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Liste d’abréviations

ABF : 4-azidobenzoyle fluoride

AcBut : Acide 4-(4-acetylphenoxy)butanoique)
ACN : Acétonitrile

AcOH : Acide acétique

ADC : Antibody-drug conjugate

ADN : Acide désoxyribonucléique

AOC : Antibody oligonucleotide conjugate
ARN : Acide ribobucléique

BCA : Bicinchoninic acid

BCMA (récepteur) : B-cell maturation antigen
BCN : bicyclo[6.1.0]non-4-yne

Boc : tert-butoxycarbonyle

BOP : Benzotriazol-1-
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BRCA1/2 : Breast cancer associated 1/2
CDXX (récepteur) : Cluster of differentiation
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DAR : Drug to antibody ratio
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DIAD : Diisopropylazodicarboxylate

DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine
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DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DoC : Degree of conjugation

DTT : Dithiothréitol

EMA : European medicines agency

EDCI : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyle)
EDTA : Ethylenediaminetétraacétique

ER : Estrogen receptor

EtOAc : Acétate d’éthyle

FDA : Food and drug administration

Fmoc : Fluorénylméthoxycarbonyle

Fro. : Folate receptor o
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yloxy)méthaniminium
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HER2 : Human epidermal growth factor
receptor-2

HPLC : High performance liquid
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HRMS : High Resolution mass spectroscopy
ICso : Half maximal inhibitory concentration
IgG/E/D/M/A : Immunoglobuline G/E/D/M/A
IMS : Institut du médicament de Strasbourg
K2COs : Carbonate de potassium

LC-MS : Liquid chromatography — mass
spectroscopy

LiOH : Hydroxyde de lithium
LRMS : Low resolution mass spectroscopy
KOH : Hydroxyde de potassium

mAb : Monoclonal antibody
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MC : N-succinimidyl 6-maleimidocaproate
MeOH : Méthanol
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Mp : Melting point
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NOESY : Nuclear overhauser effect
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RISC : RNA-Induced silencing complex
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RP-HPLC : Reverse phase — high performance
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siRNA : Small interfering ribonucleic acid
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Trop-2 : Trophoblast cell surface antigen 2
TsCl : Chlorure de tosyle

VEGF : Vascular endothelial growth factor
VH : Variable heavy chain

WST-1 : Water soluble tetrazolium



Avant-propos

Ce projet de these a pu voir le jour grace au Challenge DDD organisé par I'IMS (Institut du
Médicament de Strasbourg). Ce challenge consiste a créer un projet de recherche avec un potentiel de
valorisation afin de répondre a un besoin médical non-satisfait. Deux étudiants de master 2 de
disciplines différentes peuvent, grace a I'encadrement de leurs responsables respectifs et a des coachs
industriels et académiques, réunir les expertises de leur laboratoire d’accueil afin d’écrire et de
défendre un projet. Les deux lauréats pourront alors bénéficier d’'une bourse de these chacun afin de
développer ce nouvel outil thérapeutique innovant.

C’est ainsi que Agathe Boos (doctorante en 4™ année dans le laboratoire du Dr Frangoise
Dantzer) et moi-méme avons obtenu nos financements de thése, aprés avoir remporté la premiére
édition du Challenge DDD en avril 2019. Mon équipe et moi-méme gérons la partie
chimie/bioconjugaison de ce projet (synthése des linkers, modification des composés d’intéréts,
modification d’anticorps). Agathe Boos et son équipe gérent la partie biologie (évaluation in vitro et
in vivo des composés, identification d’un marqueur de surface pertinent, culture cellulaire). C'est donc
elle qui a réalisé toutes les expériences biologiques présentées dans ce manuscrit.

Les conjugués anticorps-médicaments (ou ADC pour Antibody-Drug Conjugates) représentent
une classe émergente d’agents thérapeutiques permettant la délivrance de molécules cytotoxiques,
aussi appelées charges thérapeutiques, via leur conjugaison sur un anticorps capable de cibler
spécifiqguement des tumeurs. En 2000, le premier ADC a été approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) pour une utilisation en thérapie anticancéreuse. S’en est suivie 'approbation de trois
autres ADCs jusqu’a 2017. C'est a partir de 2019 que ce type de thérapie a vu sa croissance fortement
augmenter avec 'approbation de neuf autres ADCs en trois ans, montrant I’'engouement autour de ces
traitements ciblés tout comme leur efficacité.

Cependant, I'efficacité des ADCs est limitée par la faible quantité de composés atteignant leur
cible. Afin de pallier ce probleme, il est nécessaire d’utiliser des molécules hautement cytotoxiques,
avec une efficacité de 'ordre du subnanomolaire voire picomolaire. Par conséquent, les charges
thérapeutiques majoritairement utilisées sont des molécules ciblant le fuseau mitotique ou
provoquant des dommages dans I’ADN. Cependant, I'apparition de phénomenes de résistances envers
ces molécules indique un besoin de développer de nouvelles familles de charges thérapeutiques. Une
autre possibilité serait d’utiliser des composés en combinaison permettant une synergie, ce qui
contribuerait a l'optimisation des effets cytotoxiques et au développement de traitements plus
efficaces. L'une des cibles pouvant potentiellement permettre ce type de synergie est PARP3, une
enzyme jouant un réle dans la progression mitotique ainsi que dans la réparation de I’ADN.

Cette thése est dédiée a I'élaboration d’ADCs équipés de charges thérapeutiques inédites afin
d’explorer de nouvelles stratégies permettant d’optimiser les effets cytotoxiques des ADCs. Ainsi, dans
un premier projet, des anticorps conjugués a des molécules inhibant PARP3 seront produits,
permettant de fragiliser les cellules cancéreuses résistantes et de créer un potentiel effet synergique
avec une autre molécule cytotoxique. Ce travail meénera alors au développement d’anticorps
bi-conjugués afin de délivrer les deux molécules en méme temps.



Dans un second projet, nous allons nous atteler au développement de dérivés conjugables de
la vérubuline, un poison mitotique ayant échoué en phase clinique, afin de permettre sa délivrance
spécifique et de limiter ses effets secondaires.

Ce manuscrit sera composé de trois chapitres. Le premier traitera de généralités autour des
cancers du sein ainsi que des traitements déja existants, avec une focalisation sur les ADCs. Nous
détaillerons leurs utilités et leurs limites dans la lutte contre le cancer ainsi que leur construction, avec
une partie détaillée sur les charges thérapeutiques utilisées en clinique. Dans I'intention d’optimiser la
cytotoxicité de ces composés, une nouvelle cible thérapeutique intracellulaire, PARP3, sera présentée
afin de comprendre I'intérét de son ciblage pour les thérapies anticancéreuses.

Suivant cette introduction, le premier projet de cette thése sera présenté. Il porte sur le
développement d’anticorps conjugués permettant le ciblage de PARP3, en vue d’explorer de
potentielles synergies avec des molécules cytotoxiques. Les stratégies de synthése chimique des
composés, leur fonctionnalisation et les méthodes de conjugaison utilisées seront détaillées et
I'efficacité des conjugués produits sera évaluée in vitro. Enfin, ces méthodes seront appliquées de
facon successive afin de générer un anticorps bi-conjugué final contenant la vincristine et un ARN
interférant ciblant PARP3.

Le dernier chapitre portera sur le développement de dérivés de la vérubuline poury incorporer
un linker. Plusieurs méthodes ont été envisagées, notamment la modification directe de la vérubuline
par une stratégie d’alkylation sous forme d’ammonium quaternaire, ou la synthése d’analogues
nucléophiles facilement fonctionnalisables afin de produire les premiers ADC-vérubuline et d’évaluer
leur activité.
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Introduction

Généralités sur les cancers

A I’heure actuelle, les cancers représentent la seconde cause de mortalité dans le monde. Ces
maladies ont causé environ 10 millions de décés en 2020 sur la planéte.! Ils sont caractérisés par une
division rapide et surtout incontrélée de cellules, menant a la formation de tumeurs pouvant toucher
tous les organes.? Ces tumeurs peuvent avoir une certaine hétérogénéité, favorisant ainsi la formation
d’une grande diversité de cancers avec différents types de cellules cancéreuses.? Cette grande diversité
complique davantage le traitement car chaque cancer aura des propriétés qui lui sont propres. De plus,
|"apparition de métastases peut également rendre les cellules cancéreuses plus résistantes et plus
dures a cibler. Les métastases sont des tumeurs dites secondaires qui se sont propagées dans d’autres
a4

parties du corps, a partir d’une tumeur initiale, en traversant les vaisseaux sanguins ou lymphatiques.
Les cancers peuvent étre classifiés en différents stades d’évolution® :

- Stade 1: Petite tumeur (2 cm ou moins) locale.

- Stade 2: Taille plus importante (entre 2 et 5 cm) avec pas ou peu d’expansion (de 1 a 3
ganglions lymphatiques).

- Stade 3: Taille plus importante (plus de 5 cm) et expansion accrue (jusqu’a 10 ganglions
lymphatiques).

- Stade 4 : Propagation a d’autres parties du corps (apparition de métastases).

Etant donné la grande diversité des cancers, ce chapitre va étre focalisé en particulier sur une
famille de cancer avec une incidence tres élevée : les cancers du sein.

Ces cancers sont les plus répandus au niveau mondial avec 2,26 millions de nouveaux cas en
2020, ce qui représente 11,7% des cancers diagnostiqués cette méme année.! Malgré leur incidence
élevée, les thérapies actuelles permettent d’augmenter les chances de rémission totale pour 70 a 80%
des patients si la maladie est détectée assez tot et qu’il n'y a pas d’apparition de métastases.
Cependant, dans le cas ou le cancer est détecté tardivement a un stade avancé, la maladie est
considérée comme incurable avec les traitement actuels, montrant I'importance de trouver de
nouvelles voies thérapeutiques.?

Traitements actuels pour le cancer du sein

Dans le cas d’un cancer du sein localisé, il existe plusieurs types de traitements classiques
considérés comme curatifs : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie.® En plus de ces
thérapies, il existe des traitements permettant de toucher préférentiellement les cellules cancéreuses,
comme I'hormonothérapie et 'immunothérapie.” Ces traitements peuvent étre utilisés seuls ou
combinés.

Chirurgie

La chirurgie est I'un des principaux traitements utilisés en cas de cancer du sein localisé. Il
existe plusieurs types de chirurgies possibles et dépendantes de I’évolution de la tumeur.? Dans le cas
d’une tumeur de taille minime (jusqu’a un quart du volume du sein), il est possible de procéder a une



chirurgie conservatrice, consistant en la simple ablation de la tumeur et d’une petite partie des tissus
sains avoisinant. La chirurgie conservatrice représente 75 a 85% des opérations.® Dans le cas d’une
tumeur plus volumineuse (a partir du stade 2), ou si le cancer a touché plusieurs zones du sein, il est
nécessaire de procéder a une mastectomie, a savoir |'ablation totale du sein.!® Par la suite, il est
possible de procéder a une chirurgie reconstructrice afin de retrouver une certaine intégrité
physique.’!

