de
temps et d'étapes.

4.1. Stratégies de synthese
pour une chimie flexible

L'Encart « Des stratégies de
synthése pour les chimistes »
montrent différentes voies de
synthése explorés pour obte-
nir l'isoCA-4.



DES STRATEGIES DE SYNTHESE POUR LES CHIMISTES

Initialement, l'isoCA-4 a été préparée par une réaction dite de Wittig (Figure 24, en haut a
gauche) en transformant la fonction carbonyle en une double liaison, ou par condensation
d’un organolithien (R-Li) sur une acétophénone suivie d’'une réaction de déshydratation
(Figure 24, en haut a droite). Mais bien que ces deux processus fonctionnent chimiquement
bien, le premier n'est pas convergent, et le second n’est pas général.

Nous avons examiné d’autres voies de synthése faisant appel a de la chimie organométal-
lique et de la catalyse organométallique (Figure 24, en bas a droite) en réalisant le couplage
d'organométalliques de dérivés de l'étain ou de Grignard en présence de différents types de
catalyseurs métalliques et bimétalliques : palladium-cuivre ou fer-cuivre. Ces processus
fonctionnent eux aussi tres bien, mais nécessitent l'utilisation de réactifs organométalliques
en quantité stoechiométrique.

Trés récemment, nous avons développé un procédé purement catalytique utilisant la réac-
tion des N-tosylhydrazones avec un halogénure aromatique, catalysée par un complexe de
palladium, qui donne de meilleurs résultats (Figure 24, en bas a gauche).

MeO

MeO

Processus
non convergent
mkn

g}o

Processus
catalytique

\

ey

MeO

MeO

oxt

2/APTS
ChemMedChem 2009, 4,1912
i —_ s

e iy Processus
non général
Me

PdLi
R

D 0,
-

PdLn/Cul

FeCl,/CuTC \ QOM
Meo MeO
. ;M, Sollyy Processus
MeO stoechiométrique
R Me _

.
J. Org. Chem. 2009, 74,1337
OMe —_—

Différentes voies de synthése de
lisoCA-4.

Org. Lett. 2012, 14,2782

De plus, cette derniére stratégie de synthése permet d'explorer successivement les espaces
chimiques autour des cycles A et B et d'étudier leur importance sur l'activité antivasculaire.
En une seule étape, il est possible d’explorer Uinfluence de l'espace chimique (aromatique ou
hétéro-aromatique) du cycle B en utilisant une tosylhydrazone maintenant comme partenaire
nucléophile pour le cycle A (Figure 25A). Inversement on peut explorer le cycle A (aromatique ou
hétéro-aromatique) eninversant le processus ; cette fois-ci c’est le cycle A qui devient le parte-
naire électrophile variable, alors que le cycle B portant la N-tosylhydrazone est fixe (Figure 25B).

Ces réactions en une seule étape sont convergentes ; elles ne requiérent ni la préparation
ni U'utilisation de composés organométalliques steechiométriques, l'acces aux dérivés
N-tosylhydrazones, partenaires nucléophiles, est extrémement facile, les conditions opéra-
toires utilisées sont en outre généralement aisées, et les rendements obtenus sont élevés.

exploration de l'espace chimique
autour du cycle B aromatique
ou hétéroaromatique

MeO. .~ an Rﬁ Pfl / MeO .~
A + @ R | A
MeO = ™ 85 MeO P

OMe OMe

nucléophile électrophile

exploration de l'espace chimique
autour du cycle A aromatique
ou hétéroaromatique

électrophile

nucléophile

Stratégie de chimie flexible pour explorer l'espace chimique des cycles A et B de [isoCA-4 : A) réaction avec un
partenaire nucléophile invariable (cycle Al pour analyser Ueffets de différents substituants sur le cycle B ; B] réaction
avec partenaire nucléophile invariable (cycle B] pour analyser Ueffets de différents substituants sur le cycle A.
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4.2. Diversité moléculaire
des hétérocycles issus de la
chimie de N- tosylhydrazones

L'isoaminocombrétastatine a
été définie comme une cible
(Figure 26) au sein de laquelle
ont été intégrées différentes
modifications moléculaires
au niveau de l'atome d’azote
de la fonction aminée. Dans
ce contexte, des processus
multi-composants ont été
développés utilisant une
N-tosylhydrazone, un iodo-
chlorobenzéne, une amine et
une catalyse au palladium.
Au cours de ce processus,
en une seule étape, deux
liaisons carbone-carbone et
carbone-azote sont formées
(Figure 26A).