Cependant, les chirurgies peuvent présenter certains inconvénients tels que des douleurs suite
al'opération, de la fatigue, des problemes lymphatiques, des infections ou des changements physiques
pouvant dégrader I'état de santé mentale des patientes.?

Chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en |'utilisation de petites molécules ayant pour but de détruire les
cellules cancéreuses ou d’empécher leur prolifération en stoppant leur croissance.’® Les cellules
cancéreuses ont la capacité de se diviser rapidement et ont donc un métabolisme plus important. Ainsi,
ces cellules se retrouvent avec des quantités plus importantes de molécules cytotoxiques que les
cellules ne se divisant pas ou peu. Cependant, certaines cellules saines telles que les follicules pileux
se divisent également rapidement, et peuvent métaboliser les molécules de chimiothérapie. En
touchant les cellules saines, la chimiothérapie peut provoquer des effets néfastes comme de la fatigue,
de la douleur, des saignements, de l'infertilité, un risque plus élevé d’infection, des problemes dans le
systéme nerveux ou des problémes pouvant toucher le cceur.*

Ces molécules sont généralement utilisées en combinaison afin d’accroitre leur efficacité.® |l
existe deux cas ou la chimiothérapie est utilisée en combinaison avec la chirurgie : la chimiothérapie
adjuvante et néo-adjuvante. Dans le cas d’'une chimiothérapie dite adjuvante, des molécules sont
utilisées apreés la chirurgie afin de limiter la croissance d’une nouvelle tumeur, et ainsi augmenter le
taux de survie et diminuer le risque de récidive.' Dans le cas d’une chimiothérapie dite néo-adjuvante,
les patients vont utiliser ces molécules avant la chirurgie pour diminuer la taille des tumeurs afin de
faciliter I'intervention, voire de permettre une chirurgie conservatrice.®

Parmi les molécules utilisées en chimiothérapie, une grande partie sont de la famille des
inhibiteurs de kinases, des enzymes impliquées dans de nombreux processus biologiques, dont la
croissance tumorale.!” Ainsi, les molécules agissant sur les kinases sont généralement des inhibiteurs
compétitifs de I'adénosine triphosphate mais manquent de sélectivité car les sites actifs de ces
enzymes possédent un domaine trés conservé.’® Le développement de tels inhibiteurs est
actuellement en plein essor dans la lutte contre le cancer mais ceux-ci ne seront pas détaillés dans
cette thése.

Radiothérapie

La radiothérapie consiste en |'utilisation de radiations ionisantes (telles que des rayons X ou
des rayons gamma) dans le but de traiter les cellules cancéreuses détectées dans les premieres phases
de développement de la maladie.’® Ce type de traitement, en complément d’autres, permet de
diminuer le risque de récidive dans le cas d’un cancer localisé.?®



Certains effets néfastes peuvent apparaitre suite a un traitement par radiothérapie. Ainsi, les
radiations peuvent provoquer des dommages dans les nerfs des bras pouvant entrainer douleurs,
difficultés de mouvement, dégats et sensibilité cutanés, voir des problémes sanguins ou cardiaques.?!
De plus, certains problémes peuvent apparaitre plusieurs mois a plusieurs années aprés la thérapie.?

Les traitements classiquement utilisés que sont la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiothérapie posseédent donc un certain nombre d’effets secondaires plus ou moins néfastes. Dans le
but de les éviter, ou au moins de les limiter, des efforts colossaux ont été engagés au cours des
dernieres décennies en vue de développer des thérapies ciblées, visant sélectivement les cellules
tumorales et préservant les cellules saines.

Traitements ciblés

Le principe de ces nouvelles thérapies repose essentiellement sur le ciblage de protéines
surexprimées — voire uniquement exprimées — dans les cellules cancéreuses du sein. Elles sont
classiquement réparties en deux grandes familles : I’hormonothérapie et I'immunothérapie. Cette
derniere comprend I'utilisation d’anticorps monoclonaux et de conjugués anticorps-médicament. Au
cours de ce manuscrit, ce dernier type de traitement sera tout particulierement détaillé.

Hormonothérapie

Environ 70% des cancers du sein sont dépendants de production d’hormones afin de pouvoir
proliférer car ces hormones, notamment I'cestrogene et la progestérone, sont impliquées dans la
croissance et le développement cellulaire.?® Ainsi, ces cellules cancéreuses possédent des récepteurs
hormonaux spécifiques, les récepteurs des oestrogénes (ou ER pour estrogen receptor) et les
récepteurs de la progestérone (ou PR pour progesteron receptor). Il est possible de traiter ces cellules
a l'aide de composés pouvant bloquer ces récepteurs.?* Ces molécules peuvent agir en tant
gu’inhibiteur compétitif et ainsi couper I'alimentation en hormones des cellules cancéreuses, afin
d’empécher leur prolifération.® L’hormonothérapie est en général utilisée en complément de la
chirurgie et sur de longues périodes. Elle peut étre effectuée apres I'opération afin de réduire le risque
de récidive, ou avant afin de réduire la taille de la tumeur avant 'opération.? Ainsi, 'hormonothérapie
permet de limiter la taille des tumeurs, leur propagation et leur transformation en métastases.®

Anticorps monoclonaux ciblant le récepteur HER2

Certains cancers peuvent exprimer certains récepteurs liés a I'agressivité tumorale. Ainsi, entre
20 et 25% des cancers du sein invasifs possédent une surexpression du récepteur HER2 (pour Human
Epidermal growth factor Receptor-2),%’ce qui est souvent synonyme d’une prolifération importante
des cellules cancéreuses et de I"'augmentation du risque d’apparition de métastases.?® Cependant, il
est possible de cibler ce récepteur a I'aide d’anticorps monoclonaux, entrainant son internalisation et
sa dégradation. De plus, le ciblage de ces cellules par I'anticorps peut également permettre le
recrutement de cellules immunitaires (macrophages ou cellules Natural Killer) afin de détruire les
cellules cancéreuses. Plusieurs anticorps ciblant HER2 ont été approuvés par la FDA, comme le
trastuzumab en 1998 (premier anticorps monoclonal approuvé ciblant le récepteur HER2), le

pertuzumab en 2017 ou le margetuximab en 2020.2°31



Dans le cadre de cette these, nous nous concentrerons tout particulierement sur 'utilisation
d’anticorps monoclonaux dans les traitements anticancéreux. Ainsi, seules ces thérapies seront
développées par la suite.

Généralités et historique sur les anticorps monoclonaux

Concept de « balle magique »

Paul Ehrlich, lauréat du prix Nobel de physiologie et de médecine en 1908, est le premier
scientifique a raisonner sur le concept de « balle magique » au début du XX®™® siécle. Ce concept
repose sur l'idée de trouver un moyen pour que les médicaments atteignent directement leurs cibles
cellulaires sans affecter les cellules saines.3?

Plusieurs décennies plus tard, cette idée a pu se concrétiser grace a l'utilisation d’anticorps et
notamment grace a I'avénement des anticorps monoclonaux (ou mAb pour monoclonal Antibody).

Généralités sur les anticorps monoclonaux

Un anticorps monoclonal est une glycoprotéine ayant une forte spécificité pour un seul
antigene correspondant. Il existe différents types d’anticorps, aussi appelés immunoglobulines (lg),
ayant chacun leur propre spécificité, avec cing classes différentes, ou isotypes (lgG, IgE, 1gD, IgM ou
IgA). Les IgG sont la classe d’anticorps la plus abondante et peuvent étre séparées en quatre
sous-classes (1gG1, 1gG2, 1gG3 ou IgG4). Parmi tous les anticorps, nous allons uniquement développer
ici la classe des IgG1, classe la plus utilisée.®

D’un point de vue structurel, les IgG1 sont des protéines homodimériques ayant une forme
de Y. lls sont constitués de deux chaines lourdes (composées de plusieurs domaines appelés CH;, CH,,
CHs et VH) et de deux chaines légéres (composées de domaines CL et VL). Ces chaines sont maintenues
entre elles de maniere covalente grace a quatre ponts disulfures, deux entre les chaines lourdes et
deux faisant la liaison entre une chaine lourde et une chaine variable (Figure 1).34

Les IgG1 sont composés de deux fragments distincts, le fragment variable et le fragment
conservé. C'est le fragment variable qui va permettre la reconnaissance entre un anticorps et sa cible,
et est donc responsable de la grande affinité entre eux (Ko fragment variable/antigéne = 10°-10"12 M)
(Figure 1).353% Cette partie variable est composée de la région déterminant la complémentarité (ou
CDR pour complementarity-determining region). Les CDRs permettent la reconnaissance entre un
anticorps et I'antigéne correspondant et forment le paratope. Le fragment conservé est essentiel pour
la stabilité des anticorps dans la circulation, afin d’augmenter le temps de demi-vie, et pour la
reconnaissance par les cellules immunitaires car c’est ce fragment qui sera reconnu par les récepteurs

Fcy présents sur les cellules immunitaires (Kp Fc/FcyR = 10° M).37

Ce fragment comporte un motif glycosidique, situé sur I'asparagine 297, en partie responsable
de I'affinité entre le fragment conservé et les récepteurs Fcy, et dont la structure et I'affinité different
selon le type d’IgG (Figure 1).383°
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Figure 1 : Structure d'un anticorps monoclonal (IgG1)

Les différentes classes d’anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux murins

En 1975, les chercheurs Georges J. F. Kohler et César Milstein (lauréats du prix Nobel de
médecine en 1984) ont décrit un processus de production in vitro d’anticorps monoclonaux murins a
partir d’hybridomes.*® Ce processus a permis une production a large échelle d’anticorps avec une
excellente pureté. Il faudra attendre 1986 pour que le premier anticorps monoclonal soit approuvé par
la FDA pour étre administré chez I’humain, I"anticorps monoclonal murin Muromonab-CD3.*! Cet
anticorps a pour cible le récepteur CD3 présent sur la surface des lymphocytes T et est utilisé lors de

t.42

greffes rénales afin de diminuer les risques de rejet.*” Cette avancée a été le point de départ du

développement d’anticorps monoclonaux pour la thérapie ciblée contre les cancers.®

Malheureusement, les anticorps monoclonaux murins ne se sont pas révélés étre les « balles
magiques » par excellence notamment di au fait qu’ils sont immunogénes : le corps humain peut donc
secréter des anticorps les ciblant. De plus, les anticorps murins sont caractérisés par une clairance
rapide de la circulation (entre 19 et 42 h) par rapport a des anticorps monoclonaux humains
(~ 20 jours).*** || était alors nécessaire de développer des anticorps monoclonaux ayant une meilleure
compatibilité avec I'organisme afin de diminuer les risques de clairance.



Les anticorps monoclonaux chimériques

Dans ce but, la FDA a approuvé en 1994 le premier anticorps chimérique, abciximab, utilisé
pour empécher l'agrégation des plaquettes humaines pouvant survenir lors de maladies
cardiovasculaires en ciblant le récepteur des glycoprotéines lib/111a.*® Un anticorps chimérique est un
anticorps modifié par ingénierie génétique en remplagant la partie constante des anticorps murins par
celle d’anticorps humains, dans le but d’augmenter le temps de circulation dans I'organisme et de
réduire I'immunogénicité. Les anticorps chimériques sont donc composés de régions variables
(ou paratopes) murins et de partie constante d’anticorps d’origine humaine (Figure 2). Ainsi, les
anticorps monoclonaux chimériques peuvent étre considérés humain a environ 75%.%” En 1997, la FDA
approuva le premier anticorps monoclonal chimérique destiné a une utilisation en oncologie, le
rituximab. Cet anticorps est utilisé dans le traitement du lymphome non-hodgkinien et a pour cible le
récepteur CD20, une phosphoprotéine transmembranaire glycosylée exprimée a la surface des
lymphocytes B.*8

Les anticorps monoclonaux humanisés

En paralléle de son approbation du rituximab, la FDA approuva en 1997 le premier anticorps
monoclonal humanisé, le daclizumab utilisé pour diminuer le rejet des greffes rénales. Cet anticorps a
pour cible I'antigéne CD25, présent sur la sous-unité alpha du récepteur interleukine Il, lui-méme
présent sur les lymphocytes T.# Un anticorps humanisé est un anticorps humain sur lequel ont été
transplantés les CDR d’un anticorps murin (Figure 2). Ainsi, un anticorps humanisé peut étre considéré
humain a 90%.°%°! Malgré le fait que le daclizumab ne soit plus utilisé en cas de greffe depuis 2009, il
a trouvé une autre indication, a savoir le traitement de la sclérose en plaque pour les patients atteint
de récidive de la maladie.?

Les anticorps monoclonaux humains

En 1990, le chercheur Sir Gregory P. Winter mit au point une méthode permettant la
découverte de nouveaux anticorps monoclonaux humains, la technique de criblage Phage Display, qui
lui valut I'obtention du prix Nobel de chimie en 2018.>® Cette méthode est basée sur I'utilisation de
bactériophages, des virus ne pouvant infecter que des bactéries.>* Briévement, en incorporant
différents génes exogénes humains dans des bactériophages filamenteux, ces génes pouvaient
générer, a la surface des bactériophages, un peptide ou une protéine possédant une séquence
humaine.> Ces derniers, pouvant étre un ligand, un fragment d’anticorps ou un anticorps complet,
étaient alors mis en présence d’une cible d’intérét, comme un antigéne.”® Si un complexe
bactériophage-protéine montrait une interaction avec la cible d’intérét, il était isolé et amplifié afin de
déterminer la séquence de la protéine, permettant son identification.>® Ainsi, grace a I'utilisation de
génes codant pour différents fragments d’anticorps humains, il était alors possible de cribler et de
sélectionner efficacement de nouveaux anticorps monoclonaux humains reconnaissant
spécifiguement un antigéne d’intérét.>” La FDA approuva en 2002 le premier anticorps monoclonal
humain identifié a I'aide de cette méthode, 'adalimumab. Cet anticorps cible le récepteur TNF-a (pour
Tumor Necrosis Factor a) et est utilisé pour traiter la polyarthrite rhumatoide.*®
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Figure 2 : Représentation schématique des différences entre les types d'anticorps monoclonaux et leurs suffixes

Diversification des anticorps monoclonaux en thérapie

Depuis l'approbation du premier anticorps monoclonal en 1986, plus d'une centaine
d’anticorps monoclonaux (murins, chimérique, humanisés ou humains) ont été approuvés par la FDA,
montrant 'essor de ce type de thérapie ciblée.*® Ces anticorps n’ont pas uniqguement des indications
en oncologie, comme le montrent par exemple leur utilisation lors de greffes (avec le
Muromonab-CD3 ou le daclizumab, approuvés respectivement en 1986 et en 1997), ou encore le
traitement de la maladie de Crohn (infliximab, approuvé en 1998%), du psoriasis (secukinumab,
approuvé en 2015°%) ou de I'asthme (reslizumab, approuvé en 20162). Ceci démontre I'utilisation trés
diverse que peuvent avoir les anticorps monoclonaux en thérapie aujourd’hui.®®

Bien que le concept de balles magiques d’Ehrlich ait pu devenir une réalité grace aux anticorps
monoclonaux, ces derniers manquent d’efficacité face a certains cancers. Certains environnements
tumoraux peuvent étre riches en cellules immunitaires, auquel cas les anticorps monoclonaux sont
suffisamment efficaces en traitement anticancéreux. Cependant, dans le cas d’un environnement
tumoral pauvre en cellules immunitaires, les anticorps perdent énormément en efficacité.®® Afin
d’outrepasser ce probléme, un nouveau concept a vu le jour, celui d’équiper les anticorps
monoclonaux de molécules cytotoxiques.®® Les anticorps étant des protéines, ils possédent donc un
grand nombre de fonctions chimiques différentes a leur surface sur lesquels des molécules a effets
thérapeutiques peuvent étre conjuguées, formant ainsi un nouveau type de thérapie : les conjugués
anticorps-médicaments (ou ADC, pour Antibody-Drug Conjugate). Ce type de thérapie combine les
propriétés de ciblage sélectif des anticorps et la cytotoxicité d’'une molécule anticancéreuse.

Conjugués anticorps-médicaments
Généralités sur les ADCs

Les ADCs représentent une classe d’outils thérapeutiques utilisant des anticorps monoclonaux
comme vecteurs pour la délivrance de molécules a effets thérapeutiques, comme des molécules
anticancéreuses.®® Ces molécules thérapeutiques, aussi appelées charges thérapeutiques, sont
accrochées sur les acides aminés des anticorps. On qualifie alors le nombre moyen de molécules
thérapeutiques (ou drogue) par anticorps grace a l'abréviation DAR (Drug to Antibody Ratio,
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ratio anticorps-drogue) désignée plus généralement par le degré moyen de conjugaison (DoC,
Degree of Conjugation) de I'anticorps.®’

De facon générale, la molécule a accrocher doit étre préalablement modifiée afin d'y
incorporer un groupement électrophile permettant la réaction avec les acides aminés nucléophiles
présents en abondance sur les anticorps. En regle générale, ce groupement électrophile est séparé du
pharmacophore a I'aide d’'un composé chimique appelé bras espaceur ou linker et qui modifie
drastiquement les propriétés physico-chimiques de la drogue. Ces linkers peuvent étre clivables ou
non-clivables (Figure 3),%8 ce paramétre influencant directement la structure chimique de la molécule
libérée et I'efficacité de I’ADC. De plus, il est possible d’optimiser ces linkers afin de les rendre stables
dans la circulation et ainsi éviter un relargage prématuré.

Conjugué anticorps médicament ou

ADC (Antibody Drug Conjugate)
Anticorps monoclonal :

¥ Forte reconnaissance envers un antigéne spécifique
» Présence d’un grand nombre de sites nucléophiles

g
Molécule cytotoxique (ou charge thérapeutique) :

» Forte activité cytotoxique

» Inactive avant d’étre délivrée

Bras
espaceur

Bras
espaceur

Bras
espaceur

Bras

4 :
Bras espaceur (ou linker) :
espaceur

¥» Stable dans la circulation
Clivable ou non clivable

Permet l'optimisation du relargage de la charge

e
o0

>
>

N

Figure 3 : Structure d'un ADC mettant en avant les différentes parties nécessaires a sa construction : I'anticorps, la charge

thérapeutique et le bras espaceur

Mécanisme d’action général des ADCs

Le mécanisme d’action des ADCs repose dans un premier temps sur leur transport vers
I’environnement tumoral puis leur liaison avec le récepteur correspondant. Cette liaison va permettre
d’induire une voie de signalisation qui aura pour but d’internaliser le complexe ADC-récepteur par
endocytose. Une fois dans la cellule, les ADCs peuvent étre dégradés par des protéases dans le
lysosome, libérant ainsi les molécules thérapeutiques qui pourront agir sur leur cible respective en
fonction de leur mécanisme d’action. Ces molécules peuvent étre soit sous forme native (utilisation
d’un linker clivable) soit sous forme de métabolite comprenant le linker non-clivable et I'acide aminé
utilisés pour I'étape de conjugaison. Une fois dans le cytoplasme, les molécules cytotoxiques vont agir
sur leur cible respective, menant a la mort de la cellule (Figure 4).597°

Enfin, il existe un autre phénomeéne pouvant intervenir dans le mécanisme d’action des ADCs :
I'effet bystander.”r Aprés relargage des charges thérapeutiques dans la cellule, un certain nombre
d’entre-elles peuvent rejoindre I’environnement extracellulaire et diffuser au sein de cellules voisines,
entrainant la mort de cellules n’ayant pas été initialement ciblées par I’ADC. Ce phénomeéne peut aussi
apparaitre dans le cas ou les composés cytotoxiques sont libérés, notamment en employant des linkers
peu stables, dans la circulation, avant I'internalisation de I'anticorps dans sa cellule cible. L’efficacité
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de I’ADC approuvé Trodelvy® 39 repose sur ce mécanisme de libération extracellulaire en utilisant un
motif carbonate, facilement hydrolysable.”? L’effet bystander posséde un fort intérét pour le ciblage
de tumeurs solides car les charges thérapeutiques libérées pourront agir efficacement sur la masse
tumorale adjacente. A l'inverse, dans le cas de tumeurs hématopoiétiques, ou tumeurs liquides, les
composés cytotoxiques libérés suite a la mort cellulaire rejoindront la circulation sanguine, menant a
une diffusion dans I'organisme pouvant ainsi affecter un certain nombre de cellules saines. De ce fait,
le choix de la charge thérapeutique est trés important afin d’obtenir ou non un effet bystander en
fonction du type de tumeur ciblée.

ADC Endocytose
_

3

Molécule
thérapeutiques

Cellule cancéreuse

Effets cytotoxiques
sur les
=) microtubules

Marqueur de

Endocytose

surface
spécifique

Libération des

Dégradation molécules

lysosomale thérapeutiques . .

\ Effets cytotoxiques
sur 'ADN

Effet « Bystander » sur cellules voisines /

Figure 4 : Mécanisme d'action général des ADCs. Les immunoconjugués seront internalisés par endocytose apreés leur liaison
aux antigenes. lls seront ensuite dégradés par les protéases dans le lysosome permettant leur libération dans les cellules. Les
charges thérapeutiques pourront alors exercer leur mécanisme d’action (soit en ciblant les microtubules, soit '’ADN) et/ou
I’effet bystander sur les cellules voisines.

ADCs approuvés par la FDA

C’est en 2000 que le premier ADC fut approuvé par la FDA : le Mylotarg® 1 (ou gemtuzumab
ozogamicin), un ADC utilisé pour traiter les leucémies aigués myéloides récidivantes, souvent tres
hétérogénes.”® Cet ADC est composé d’un anticorps monoclonal humanisé (le gemtuzumab) conjugué
a une molécule cytotoxique (la calichéamicine 29) a I'aide d’un linker acido-clivable hydrazone
(Figure 5).7* l’anticorps gemtuzumab a pour cible le récepteur CD33 qui est exprimé sur des cellules
cancéreuses de leucémie blastique.”