La Figure 26B illustre bien
le potentiel de ce processus
multi-composants utilisant
le méme principe réaction-
nel. Ainsi le remplacement
du composé iodochloroben-
zéne par un partenaire diha-
logéné contenant une fonction
imidate permet de former en
une étape trois liaisons : deux
liaisons carbone-azote et une
liaison carbone-carbone.

Pd | CHIMIE DE DERIVES N-TOSYLHYDRAZONES ET DIVERSITE MOLECULAIRE

= PROCESSUS MULTI-COMPOSANTS : formation d'oléfines substituées

# Formation 3 liaisons

Chimie de dérivés N-tosylhydrazones et diversité moléculaire :

A] formation de deux liaisons conduisant & des dérivés d'isoNH,CA-4

en une seule étape a partir de trois réactifs dont une amine ; BJ formation
de trois liaisons conduisant & des dérivés isohétérocombrétastatine en
une seule étape a partir de trois réactifs correctement fonctionnalisés.

A partir de la méme stratégie
faisant appel a de la chimie
des N-tosylhydrazones et une
catalyse au palladium, des
composés 1,1-aryl-hétéro-
aryléthylénes comportant un
hétérocycle carbazole ont été
obtenus. Dans ces conditions,
il est nécessaire d'utiliser
comme partenaire électrophile
un dérivé halogéné contenant
une liaison carbone-brome
et une liaison carbone-nitro
(Figure 27A). Les conditions
opératoires permettent de for-
mer la double liaison carbone-
carbone et d’induire de facon
tandem une étape de réduc-
tion de la fonction nitro, suivie
d’une cyclisation aboutissant a
l'hétérocycle carbazole.

Lorsque les liaisons réactives
carbone-brome et carbone-
nitro sont placées dans un autre
environnement sur lamolécule,
un processus tandem encore
plus complexe a lieu dans
lequel une liaison carbone-oxy-
gene est rompue et trois nou-
velles liaisons sont formées :
deux liaisons carbone-azote et
une liaison carbone-carbone
(Figure 27B). A travers ce nou-
veau processus inédit, des déri-
vés indole présentant un grand
intérét en chimie médicinale ont
été préparés.

4.3. Relation structure-
activité des iso-
hétérocombrétastatines

Nous avons testé la cytotoxi-
cité des molécules de seconde
génération ainsi que leur
capacité a induire une inhi-
bition de la polymérisation de
la tubuline. Une sélection des
meilleures molécules iden-
tifiées est résumée sur la
Figure 28. Atravers cette étude
de relation structure-activité,
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nous avons montré qu'il est
possible de modifier la nature
du cycle aromatique B et de
ses substituants, ainsi que la
possibilité d'obtenir des molé-
cules plus contraintes et ou
la double liaison et le cycle B
sont fusionnés. Un panel de
nouvelles molécules a été
identifié montrant des activi-
tés antiprolifératives et d’inhi-
bition de la polymérisation de
la tubuline trés intéressantes.

A partir de cette chimie trés
simple, en une étape, un tra-
vail de synthése important
a été réalisé permettant de
définir des relations struc-
ture-activité (RSA) autour
des molécules de seconde
génération de la famille de
l'isocombrétastatine A-4
(Figure 29). Les résultats des
études de RSA ont révélé que:

- les atomes d’hydrogene sur
la double liaison peuvent étre

contrainte entre la double
lizison et le cycle B
(cycles a 7 et 6 chainons)

cycle A et ses
substituants
peu éigibles A des
madifications |

[oH, NH,, F. N
|CH—CHCH,OH C=CCH,0H

OMe, OEt, OCHF 3

&

cycle B peut &tre remplacé par un
hétérocycle (pyridine, indole, carbazole)

Al La boite 4 outil développée dans
ces travaux permet de former deux
liaisons en une étape pour aboutir
a des dérivés carbazoles et ; B] par
coupure et formation de trois
liaisons, cette boite a outil permet
méme de former des indoles.