13



Mylotarg® 1

Figure 5 : Structure du Mylotarg® 1 composé de I’anticorps monoclonal humanisé gemtuzumab, de la molécule cytotoxique
calichéamicine 29 (en noir) et du linker clivable hydrazone (en bleu)

Depuis le Mylotarg® 1, pas moins de 11 ADCs ont été approuvés par la FDA (Tableau 1). Parmi
eux, neufs ont été approuvés entre 2017 et 2022, montrant I'intérét récent de ce type de thérapie
contre le cancer.”®’” Cependant, certains d’entre eux ont été retirés de la commercialisation comme
le Mylotarg® 1 en 2010 et le Blenrep® 18 en 2022. Le premier a été retiré car, lors d’un essai clinique
aléatoire de phase Ill, I'index thérapeutique n’était pas aussi bon que prévu.”®” De facon surprenante,
le Mylotarg® 1 a été resoumis a une étude clinique en 2017, lui octroyant une nouvelle approbation
par la FDA et permettant une nouvelle fois sa commercialisation. Cela a pu étre permis en optimisant
le traitement, notamment en diminuant les doses et en augmentant les délais entre plusieurs
administrations.®’ Le second a été retiré du marché car il ne respectait pas les exigences du réglement
d’approbation accélérée de la FDA, mais reste utilisé en clinique sur le marché européen, 'EMA
considérant que les bénéfices de ce médicament sont plus importants que les risques.?
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Tableau 1 : Récapitulatif des ADCs approuvés par la FDA76.77:82

Année
ADC d’approbation Indication Anticorps Récepteur Drogue Linker DAR
par la FDA
. o e e Disulfure (sensible au
Mylotarg® 2000/2017 Leucémie myéloide aigué récidivante gemtuzumab CD33 Calichéamicine elutathion) 1.5
u i
Lymphome Hodgkien récidivant et MC-ValCit-PAB (clivage
Adcetris® 2011 ymp glien recidiva brentuximab |  CD30 MMAE B (clivage |,
lymphome systémique récidivant enzymatique)
Cancer du sein métastatique HER2 .
Kadcyla® 2013 if trastuzumab HER2 DM1 SMCC (non-clivable) 3,5
positi
Leucémie lymphoblastique aigué inotuzumab L Disulfure (sensible au
Besponsa® 2017 L CD22 Calichéamicine ] 6
récidivante glutathion)
. Lymphome diffus a grandes cellules B MC-ValCit-PAB (clivage
Polivy® 2019 Lo polatuzumab CD79b MMAE ) 3,5
récidivant enzymatique)
Carcinome urothélial localement ) MC-ValCit-PAB
Padcev® 2019 , ] i enfortumab Nectin-4 MMAE ] ) 3,8
avancé ou métastatique (clivage enzymatique)
Cancer du sein HER2 positif non MC-GlyGlyPheGly
Enhertu® 2019 . . ] trastuzumab HER2 DXd ) ) 8
résécable ou métastatique (clivage enzymatique)
Cancer du sein triple négatif . SMCC-PEGs-Lys-PAB
Trodelvy® 2020 . . sacituzumab Trop-2 SN38 . i 7,6
métastatique (acido-labile)
. . . MC
Blenrep® 2020 Myélome multiple récidivant belantamab BCMA MMAF . 4
(non-clivable)
. _ o Mal-PEG8-ValAla-PAB
Zynlonta® 2021 Lymphome a grande cellules B loncastuximab CD19 Dimere de PBD . . 2,3
(clivage enzymatique)
) L , ) ) Facteur MC-ValCit-PAB
Tivdak® 2021 Cancer du col de I'utérus métastatique tisotumab ) ] MMAE ) ) 4
tissulaire (clivage enzymatique)
Cancer des ovaires résistant aux ) . Sulfo-SPDB(sensible au
Elahere® 2022 mirvetuximab FRal DM4 34

traitements a base de platine

glutathion)
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Méthodes de bioconjugaison

Les anticorps étant des protéines, il est possible de toucher sélectivement certains acides
aminés nucléophiles a I'aide de molécules électrophiles. Cette étape s’appelle la bioconjugaison, et est
responsable de la quantité de charges thérapeutiques par anticorps, le DAR.® Il est important de bien
maitriser cette étape afin que tous les anticorps du milieu réactionnel soient convertis en ADC et ainsi
limiter la présence d’anticorps non conjugués. Les principaux résidus nucléophiles utilisés sont les
lysines et les cystéines.?* Seuls ces deux acides aminés seront présentés ici.

Lysine

Les lysines sont les acides aminés les plus présents sur les protéines, les anticorps en étant
composés d’environ 90. Cependant, elle ne sont pas toutes conjugables ni exposées au solvant.® Leur
chaine latérale est composée d’'une amine primaire pouvant étre ciblée par une molécule électrophile.
Les groupements fonctionnels les plus utilisés pour les bioconjugaison sur les lysines sont les esters
activés, permettant de former une liaison amide stable en milieu biologique.® Cependant, il n’est pas
possible de contréler le site de liaison et le nombre de lysines touchées avec des méthodes standards.2®
De ce fait, la conjugaison lysine entrainera, dans la grande majorité des cas, la formation d’un mélange
trés hétérogéne pouvant influencer les paramétres pharmacocinétiques des ADCs.®” Mais il est
possible d’influencer le degré de conjugaison en modifiant les quantités de réactifs utilisées pour
tendre vers des DAR entre 3 et 4, afin de ne pas avoir une conjugaison trop élevée, ce qui diminuera
I’hétérogénéité tout en convertissant totalement les anticorps.

Quatre ADCs approuvés par la FDA ont été fonctionnalisés en utilisant une étape de
bioconjugaison lysine : Mylotarg® 1, Kadcyla® 11, Besponsa® 30 et Elahere® 13.

Cystéine

Seules 32 cystéines sont présentes sur les anticorps.® De plus, uniquement 8 d’entre elles sont
accessibles, celles présentes sous forme de pont disulfure. Il est donc nécessaire de passer par une
premiere étape de réduction a [l'aide d’agents réducteurs tels que le TCEP
(tris(2-carboxyéthyl)phosphine) ou le DTT (dithiothréitol)®® afin de libérer les thiols, deux par deux,
menant a une distribution plus homogéne que les conjugaisons lysines. Le thiol de leur chaine latérale
peut facilement réagir avec des molécules électrophiles fonctionnalisées notamment avec des
accepteurs de Michael .®8 Ainsi, afin de permettre une addition 1-4 avec ces thiols, le groupement le
plus utilisé en bioconjugaison est le maléimide, formant un lien thio-éther. &

Huit ADCs construits a I'aide d’une bioconjugaison cystéine ont été approuvés par la FDA:
Adcetris® 4, Polivy® 5, Padcev® 6, Enhertu® 37, Trodelvy® 39, Blenrep® 18, Zynlonta® 44 et Tivdak® 7.

Linkers

Afin de pouvoir accrocher une charge thérapeutique sur un anticorps, il est possible d’utiliser
un bras espaceur ou linker.®° Celui-ci est aussi responsable de I'étape de bioconjugaison et de I'étape
de relargage de la charge thérapeutique. Ainsi, les linkers doivent étre bifonctionnalisés afin de
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comprendre un motif permettant I'incorporation de la drogue et un motif permettant de cibler les
acide-aminés.® De plus, un linker peut étre clivable ou non-clivable, ce paramétre permettant
d’optimiser I'étape de relargage de la charge thérapeutique lorsque celle-ci a atteint sa cible.’* Un
linker clivable permet le relargage de la charge thérapeutique aprés une rupture contrélée pouvant
libérer la drogue de fagon native. Un linker non-clivable libere quant a lui le composé sous une forme
modifiée.*

Motifs non-clivables

Apreés la dégradation lysosomale, les composés sont libérés sous forme de métabolites chargés
comportant le linker et I'acide aminé utilisé pour I'étape de bioconjugaison. Ainsi, les molécules
libérées dans les cellules verront leur caractére hydrophile accru, les empéchant d’étre diffusées au
travers des membranes cellulaires. Ce phénomeéne a pour effet de supprimer I'effet bystander et
surtout d’empécher I'élimination des drogues par les pompes d’efflux.”?> Cependant, il est nécessaire
que la modification apportée par le linker ne diminue pas l'effet cytotoxique de la charge
thérapeutique. Il est donc primordial de I'accrocher sur une fonction de la drogue ne faisant pas partie
du pharmacophore.®

Il existe deux linkers non-clivables communément utilisés pour I'élaboration d’ADC : le linker
SMCC 2 et le linker MC 3. Ces linkers sont utilisés sur deux ADCs approuvés par la FDA : le premier est
utilisé sur le Kadcyla® 1 pour accrocher la drogue DM1 9, et le second sur le Blenrep® 18 pour accrocher
la drogue MMAF 16.

Pram o

Linker SMCC 2 Linker MC 3

Figure 6 : Structures des linkers non-clivables, a gauche le linker SMCC 2, a droite le linker MC 3

Motifs clivables

Les linkers clivables sont des molécules bifonctionnalisées plus complexes que les linkers
non-clivables afin de permettre la libération sous forme native des drogues en fonction de différences
dans I'environnement cellulaire.?? De ce fait, la fonction de la charge thérapeutique utilisée peut étre
n‘importe quelle partie de la molécule, pharmacophore ou non. De plus, comme les molécules
cytotoxiques sont sous leur forme native, si elles sont assez hydrophobes pour traverser les
membranes cellulaires, I'effet bystander peut s’appliquer et les molécules cytotoxiques pourront alors
toucher les cellules voisines.?

Il existe plusieurs familles de linkers clivables dont le mécanisme de libération va varier en
fonction de I’environnement cellulaire : les linkers permettant un clivage enzymatique, un clivage sous
conditions réductrices et un clivage sous conditions acides.
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Clivage enzymatique

Les linkers clivables de fagcon enzymatique sont de petits peptides (entre deux et quatre
acide-aminés) sensibles & certaines enzymes présentes dans le lysosome, les cathépsines.®* Le
compartiment lysosomal présent dans les cellules cancéreuses présente une grande quantité de
protéases, dont différentes cathépsines, qui vont reconnaitre ce type de linker et les cliver apres
I’acide-aminé présent sur la position C-terminale. Il existe trois motifs peptidiques utilisés par des ADCs
en clinique permettant la libération des composés a I'aide d’un clivage enzymatique en présence de
cathépsines. Ces motifs sont le motif ValCit, le motif GlyGlyPheGly et le motif ValAla.?> Ce changement
d’acide-aminés permet notamment de moduler I’hydrophobicité et le taux de clivage.®®

Il est également nécessaire d’utiliser un bras espaceur. Si la drogue est accrochée directement
sur I'acide-aminé en position C-terminal, la géne stérique ainsi formée va géner l'accés a I'enzyme,
menant a un clivage médiocre. De plus, ces bras-espaceurs doivent étre également auto-immolables,
permettant leur élimination et la libération de la drogue de fagon native afin de conserver son activité
cytotoxique.?’

Ces groupements auto-immolables peuvent étre des groupement p-aminobenzyle (ou PAB) ou
amino-méthyléne. Un PAB, une fois séparé du corps peptidique, va provoquer une élimination 1-6
permettra la libération de la drogue.%*%° Un amino-méthyléne quant 3 lui va libérer la drogue aprés
une étape d’élimination 1,2 (Figure 7).1%°
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Figure 7 : Mécanisme de libération des drogues a I'aide d’un clivage enzymatique et d’un bras espaceur auto-immolable

Parmi ces trois linkers, le motif ValCit est le motif clivable le plus utilisé, tant en recherche
qu’en clinique.’®® En effet, parmi les ADCs approuvés par la FDA, quatre d’entre eux utilisent un motif
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ValCit (I’Adcetris® 4, le Polivy® 5, le Padcev® 6 et le Tivdak® 7). De plus, ces quatre ADCs utilisent ce
motif afin de libérer la MMAE 15 (Figure 8).%°

07 "NH,

Figure 8 : Structure des ADCs comportant le motif ValCit (en rouge) permettant le relargage de la MMAE 15

Deux autres ADCs approuvés sont également composés d’'un linker clivable de facon
enzymatique, 'Enhertu® 37 et le Zynlonta® 44. L’'Enhertu® 37 est composé de la drogue DXd 32 sur
laquelle est greffé un motif tetrapeptidique GlyGlyPheGly. Le Zynlonta® 44 quant a lui est composé de
la drogue tesirine 41 sur laquelle est greffé un linker dipeptidique ValAla.

Clivage acide

Tout en étant stables a pH physiologique, certains linkers sont sensibles a un environnement
acide (pH entre 4 et 5) présent dans certains compartiments cellulaires.’®® C’est le cas notamment des
compartiments lysosomal et endosomal, respectivement avec un pH de 4,8 et de 5-6.°* Ainsi, ces
linkers, construits avec une liaison sensible a une hydrolyse acide, permettent le relargage de leurs
charges thérapeutiques avant ou aprés internalisation lorsqu’elles traversent I'environnement acide
des cellules cancéreuses.

Il existe trois ADCs approuvés et construits avec un linker acido-labile, le Mylotarg® 1, le
Besponsa® 30 et le Trodelvy® 39. Le Mylotarg® 1 et le Besponsa® 30 sont tous deux conjugués avec la
méme drogue, la calichéamicine 29, et le méme linker, un linker acido-clivable hydrazone. De plus, le
linker utilisé pour ces ADCs est également composé d’un pont disulfure, motif sensible aux réductions
en présence de glutathion, permettant la libération sous forme native de la drogue aprés |'étape
d’hydrolyse acide (Figure 9).

Le Trodelvy® 39 quant a lui est conjugué avec la drogue SN38 33 et le linker acido-labile
SMCC-PEGs-Lys-PAB-PNP 38 permettant un clivable extra- et intra-cellulaire (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanismes de clivage acide

Clivage sous conditions réductrices

Certains linkers peuvent étre clivés sous conditions réductrices, notamment en présence de
glutathion, une molécule capable d’effectuer des échanges de thiols et donc de réduire les ponts
disulfures. Cette molécule est un pseudo-tripeptide composé d’un acide glutamique (Glu), une cystéine
(Cys) et d’une glycine (Gly) (Figure 10).
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Figure 10 : Structure du glutathion

La présence de la cystéine est responsable de la réduction des ponts disulfures (Figure 11). Le
glutathion est trés majoritairement présent dans le milieu intra-cellulaire (concentration
intra-cellulaire d’environ 1 mM contre 1 uM en extra-cellulaire).’®® De plus, la concentration en
glutathion est beaucoup plus élevée dans les cellules cancéreuses que dans les cellules saines car cette
molécule est nécessaire dans le développement des tumeurs et leur prolifération et est corrélée avec
I’'augmentation du niveau de stress oxydatif dans ce type de cellules.’?*1% De ce fait, il est possible
d’utiliser des linkers sensibles au glutathion dans le but de provoquer un clivage intracellulaire
majoritairement dans les cellules cancéreuses par réaction d’échange de thiols libérant les drogues de
facons natives.%%8
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Figure 11 : Mécanisme de clivage des linkers sensibles au glutathion

Trois ADCs utilisant un linker sensible au glutathion ont été approuvés et sont utilisés en
thérapie : le Mylotarg® 1, le Besponsa® 30 et le Elahere® 13.

Charge thérapeutique

L’action cytotoxique des ADCs repose sur leur capacité a délivrer efficacement leur charge
thérapeutique.’® Cependant, seul un faible pourcentage (entre 0,001 et 0,01%) de ces conjugués
atteignent leur cible et sont internalisés, menant a une faible délivrance des charges thérapeutiques.*®
Etant donné cette faible quantité de molécules délivrées par un ADC, celles-ci doivent avoir une tres
forte activité cytotoxique pour étre efficace.’”

Ainsi, a I'heure actuelle, les charges thérapeutiques utilisées pour les ADCs approuvés sont
soient des inhibiteurs de microtubules, soient des molécules provoquant des dommages dans I’ADN.%

Inhibiteur de microtubules

Les inhibiteurs de microtubules sont des molécules qui vont dérégler le cycle cellulaire en
empéchant la transition de la phase G2 a la phase M (pour mitose).1% Ainsi, la cellule en pleine division
restera bloquée entre ces deux phases, empéchant la prolifération des cellules. De plus, les molécules,
en se liant aux microtubules, vont modifier I'intégrité structurale de ces derniéres, provoquant des
altérations cellulaires conduisant a la mort de la cellule.’® Ces inhibiteurs vont se lier directement sur
la structure des microtubules, des fibres dimériques, composées de tubuline-a. et 8.*! Ces molécules
peuvent se lier sur différents sites de fixation présents généralement sur les sous-unités B : les sites de
fixation des vinca-alcaloides, des taxanes, de la colchicine, des maytansines, du laulimalide.?*? Il existe
également différents types d’inhibiteurs de microtubules, ceux qui vont inhiber la polymérisation des
microtubules (favorisant donc la dépolymérisation et empéchant leur assemblage) et ceux qui vont
inhiber la dépolymérisation (favorisant la stabilisation des microtubules et empéchant leur
désassemblage). Dans ces deux cas, les microtubules se retrouveront figées dans un état leur
empéchant d’agir pendant la division cellulaire (Figure 12).113
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Figure 12 : Mécanisme d'action des inhibiteurs de microtubules

Deux familles de drogues ciblant les microtubules sont communément utilisées en tant que
charge thérapeutique : les maytansinoides et les auristatines. Ces composés sont des inhibiteurs de la

polymérisation des microtubules.'**

Il existe d’autres familles de poisons mitotiques pouvant avoir un
intérét pour I'élaboration de nouveaux ADCs, mais n’étant pas utilisées en clinique, elles ne seront pas

toutes détaillées. Cependant, une de ces familles ainsi qu’une autre molécule en particulier vont étre

détaillées car faisant I'objet de cette thése, les vinca-alcaloides et la vérubuline 28.

\N/go

Les maytansinoides

Maytansine 8
Figure 13 : Structure du maytansine 8

Les maytansinoides sont des molécules dérivées du maytansine 8, un composé hydrophobe
macrocyclique dont le cycle principal est composé de 19 atomes. Le maytansine a été isolé d’une
plante, le Maytenus ovatus, et possede une importante activité cytotoxique envers le fuseau
mitotique.!’ Cette activité est due & sa capacité a se lier aux microtubules sur leur site de fixation

B12116  avec une constante de dissociation, ou Kp, d’environ 1 uM.'’

présent sur la tubuline-
Ces inhibiteurs de la polymérisation des microtubules présentent des concentrations inhibitrices
médianes de I'ordre du picomolaire. Ainsi, cette forte activité contre les microtubules fait des
maytansinoides de mauvais candidats en chimiothérapie du fait de leur cytotoxicité trop grande pour

une administration systémique, mais en fait-des candidats de choix pour leur utilisation en tant que
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charge thérapeutique pour les ADCs. De plus, leur caractére hydrophobe en fait d’excellentes

molécules pouvant prétendre & un fort effet bystander.18

Cependant, les maytansinoides étants des macrocycles hydrophobes, ils sont d’avantage
sensibles aux pompes a efflux telle que la glycoprotéine-P, pouvant ainsi réduire I'efficacité de cette
famille de molécules.'® Il est cependant possible de diminuer cet effet en rendant ces molécules plus
hydrophiles. C’est le cas pour le Kadcyla® 11, conjugué a I'aide d’un linker non-clivable formant un
métabolite chargé et donc plus hydrophile. De fagon surprenante, le Elahere® 13 est conjugué a I'aide
d’un linker clivable, libérant le DM4 10 de fagon native, ce qui a pour effet d’augmenter la probabilité
que la drogue soit évacuée des cellules. Cela peut s’expliquer par le fait que la glycoprotéine-P est
exprimée dans environ 41% des cancers du sein alors qu’elle n’est exprimée que dans 7% des cancers
des ovaires.'2>12! Ajngj, |a faible proportion de cette protéine dans les cancers des ovaires limite I'effet
d’efflux sur les drogues sensibles a cet effet.

Il existe deux analogues du maytansine 8 utilisés en tant que charge thérapeutique sur des
ADCs approuvés par la FDA, le DM1 9 et le DM4 10.'22 Comparé au maytansine 8, le DM1 9 et le
DM4 10 ont été modifiés sur la fonction acétamide afin d’y accrocher un petit linker alcane portant
une fonction thiol permettant I'ajout d’un linker de conjugaison. Cette modification n’altere pas la
capacité de ces molécules a se lier sur les microtubules (Figure 14).

SH
SH

DM1 9 DM4 10

Figure 14 : Structure des analogues du maytansine 4 utilisés en ADC, DM1 5 pour Kadcyla® 1 et DM4 6 pour Elahere® 13

Le DM1 9 est utilisé en tant que charge thérapeutique avec un ADC approuvé, le Kadcyla® 11,
avec lequel il est conjugué a I’aide d’un linker non-clivable SMCC 2.2

Le thiol présent sur le DM1 9 va réagir avec la fonction maléimide présent sur le linker grace a
une addition 1,4 de Michael pour former le thioether correspondant. Cette molécule peut alors étre
bioconjuguée a I'anticorps, trastuzumab, grace a une réaction d’addition-élimination entre 'amine des
lysines et I’ester de NHS du linker (Figure 15).
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Figure 15 : Structure du linker utilisé pour le DM1 9 et structure du Kadcyla® 11

Cet ADC 11 posséde un DAR moyen de 3,5. Ce ratio est intéressant ici car il permet d’obtenir
un ADC suffisamment cytotoxique et dont I’hydrophobicité reste tolérable!?® Cet ADC 11 est utilisé
contre les cancers du sein métastatique HER2 positif, une tumeur solide, avec un linker non-clivable.'?*
De ce fait, le métabolite chargé empéchera la diffusion de la drogue, empéchant ainsi I’effet bystander.

Kadcyla® 11 fut le premier ADC approuvé conjugué avec un maytansinoide. |l posséde une
forte activité cytotoxique avec une efficacité de I'ordre du subnanomolaire et a présenté un bon ORR
(pour Overall Response Rate, la proportion de patients dont la tumeur a été significativement réduite
lors de test cliniques) de 44%.1231%5

Le DM4 10 est utilisé en tant que charge thérapeutique avec un ADC approuvé, le Elahere® 13,
avec lequel il est conjugué a I'aide d’'un linker clivable sulfo-SPDB 12 sensible en conditions
réductrices.”’