Relation structure-activité de
dérivés de lisoCA-4 concernant :
Al la pharmacomodulation

des substituants du cycle B ;

BJ la nature du cycle B hétéro-
aromatique versus aromatique ;

C] lintroduction de contraintes
entre la double liaison et le cycle B.
Sélection des meilleures molécules
les plus actives en termes de
cytotoxicité et Inhibition de la
Polymérisation de la Tubuline (IPT).

La relation structure/activité
de l'isoCA4 a été définie
complétement mais un a priori
est resté sur les groupements
méthoxyle du cycle A.
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remplacés par un atome de
fluor ;

- des contraintes conforma-
tionnelles sont tolérées a la
condition de former des car-
bocycles ou hétérocycles a 6
ou 7 chainons ;

- le substituant R" du cycle
aromatique B peut étre modi-
fié par des groupements bioi-
sostéres appropriés tel qu'un
atome de fluor, un groupe-
ment amino (-NH,), un azoture
(-N,) ou une chaine carbonée
éthylénique ou acélylénique
(Figure 29) ;

- le substituant R? du cycle
aromatique B peut étre éga-
lement modifié par des grou-
pements bioisostéres (-OEt,
-OCHF,, etc.) ;

- le cycle aromatique B peut
étre remplacé par des noyaux
hétérocycliques azotés de type
pyridine, indole ou carbazole ;

- la double liaison peut étre
réduite.

Tous les composés rappor-
tés dans la Figure 29, analo-
gues biologiquement actifs
de l'isoCA-4, possedent des

activités antiprolifératives
a des concentrations nano-
molaires et une capacité a
inhiber la polymérisation de
la tubuline a des concentra-
tions micromolaires (donc une
bonne activité). La caractéris-
tique structurale commune a
ces composés est la présence
du cycle A triméthoxyphé-
nyle, un élément structural
indispensable a l'activité anti-
tumorale et dont son rempla-
cement et/ou la modification
de ses substituants induit une
perte d’activité biologique.

Tres récemment, nos der-
niers travaux ont montré tout
Uintérét d'optimiser la struc-
ture chimique de l'isoCA-4 en
remplacant le cycle 3,4,5-tri-
méthoxyphényle (ou cycle
A) par un noyau hétérocy-
clique de type quinazoline
ou quinoléine, convenable-
ment choisis sur la base du
concept de « structures pri-
vilégiées ». Les molécules
isocombrétaquinazolines
appelées isoCoQ ou isocom-
brétaquinoléines appelées
isoCoQuines (Figure 30) ont

MeUUH
g
T Ohe isaCA-4UMe 6’%20"&

Cly, (Cytotox) =2 nM
Cly, (IPT) =2 uM

ChemMedChem 2015, 10,1392
WO 2015/155261 A1
IC,, (Cytotox) =6 nM

IC,, (PT)=0,6 uM

/,:LZ

OH

<, a OMe
o .
2,
%, Eur. J. Med. Chem. 2017, 127,1025
e WO 2015/155261

IC,, (Cytotox) = 09 1M
IC,, (IPT) =1 uM

Structure de l'isoCA-4 dont le cycle A a été modifié pour donner

les dérivés isoCoQ et isoCoQuine possédant d’excellentes activités
biologiques. A droite : représentation 3D des interactions entre la
molécule isoCoQ avec la tubuline au sein du site actif de la colchicine.



montré d’excellentes activités
prolifératives (Jamme subna-
nomolaire pour isoCoQuines)
et d'inhibition de la polyméri-
sation de la tubuline (gamme
submicromolaire pour iso-
CoQ]J.