Le thiol du DM4 10, dans le cas du Elahere® 13, permet d’y attacher le linker sulfo-SPDB 12 par
une réaction avec le groupement disulfaneylpyridine afin de former le pont disulfure (Figure 16). Cette
liaison disulfure va donner a ce linker son caractére clivable, en présence de glutathion, permettant la
libération de la drogue native.'?® De plus, le thiol présent sur le DM4 10, contrairement a celui sur le
DM1 9, est accroché sur une chaine alcane ramifiée, avec deux groupement méthyles présents en
position alpha du thiol. Ce gem-diméthyle permet notamment d’apporter de I'encombrement stérique
proche de cette liaison, utile afin de diminuer le risque de relargage prématuré de la drogue dans la
circulation.'? Cependant, ce groupement peut également influencer I'étape de relargage dans le
cytoplasme en diminuant la reconnaissance de la liaison disulfure par le glutathion.
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Linker sulfo-SPDB 12

mAb-sulfo-SPDB-DM4 : Elahere
Figure 16 : Structure du linker utilisé pour le DM4 10 et structure du Elahere® 13

Le linker est également composé d’un ester de NHS permettant la bioconjugaison en ciblant
les lysines par une réaction d’addition-élimination (Figure 16). Le Elahere® 13 possede un DAR moyen
de 3,5 pour les mémes raisons que le Kadcyla® 11. Enfin, il a une indication contre le cancer des ovaires
(ayant déja montré des résistances face au traitement a base de platine), une tumeur solide.?” Ainsi,
I'utilisation d’un linker clivable, en plus de I’'hydrophobicité du DM4 10, permet de favoriser I'effet
bystander.

Il a fallu attendre 2022 avec 'approbation du Elahere® 13 pour qu’un autre ADC couplé a un
maytansinoide soit utilisé en clinique. Ce conjugué est indiqué contre le cancer des ovaires résistant
aux traitements a base de platine. Il posséde une activité cytotoxique de I'ordre du subnanomolaire et
un ORR de 24% lors d’une étude clinique de phase 1I.12® Une hypothése serait que ce type de cellule
cancéreuse serait difficilement accessible comparé a d’autres cancers tels que les cancers du sein,
expliquant ainsi un ORR aussi bas.

Les auristatines

Dolastatine 10 14

Figure 17 : Structure de la dolastatine 10 14

Les auristatines sont des pseudo-peptides (peptides composés d’acide-aminés naturels et
non-naturels) dérivés des dolastatines, molécules extraites des Dolabella auricularia, des mollusques
de mer.'? || existe différents analogues naturels dont la dolastatine 10 14 qui posséde I'activité
cytotoxique la plus élevée. Cette derniére est composée de quatre acide-aminés : la dolavaline, la
valine, la dolaisoleucine et la dolaproine. La partie C-terminale de cette molécule est composée d'une
amine, la dolaphenine.’ La dolastatine 10 14 posséde une forte activité contre la tubuline en se liant
sur le site de liaison des vinca-alcaloides, présent sur la tubuline-B.1*!3! Son activité cytotoxique est

de I'ordre du subnanomolaire.'3?
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Par la suite, d’autres analogues de la dolastatine 10 14 ont été développés, deux d’entre eux
étant communément utilisés en tant que charge thérapeutique pour les ADCs:
la monométhylauristatine E (MMAE 15) et la monométhylauristatine F (MMAF 16).
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MMAE 15 MMAF 16

Figure 18 : Structures des auristatines MMAE 15 et MMAF 16

Ces molécules sont structurellement semblables, mais les différentes modifications apportées
vont faire varier certains paramétres (Figure 18).13 Dans un premier temps, la MMAE 15 et la
MMAF 16 sont monométhylées en N-terminal, permettant notamment de créer un point d’ancrage
sur ces molécules sans diminuer leur affinité pour la tubuline. D’'un point de vue structural, la
modification des auristatines sur I'extrémité C-terminale permettrait de moduler leurs propriétés
physicochimiques. D’abord, le cycle thiazole a été retiré car cette modification n’altére pas I'affinité de
cette molécule avec la tubuline et son remplacement par un méthyle permet d’accroitre I'activité
cytotoxique.3*135 Deux fonctions hydrophiles ont été rajoutées, une fonction hydroxy pour la
MMAE 15 et une fonction acide carboxylique pour la MMAF 16. La MMAE 15 comparée a la
dolastatine 10 14 a gardé une efficacité cellulaire similaire, malgré une différence d’affinité que ces
molécules ont pour la tubuline (Kp = 25 nM pour la dolastatine 10 14, 291 nM pour la MMAE 15 et
63 nM pour la MMAF 16).13#13¢ par contre, I’ajout de I’acide carboxylique sur la MMAF 16 a rendu cette
molécule beaucoup plus hydrophile, ce qui a grandement diminué la capacité de cette molécule a
traverser les membranes plasmiques, I'empéchant ainsi d’atteindre sa cible intracellulaire. De ce fait,
alors que la MMAF 16 a une meilleure affinité pour la tubuline que la MMAE 15, elle est beaucoup
moins toxique (ICsode I'ordre du nanomolaire pour MMAF 16 et subnanomolaire pour MMAE 15).

Enfin, contrairement a la MMAE 15, il est impossible pour la MMAF 16 d’exercer un effet
bystander sur les cellules voisines.’3”138 Cette différence est davantage marquée car la MMAE 15 est
également sensible aux pompes a efflux alors que la MMAF 16 n’est pas sensible & ce phénoméne.’®

Il est intéressant de noter que les ADCs approuvés par la FDA et composés d’auristatines sont
conjugués en ciblant les cystéines des anticorps, permettant d’obtenir une distribution avec des DAR
de 2, 4, 6 ou 8. En effet, pour un équivalent d’agent réducteur, il est théoriquement possible de réduire
un pont disulfure libérant ainsi deux thiols. Donc, en utilisant deux équivalents d’agent réducteur, il
est possible de réduire partiellement les anticorps, menant a un DAR moyen de 4. Ce ratio semble étre
optimal pour des drogues telles que les auristatines car cela limite le taux d’anticorps non conjugués
et les problemes de stabilité tout en conservant une bonne efficacité cytotoxique.

Ainsi, ces différents parameétres sont a prendre en compte afin de choisir un linker adéquat
pour la bioconjugaison avec un anticorps. Dans le cas de la MMAE 15, il est intéressant de pouvoir
relarguer cette molécule de facon native afin qu’elle puisse exercer I'effet bystander pour une
utilisation sur des tumeurs solides.3® C’est pour cela que les ADCs utilisés en clinique sont conjugués

26



a la MMAE 15 a I'aide d’un linker clivable MC-ValCit-PAB-PNP 17.1% Ce linker est composé d’un motif
ValCit (clivage enzymatique), d’'une fonction carbonate de p-nitrophénol (PNP) et d’'un maléimide. Le
carbonate de PNP est utilisé afin d’accrocher la drogue sur le linker grace a une réaction
d’addition-élimination formant ainsi une liaison carbamate (Figure 19).
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Figure 19 : Structure du linker 17 utilisé pour la MMAE 15 et structure des ADCs composés de cette charge thérapeutique

L’Adcetris® 4 est le premier ADC porteur d’auristatines (MMAE 15) approuvé en 2011. Ce
conjugué est utilisé pour une indication contre les lymphomes Hodgkien récidivants et lymphomes
anaplasiques systémiques récidivants. Il a présenté un excellent ORR de 63% lors d’une étude clinique
de phase 11114

Par la suite, deux ADCs conjugués a la MMAE 15 ont été approuvé en 2019, le Polivy® 5 et le
Padcev® 6 ; suivit d’un dernier en 2021, le Tivdak 7. Le Polivy® 5 est utilisé pour une indication contre
les lymphomes diffus a grandes cellules B récidivants. De plus, cet ADC posséde un excellent ORR de
76% lors d’une étude clinique de phase I11.14?

Le Padcev® 6 est utilisé pour une indication contre les carcinomes urothéliaux localement
avancés ou métastatiques. Il posséde un bon ORR de 41% lors d’une étude clinique de phase I11.1%3

Le Tivdak 7 est utilisé pour une indication contre les cancers du col de I'utérus métastatiques.
Cet ADC présente un ORR de 24% lors d’une étude clinique de phase 11.1** Comme pour le Elahere® 13,
la mauvaise distribution dans ce type de cancer, et donc un acces difficile de la tumeur, pourrait étre
responsable d’un ORR bas.

Dans le cas de la MMAF 16, cette molécule étant trés hydrophile, I'utilisation d’un linker
clivable ne permet pas d’optimiser son utilisation. C’'est pour cela qu’il est plus intéressant d’utiliser un
linker non-clivable, plus simple structurellement et plus stable dans la circulation.’* Ainsi, un ADC
conjugué a la MMAF 16 serait un médicament intéressant contre les tumeurs hématopoiétiques. Par
exemple, le linker utilisé dans le cas de I’ADC Blenrep® 18 est un linker MC 3 composé d’un ester de
NHS et d’'un maléimide (Figure 20).
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Linker MC 3

mAb-MC-MMAF 18

Figure 20 : Structure du linker 3 utilisé pour la MMAF 16 et structure du Blenrep® 18

La FDA a approuvé en 2021 le premier ADC conjugué a la MMAF 16, le Blenrep® 18, indiqué
contre les myélomes multiples récidivants. Cet ADC 18 présente un ORR de 31% lors d’une étude
clinique de phase I1.2*¢ Malgré que le Blenrep® 18 ne soit plus approuvé par la FDA, son utilisation en
Europe est toujours possible grace a une autorisation de I'EMA.

Les vinca-alcaloides
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Figure 21 : Structures de la catharanthine 19 et de la vindoline 20, les deux unités composant les vinca-alcaloides telles que
la vinblastine 21 et la vincristine 22

Les vinca-alcaloides sont des molécules alcaloides hétérodimériques isolées de plantes, les
pervenches, et plus particulierement la Catharanthus roseus.**” Cette famille de molécule est la plus
ancienne famille permettant d’inhiber la polymérisation des microtubules. Ces molécules dimériques
sont composées d’une unité de catharanthine 19 et d’une unité de vindoline 20. Il existe deux
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vinca-alcaloides naturels, la vinblastine 21 et la vincristine 22 dont la seule différence structurale se
trouve sur I'azote de lI'indoline de la sous-unité vindoline. Ainsi, la vinblastine 21 est fonctionnalisée
avec une méthyle amine alors que la vincristine 22 est fonctionnalisée avec un formamide
(Figure 21).1%8 || existe également d’autres vinca-alcaloides, qui sont des analogues de synthéses,
utilisés en clinique : la vindesine 23, la vinorelbine 24, et la vinflunine 25 (Figure 22).1491%0
La vinblastine 21 et la vincristine 22 ont été approuvées par la FDA respectivement en 1961 et en 1963
en tant que nouvelles molécules anticancéreuses au vu de leur mécanisme d’action contre les
microtubules.’® Ces molécules sont indiquées pour traiter différents types de cancer comme les
leucémies, les lymphomes Hodgkiniens, les cancers du poumon et les cancers du sein.>?