L'intérét de ces hétérocycles
pauvres en électrons, contrai-
rement au noyau triméthoxy-
phényle, est leur aptitude a
conduire a une faible méta-
bolisation.

4.4. Pharmacologie
de sécurité cardiaque

Dans le cadre d'un dévelop-
pement préclinique, nous
avons examiné la capacité
des molécules nouvelle-
ment identifiées (isoCoQ et
isoCoQuine) a induire ou non
des effets cardiotoxiques par
rapport a celles comportant
un noyau 3,4,5-triméthoxy-
phényle. La pharmacologie
de sécurité cardiaque est
particulierement représen-
tée par le test du hERG, canal
potassique responsable de la
repolarisation cardiaque et
hautement impliqué dans les
phénomenes de prolongation
de lintervalle QT de l"électro-
cardiogramme, a l'origine des
arythmies cardiaques.

L'IC,, (concentration de la
molécule ainhiber 50 % de l'ef-
fet sur hERG) a été déterminée
en comparant l'isoCA-4 aux
molécules de seconde géné-
ration isoCoQ et isoCoQuine.
En fonction de la valeur de
cette IC;, il est possible d'ap-
précier le risque de toxicité
cardiaque ou arythmie car-
diaque' s'il est faible ou élevé

19. Arythmies cardiaques : troubles
irréguliers de la fréquence car-
diaque.

et P e

Composés isoCA-4 isoCoQ isoCoQuine
IC,, (ERG) nM 1600 19,800 63000
ICy, (HCT116) nM 1 6 0,9
index de sécurité 1600 3300 70000

cardiaque in vitro (iCSI)

risque faible risque modéré  risque élevé
IC,>10uM  1<IC,<10pM  IC,<1uM

<_|

Calcul de l'iCSI pour l'isoCA4 ainsi que les deux nouveaux composés a
cycle A modifié.

(Figure 31). La détermination
permet également d’apprécier
un autre parameétre nommé
index de sécurité cardiaque in
vitro (iCSI). Celui-ci est défini
comme étant le rapport des
valeurs des IC,, d'inhibition
de hERG et de lactivité anti-
proliférative sur une lignée
cellulaire d’intérét, ici HCT116.
Les résultats de la Figure 31
montrent clairement que l'in-
dex de sécurité cardiaque de
l'isoCoQuine est nettement
supérieur a celui de l'isoCA-4
etde l’isoCoQ, avec une valeur
de iCSl atteignant 70 000, lar-
gement supérieur aux 5 000,
définis par Novartis comme
marge suffisante de sécurité
cardiaque avant le début des
études in vivo (Figure 31).

Nos récents travaux ont mon-
tré tout Uintérét d'optimiser
la structure chimique de
l'isoCA-4 en remplacant le
cycle triméthoxyphényle par
un hétérocycle pour obtenir
deux nouvelles générations
de molécules, les isoCoQ et
les isoCoQuine (Figure 32),
potentiellement intéressantes
en application thérapeutique.
Signalons de plus qu'une nou-
velle famille a trés récem-
ment été identifiée, montrant
des activités antiprolifératives
dans la gamme picomolaire.
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OMe isoCA-4

1C,, (Cytotox) =2 nM
ICy (IPT) =2 pM

MeO 5 E OH
MeO

OMe

*HTC116 : carcinome colorectal
*IPT : inhibition polymérisation tubuline

ChemMedChem 2015, 10, 1392

WO 2015/155261 A1
IC,, (Cytotox) = 6 nM
IC5, (IPT) = 0,6 uM

[

S

Eur. J. Med. Chem. 2017, 127, 1025

WO 2015/155261

IC,, (Cytotox) = 0,9 nM
IC;, (IPT) =1 pM

Panel de lignées cell.
50 pM<IC;, < 250 pM

Structures de [isoCA-4 et de la nouvelle génération des molécules isoCoQ et isoCoQuine.