Vindesine 23 Vinorelbine 24 Vinflunine 25

Figure 22 : Structures des vinca-alcaloides de synthése, la vindesine 23, la vinorelbine 24 et la vinflunine 25

Les vinca-alcaloides peuvent se lier sur la tubuline-3 des microtubules. Ce sont notamment ces
molécules qui ont donné le nom a ce site de liaison, étant les premiéres molécules découvertes avec
ce mécanisme d’action.’® Ces composés sont des inhibiteurs efficaces et possédent des activités
cytotoxiques de I'ordre du nanomolaire jusqu’au subnanomolaire.'® Ceci s’explique par leur capacité
a se lier fortement a la tubuline-f. La vinblastine 21 et la vincristine 22, les premiers vinca-alkaloides
découverts, possédent une constante d’affinité d’environ 1 uM pour la tubuline-f3.2%

Grace a leur caractere hydrophobe, ces molécules présentent la capacité d’exercer un effet
bystander sur les cellules voisines des cellules cancéreuses.’>®!” Ce paramétre représente un avantage
pour les vinca-alcaloides en tant que potentielles charges thérapeutiques pour les ADC, surtout dans
le ciblage de tumeurs solides comme par exemple les cancers du sein.

Les vinca-alcaloides sont des molécules sensibles aux pompes a efflux, notamment a la

glycoprotéine P, menant a un amoindrissement de leur effet cytotoxique.'*®1>°

Bien que les vinca-alcaloides soient de bons inhibiteurs de la polymérisation des microtubules,
aucun ADC approuvé n’est conjugué a I'une de ces molécules. Cependant, utiliser des molécules
comme la vinblastine 21 ou la vincristine 22 représenterait un avantage certain dans le but de limiter
la toxicité systémique et d’augmenter la qualité de vie des patients. Ces molécules étant moins
toxiques que les auristatines ou les maytansinoides, une libération prématurée dans la circulation
permettrait de diminuer la toxicité systémique et donc de limiter I'apparition d’effets secondaires
néfastes. Ainsi, il serait tres intéressant de générer un ADC dont la conjugaison serait optimisée afin
d’obtenir de nouveaux conjugués anticorps-médicament porteurs de vinca-alcaloides.

Dans ce but, un ADC conjugué a la vinblastine 21 a été généré en 1989 en modifiant I'ester
méthylique présent sur la sous-unité vindoline de la vinblastine 21 afin d’incorporer un linker
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hydrazone, sensible en milieu acide.®® Cependant, le développement de cet ADC n’a pas été poursuivi
par manque d’efficacité, de tolérance et de stabilité.®!

Afin d’outrepasser ces problemes, il parait nécessaire d’optimiser le linker utilisé et donc de
trouver de nouveaux points d’accroche. Dans ce but, des chercheurs de Genentech ont publié un
article mettant en avant une nouvelle méthode de modification des molécules cytotoxiques
fonctionnalisées avec une amine tertiaire dans le but d’y incorporer un linker ValCit-PAB.%? Les
auteurs ont montré qu’a partir d’'un analogue du linker ValCit-PAB comportant un chlorure de benzyle
(MC-ValCit-PAB-Cl 26), il était possible de former des ammoniums quaternaires permettant le
relargage natif de drogue. lls ont donc pu fonctionnaliser un panel de molécules cytotoxiques, dont la
vinblastine 21, formant le MC-ValCit-PAB-vinblastine 27 (Figure 23). Cependant, aucun ADC conjugué
a un vinca-alcaloides n’a été généré, ni lors de ces études ni par la suite.
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Figure 23 : Stratégie d'alkylation quaternaire développée par Genentech
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Vérubuline 28

La vérubuline

Figure 24 : Structure de la vérubuline 28

La vérubuline 28 est une molécule de synthése développée par Myriad Pharmaceutical
possédant un mécanisme d’action permettant I'inhibition de la polymérisation des microtubules et
I’endommagement des vaisseaux sanguins tumoraux.!3

La vérubuline 28 (Figure 24) posséde une forte activité cytotoxique de Il'ordre du
subnanomolaire.’® Elle peut se lier efficacement a la tubuline-f sur le site de liaison de la colchicine
provoquant ainsi I’arrét de la division cellulaire entre la phase G2 et la mitose. De fagon intéressante,
comparée a d’autres poisons mitotiques, la vérubuline n’est pas sensible aux pompes a I'efflux,
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empéchant ainsi les cellules cancéreuses de développer ce genre de résistance.®® La vérubuline 28 est
également capable, au vu de son faible poids moléculaire, de traverser la barriere
hémato-encéphalique, faisant de ce composé un candidat de choix pour les maladies du cerveau telle
que le glioblastome. 1%

Cependant les études cliniques de la molécule 28 ont été stoppées car cette elle présentait
une toxicité systémique trop importante, notamment au niveau cardiovasculaire. Il serait possible
d’empécher les effets néfastes en vectorisant cette molécule, ce qui supprimerait le ciblage
non-spécifique tout en conservant son activité cytotoxique.

Agents provoquants des dommages dans I'’ADN

Des molécules induisant des dommages a I’ADN peuvent également étre utilisées en tant que
charge thérapeutique dans des ADC.X® Trois familles de molécules avec des mécanismes d’action
différents sont utilisées en tant que tel sur des ADCs approuvés par la FDA : la calichéamicines 29 qui
va provoquer des cassures double-brins dans I’ADN, les camptothécines qui sont des inhibiteurs de la
topoisomérase | et les pyrrolobenzodiazépines (ou PBD) qui vont alkyler I’ADN. 16

La calichéamicine

Calichéamicine 29
Figure 25 : Structure de la calichéamicine 29

La calichéamicine 29 (Figure 25) est une molécule provoquant des dommages dans I’ADN en
faisant un clivage double-brin dans le petit sillon de I’ADN.'®” Elle posséde une partie
polysaccharidique, utilisée pour la stabilité de ce composé en milieu biologique, et une fonction
ene-diyne capable de se réarranger, grace a une cyclisation de Bergman, en diradical 1,4-benzenoide
en présence d’un thiolate protégé sous la forme d’une fonction trisulfure dans la molécule.'®® Ainsi,
cette nouvelle fonction radicalaire peut faire le transfert de deux atomes d’hydrogéne venant de la
répétition monosaccharide-phosphate, présente sur le squelette de I’ADN, menant au clivage de ’ADN
(Figure 26).169170
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Calichéamicine 29
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Figure 26 : Mécanisme d'action de la calichéamicine 29
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Ainsi, la calichéamicine 29 peut interagir fortement avec I’ADN pour provoquer la mort
cellulaire. En effet, en fonction de la lignée cellulaire utilisée, cette molécule peut avoir une ICso
subnanomolaire.’”* Cette forte efficacité in vitro justifie le fait que la calichéamicine 29 ne peut pas
étre utilisée en chimiothérapie mais en fait un excellent candidat pour I'élaboration d’ADC.

Etant donné que le mécanisme d’action de la calichéamicine 29 repose sur sa fonction
ene-diyne, il est donc envisageable de modifier les autres parties de cette molécule sans altérer son
mécanisme d’action. Ainsi, il est possible de fonctionnaliser la calichéamicine 29 par une réaction
d’échange de thiols directement sur le groupement trisulfure de la molécule. La liaison
méthyle-disulfure étant plus labile, 'échange se fera en alpha cette liaison. Dans ce but, le linker utilisé
doit étre clivable afin de libérer le thiol en milieu intracellulaire afin qu’il puisse déclencher la
cyclisation nécessaire au mécanisme d’action.

La calichéamicine 29 est intéressante pour une utilisation pour des tumeurs hématopoiétiques
car elle n’entraine pas d’effet bystander.’2 C’est le cas du Mylotarg® 1 qui posséde une indication pour
les léucémies myéloides aigués récidivantes ; et pour le Besponsa® 30 qui posséde une indication pour
les leucémies lymphoblastiques aigués récidivantes.

Cependant, la calichéamicine 29 souffre d’une sensibilité a la glycoprotéine-P, menant a une
résistance des cellules cancéreuses conduisant a I"apparition de toxicité systémique.'’® De plus, le
motif hydrazone pouvant se cliver dans la circulation et le faible DAR, en plus de la toxicité systémique,
ont conduit au retrait du marché du Mylotarg® 1 en 2010.

Le Mylotarg® 1 possede un DAR moyen de 1,5, ce qui représente un faible ratio
anticorps/drogue menant a la présence d’anticorps non-conjugués dans le mélange. Un tel DAR rend
le médicament moins efficace, augmentant les doses utilisées, et provoque une hausse de la toxicité
systémique de ce médicament. Dans le but de pouvoir le réhabiliter, les doses ainsi que I’espacement
entre plusieurs prises ont été optimisés en 2017 afin d’augmenter son index thérapeutique.

Le Besponsa® 30 quant a lui possede un DAR moyen de 6, permettant de pallier les problemes
de toxicité systémique du Mylotarg® 1. En effet, avec un DAR plus élevé, un ADC permet de délivrer
davantage de drogues, menant a I'augmentation de son activité cytotoxique. Il est donc possible de
diminuer les doses injectées.

mAb-AcBut-calichéamycine 1 et 30

Figure 27 : Structure des ADCs conjugués a la calichéamicine 29
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Le Mylotarg® 1 est indiqué pour le traitement des leucémies myéloides aigués récidivantes. Il
posséde un trés bon ORR de 30% lors d’un test clinique de phase 111.177% De plus, un autre ADC conjugué
cette molécule a été approuvé en 2017, le Besponsa® 30. Cet ADC possede une indication pour le
traitement des leucémies lymphoblastiques aigués récidivantes. Il possede un trés bon ORR de 81%
lors d’un test clinique de phase II1.17°

Les camptothécines

Camptothécine 31

Figure 28 : Structure de la camptothécine 31

Les camptothécines sont des molécules polycycligues composées d’au moins cing cycles,
issues de Camptotheca acuminata, un arbre chinois, et dont le premier membre a avoir été isolé est la
camptothécine 31.176 Ces molécules sont des inhibiteurs de la topoisomérase | (ou Topo 1).177

La Topo | est une enzyme monomérique et est utilisée pour une grande partie des problemes
structuraux liés a I’ADN, comme I'apparition de nceuds dans I’ADN.Y”® Afin de réparer les problémes
topologiques, la Topo | va d’abord se lier de fagon covalente a ’ADN. Pour se faire, un résidu tyrosine
présent a la position 723 dans le site actif de 'enzyme va cliver la fonction phosphodiester sur un seul
brin de 'ADN proche du site de liaison.'”® Aprés clivage et séparation des brins, une tyrosine
appartenant au site actif de I'enzyme va catalyser une réaction de transestérification réversible afin de
reformer le brin d’ADN coupé (Figure 29).8°

Les camptothécines peuvent provoquer des dommages a I’ADN, en stabilisant la Topo | alors
en complexe avec de I’ADN clivé. La fonction lactone, qui est la partie active des camptothécines, va
imiter une paire de base de I’ADN et pourra se lier sur le site de clivage en s’intercalant grace aux
liaisons hydrogénes.’®! Ainsi, les camptothecines vont inhiber la réaction de transestérification
permettant la reformation de 'ADN, menant a lI'accumulation d’ADN endommagé puis a la mort
cellulaire.'®
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Figure 29 : Mécanisme de réparation de la Topo | et mécanisme d’action des camptothécines

Différents analogues de la camptothécine 31 existent, tels que le topotécan 34 et
I'irinotécan 35, mais seuls deux d’entre eux seront détaillés ici, le DXd 32 et le SN38 33, métabolite
actif de l'irinotécan 35 (Figure 30). Ces derniers sont notamment utilisés avec deux ADCs approuvés
par la FDA, respectivement I'Enhertu® 37 et le Trodelvy® 39.