La technologie des
immunoconjugués

5.1. Principe de la stratégie
ADC

En raison du niveau d'activité
cytotoxique de ces nouvelles
molécules, il estinconcevable
d'imaginer une utilisation en
thérapie sous un format libre
car ce sont des bombes a
retardement pouvant induire
beaucoup d'effets indési-
rables. D'ou tout l'intérét de
les associer dans une tech-
nologie dite immunoconjugée
ou stratégie ADC (« Antibody
Drug Conjugates ») (Figure 33).
Le principe consiste a gref-
fer une molécule hautement
cytotoxique a un anticorps
monoclonal, sélectif d'un
antigene surexprimé par une
tumeur donnée, par linter-
médiaire d'un « linker » (ou
espaceurs) afin d’obtenir un
traitement efficace et ciblé
vis-a-vis de différents types
de cancers. L'intérét de cette
stratégie est de s'affranchir
des limitations observées

avec les deux thérapies prises
séparément.

A ce jour, trois ADC ont recu
une autorisation de mise sur
le marché (AMM] : Adcetris®
en 2011 (indication : lym-
phome de Hodgkin), Kadcyla®
en 2013, (indication : cancer
du sein HER-2 positif) et
Besponsa® en 2017 (indica-
tion : leucémie aigué lympho-
blastique). Il est a noter que
les cytotoxiques présents sur
ces ADC ont des mécanismes
d'actions trés peu variés,
visant la tubuline ou UADN.
De plus, ils ont des struc-
tures chimiques complexes
de poids moléculaire élevés,
possedent de nombreux car-
bones asymétriques, et leur
synthése n'est pas aisée. Par
conséquent, il existe un réel
besoin de disposer de nou-
veaux cytotoxiques simples
avec des mécanismes d'ac-
tions différents.

Pour étre éligible en tant que
cytotoxique dans une stra-
tégie ADC, les molécules
devraient posséder entermes



isoCA-4

Cly, (Cytotox) =2 nM
Cly, (IPT) =2 uM

- D

Stratégie ADC consistant a
accrocher des dérivés de isoCA-4
a des anticorps monoclonaux via
des espaceurs [« linkers »).

Cytotoxicité gamme pM
50pM < ICy, < 250 pM

Immunoconjugués
ou stratégie
Antibody Drug Conjugates

Site de conjugaison
affecte PK et efficacité

Anticorps monoclonal (mAb)
/ Cible un antigéne sur la cellule tumorale

o

Linker

' Composé hautement
cytotoxique (payload)

chimique et biologique les
caractéristiques résumées
sur la Figure 34. L'examen
des propriétés chimiques et
biologiques des molécules
isoCoQ et isoCoquine montre
que ces cytotoxiques pos-
sedent les caractéristiques
requises pour étre parfaite-
ment éligibles a une stratégie
ADC.

5.2. Immunoconjugués issus
de UisoCA-4

Les travaux de conjugaison
des dérivés de l'isoCA-4
sont en cours. D'ores et déja
nous avons identifié de nou-
velles conditions opératoires
biocompatibles permettant
le couplage d'une fonction
thiol (-SH) d'un composé
organique avec un halogé-
nure aromatique en présence
d'un complexe de palladium
de troisieme génération.
(Figure 35). Une application a
été réalisée notamment pour
coupler la fonction thiol d’'une
cystéine du trastuzumab avec
un fluorophore, le TAMRA,
dérivé de la rhodamine, pour
obtenir donc un nouveau bio-
conjugué portant une liaison
covalente carbone(sp?-soufre
stable en milieu plasmatique
(Figure 35).

Cette technologie sera ensuite
appliquée pour préparer cette
fois-ci des bioconjugués en
remplacant le TAMRA par nos

Caractéristiques
du payload

Panel 10 Bgnées cell.
Il 50pM <1,y <250 M

Biologie : &
= hautement cylotoxique (pM) Ly
= mécanisme d action identifié
« non affecté par les mécanismes MDR
(résistance croisée entre médicaments)
Chimie :
= une fonction pour se lier au linker
= chimiguement stable
- synﬁm am“

Caractéristiques des candidats « payloads » pour étre éligibles a une
stratégie ADC.

Y

—— Linker - Q_:m

= Formation de bioconjugués

« couplage du trastuzumab avec un dérivé TAMRA dans des conditions éco- et biocompatibles
« Fluophore/Anticorps Ration, FAR = 4

TAMRA : carboxytétraméthylrhodamine

Liaison stable entre le Trasuzumab (anticorps] et le dérivé TAMRA.

familles de molécules déri-
vées de l'isoCA-4.

Les résultats de cette nou-
velle technique de conjugai-
son seront comparés a ceux
de la technique convention-
nelle, générant une liai-
son carbone(sp?)-soufre
(Figure 36), qui présente l'in-
convénient d’étre peu stable
dans le milieu plasmatique.
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* Technique nouvelle de conjugaison : formation de Csp>-S stable (réaction de Buchwald)

Conditions .
blocompanbles
j’SH linker ﬁ S O linker o

payload payload
Trastuzumab
Csp?-S stable

conventi lle : formation de Csp®-S peu stable (réaction de Michael)

« Tech

4

payload
payload
Trastuzumab
Csp?-S peu stable

Nouveau bioconjugué avec liaison Csp2-S stable.

La chimie, base de la diversite
moléculaire pour créer de nouveaux
cytotoxiques puissants

A partir de la chimie du N-tosylhydrazone - qui
n'est pas un réactif nouveau - et d'un cataly-
seur approprié, le palladium, il a été possible
de générer de nouvelles transformations et
de créer une grande diversité moléculaire
(Figure 37).

Cette diversité moléculaire est lorigine de
Uidentification d’'une nouvelle classe de compo-
sés hautement cytotoxiques potentiellement
intéressants dans le cadre d'une stratégie ADC.
Par ailleurs, dans le contexte de la conception
de biomolécules conjuguées nous avons été
amenés a développer de nouvelles techniques
de conjugaison biocompatibles pour former
de nouveaux bioconjugués possédant de puis-
santes activités cytotoxiques (Figure 38).
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Génération d'une grande diversité moléculaire par ['utilisation de N-tosylhydrazones en présence d’une catalyse
au palladium.

R_R
e W {_{ ‘ Molécules duales
K‘ I \ NH-OH ® Antivasculaire/HDAC
Meo 7 " oMe ® PCT/FR 2017/050032
1 OMe ] [
activité antivasculaire :f[t;xlct:
= AT
W0~ ] @ oH I //g‘»oo(’ )
)
MeD = OMe i
OMe  isoCA4 ) “ OMe
= = ®
» Preuve de Concept (POC) b ’ Puissant cytotoxiques
» Activité antivasculaire : y ® Gamme pM
® Nanoparticules mixtes % g ﬁ ® WO 2015/155261
e Efficacité antitumorale — ® EP2017/17173651
—— Linker B
Prix Valorisation UPSud Stratégie ADC ; Prix Ligue contre le Cancer
2014 ® Payloads (gamme pM) 2017
® Techniques de conjugaisons .

A partir de l'isoCA-4, les travaux ont permis d'apporter la preuve de concept d’une activité antitumorale, d'obtenir
des molécules duales et de concevoir de puissants agents cytotoxiques qui ont été inclus dans une stratégie ADC.

Au cours de ces travaux, nous avons conforté
les hypothéses formulées concernant tout lin-
térét de développer une seconde génération de
molécules dépourvues du noyau aromatique
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triméthoxyphényle. Lintroduction d'un noyau
hétéroaromatique convenablement choisi a
permis :

- d'élargir, pour la premiere fois, le concept
« nanomédicaments squalénisés » aux antivas-
culaires dans un but d’efficacité antitumorale
accrue et d’effets indésirables réduits ;

- d'identifier des composés répondant au
cahier des charges conservant lactivité anti-
vasculaire recherchée et présentant un index
de sécurité cardiaque in vitro élevé avant le
début des études précliniques.

Ces travaux donc ont été conduits dans le cadre
de la labellisation par la Ligue contre le Cancer.
[ls ont recu le prix de la valorisation de luni-
versité Paris-Sud, ainsi que le prix de la Ligue
contre le cancer.
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