HO

Topotécan 34 Irinotécan 35

Figure 30 : Structures des analogues de la camptothécine 31 : le DXd 32, le SN38 33, le topotécan 34 et l'irinotécan 35

Le DXd 32 posséde une cytotoxicité submicromolaire.’®¥* De plus, comparé a la
camptothécine 31, il possede un cycle cyclohexane supplémentaire et le cycle benzénique n’est plus
substitué avec une fonction hydroxy mais avec un fluor. Ainsi, le cyclohexane permettrait d’augmenter
I’hydrophobicité de la molécule afin d’augmenter I'efficacité de I'effet bystander.®> L’ajout d’un fluor
quant a lui permet d’augmenter I'activité cytotoxique de la molécule.’®® Enfin, I'ajout de ces deux
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substituants, cyclohexane et fluor, permet d’augmenter la stabilité de la lactone qui sera moins sujette

a I'hydrolyse.®!

De par sa nature hydrophobe, le DXd 32 est capable d’exercer I'effet bystander ce qui lui
permettrait de cibler aisément les cellules cancéreuses voisines aux cellules cibles.’®” De plus, I'effet
bystander de I’ADC approuvé Enhertu® 37 a prouvé son efficacité sur les cancers du sein, y compris
ceux possédant peu de récepteurs HER2.188 Ainsi, I'efficacité de ce conjugué repose en partie sur I'effet
bystander, possible grace a l'internalisation des ADC sur le peu de cellules possédant le récepteur
HER2.18 Ainsi, cette efficacité est donc basée en partie sur |'effet bystander, mais également sur le
DAR du Enhertu® 37 car ce dernier est conjugué avec 8 molécules de DXd 32, faisant de ce conjugué le
premier ADC approuvé avec un ratio anticorps/drogue aussi élevé. Ce ratio est cependant nécessaire
afin d’obtenir un ADC suffisamment efficace, au vu de l'activité cytotoxique faible de la drogue
comparé a d’autres drogues classiqguement employées. De plus, le DXd 32 est sensible a la

glycoprotéine-P, provoquant ainsi I’apparition de résistance cellulaire.®

Afin de pouvoir modifier le DXd 32 en vue d’y incorporer un linker, il est possible de cibler la
fonction hydroxyacétamide qui sera couplée avec le linker MC-GlyGlyPheGly 36 a I'aide d’un petit bras
espaceur (Figure 31).2%! Ce linker est composé d’un groupement auto-immolable amino-méthyléne
assurant le relargage de la drogue de fagon native, aprés clivage enzymatique du linker tétrapeptidique
36. Enfin, il est composé d’'un motif maléimide permettant I'étape de conjugaison cystéine.

J ° 5 e > 0
NfVﬁﬂ\N/A\ﬂ/N\v/ﬂ\N N\V/H\OH
0 H o H o

Linker MC-GlyGlyPheGly 36

mAb-MC-GlyGlyPheGly-DXd :
Enhertu® 37

Figure 31 : Structures du linker MC-GlyGlyPheGly 36 et de I'Enhertu® 37

L'Enhertu® 37 est un ADC approuvé en 2019 et conjugué a I'analogue DXd 32. Cet ADC 37
posséde une indication pour le traitement des cancers du sein HER2 positifs non résécables ou
métastatiques ayant déja recus un traitement ciblant le récepteur HER2. Il posséde un tres bon ORR
de 80% testé lors d’une étude clinique de phase 111.1%
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Le SN38 33 est le métabolite actif de lirinotécan 35 (un autre analogue de la
camptothécine 31), une molécule anti-cancéreuse utilisée en monothérapie ou en combinaison contre
des cancers de I’estomac.®® L’irinotécan 35 est fonctionnalisé avec un motif bipipéridine sur la fonction
hydroxy du cycle quinolinol, permettant d’augmenter la solubilité de la drogue en milieu aqueux. En
présence de carboxylestérases non spécifiques, I'irinotécan 35 va étre métabolisé en SN38 33.1%* Ce
dernier est moins actif que le DXd 32 et possede une cytotoxicité de I'ordre du micromolaire. Pour
gu’un ADC conjugué au SN38 33 soit actif, il est alors nécessaire d’obtenir un haut degré de
conjugaison, ce qui est le cas pour le Trodely® 39 avec un DAR moyen de 7,6.

Le SN38 33, de par son caractere hydrophobe, peut provoquer un effet bystander sur les
cellules voisines.'®® De plus, cette molécule est également sensible a la glycoprotéine-P, favorisant
donc I'apparition de résistance.!®®

Le Trodelvy® 39 utilise un linker clivable en conditions acides. Ce dernier est lié au SN38 33
grace a une fonction carbonate, incorporée via une réaction d’addition-élimination de I'alcool présent
sur la drogue avec un carbonate de PNP présent sur le linker SMCC-PEGs-Lys-PAB-PNP 38. Cette
fonction carbonate, peu stable en milieu aqueux, permet le relargage d’une partie des drogues avant
I'internalisation de I’ADC 39. De ce fait, il est alors possible de déclencher un effet bystander sur les
cellules voisines de facon intra- et extracellulaire. De plus, ce conjugué posséde un temps de vie tres
faible, de moins d’un jour dans le plasma, d0 au faible temps de demi-vie du linker.*®® Il est ainsi
nécessaire de recourir a un DAR élevé et a de grandes doses d’injection permettant de saturer en ADC
les récepteurs des cellules cancéreuses afin d’avoir une activité cytotoxique suffisante.
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SMCC-PEGg-Lys-PAB-PNP 38 NH,

mMAb-SMCC-PEGg-Lys-PAB-SN38 :
Trodelvy® 39

Figure 32 : Structures du linker SMCC-PEGg-Lys-PAB-PNP 38 et du Trodelvy® 39

Le Trodelvy® 39, approuvé en 2020, est un ADC conjugué a I'analogue SN38 33. Cet ADC 39
possede une indication pour le traitement des cancers du sein triple négatifs. Il posséde un ORR de
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35%, meilleur qu’avec des traitements de chimiothérapie classique (ORR = 5%) pour la méme

indication.*®’

Les pyrrolobenzodiazépines
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Figure 33 : Structures de I'anthramycine 40 et de son métabolite actif sous forme d’imine

Une autre famille permettant de cibler I’ADN est la famille des pyrrolobenzodiazépines (PBD).
Les PBDs sont composées d’une benzodiazépine et d’une pyrrolidine, avec un centre chiral en position
Cl1a.*8 Elles sont également composées d’une partie électrophile (imine, carbinolamine) présente sur
la diazépine permettant de créer une liaison covalente avec une guanine de I’ADN mais également
sensible & I'hydrolyse en milieu aqueux.'®®

Les PBDs sont des analogues de I'anthramycine 40, une molécule naturelle isolée de
Streptomyces refuineus, une actinobactérie.’®® De nombreux laboratoires ont travaillé sur le
développement d’analogues de I'anthramycine 40 afin d’accroitre son activité contre I’ADN. De fagon
intéressante, ces groupes ont également élaboré des dimeres de PBD afin de permettre de toucher
deux positions différentes dans I’ADN. |l serait alors possible de former des liaisons covalentes dans
I’ADN de fagon inter- et intra-brin, menant a une meilleure stabilisation comparée a un monomére de
PBD, et donc d’augmenter efficacement la cytotoxicité.%®

Ces molécules sont capables de se lier sur le petit sillon de 'ADN grace a leur géométrie
parfaitement adéquate, et sont donc des agents alkylants de ’ADN. Cette alkylation va produire des
déformations dans la double hélice de I’ADN, 'empéchant d’étre réparé et menant a la mort cellulaire.
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Figure 34 : Mécanisme d'action des PBDs

Le dimere de PBD tesirine 41 est un analogue dimérique de I'anthramycine 40, et est utilisé en
tant que charge thérapeutique pour ADC. Un linker C5 a été utilisé afin de lier entre elles les deux
molécules de PBD. Aprées la libération de cette molécule dans les cellules, le tesirine 41 va se
métaboliser en SG3199 42, qui est le métabolite actif. La cytotoxicité de ce métabolite 42 va du
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subnanomolaire au picomolaire.??® Ainsi, la terisine 41 et son métabolite actif 42, sont d’excellents
candidats pour une utilisation en ADC.

Dimére de PBD : Tesirine 41 Dimére de PBD : SG3199 42

Figure 35 : Structures de la tesirine 41 utilisée en tant que charge thérapeutique pour I’ADC Zynlonta® 44 et de son métabolite
actif, le SG3199 42

La tesirine 41 est une molécule pouvant exercer I'effet bystander, mais son indication contre
des tumeurs hématopoiétiques est surprenante au vu du risque d’augmenter la toxicité systémique.?®!
Cependant, 'alkylation de I’ADN se fait par liaison covalente, montrant ainsi qu’aprées la réaction, la
drogue se retrouve bloquée sur I’ADN.

De facon générale, les PBDs sont sensibles a la glycoprotéine-P, provoquant ainsi une
augmentation de la toxicité systémique et une réduction de I'efficacité.'®®

Afin de pouvoir libérer la tesirine 41, il est nécessaire d’utiliser un linker clivable afin qu’elle
puisse étre métabolisée en SG3199 42. Ainsi, le Zynlonta® 44, le seul ADC approuvé par la FDA et
conjugué a un dimere de PBD, utilise un linker permettant un clivage enzymatique, le linker
mal-PEGs-ValAla-PAB-PNP 43. Ce linker, comparé au classique motif ValCit, possede un motif ValAla
présentant une meilleur hydrophilicité et une meilleure stabilité, ce qui permettrait notamment
d’obtenir des ADCs moins hydrophobes et donc plus stable en milieu biologique.'® Le carbonate de
PNP présent sur le linker permet d’accrocher ce dernier sur le dimer de PBD grace a une réaction
d’addition-élimination, formant ainsi un carbamate. Cette fonction présente sur la partie
auto-immolable du linker pourra, aprés élimination 1-6, libérer la fonction amine secondaire qui
pourra alors étre métabolisée en imine grace a un équilibre, formant ainsi le métabolite actif
(Figure 36).2%°
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Métabolite actif : SG3199 42

Tesirine 41

Figure 36 : Mécanisme de formation du métabolite actif 42 de la tesirine 41

Le Zynlonta® 44 possede un DAR moyen de 2,3, ce qui est assez faible. Cette valeur est
intéressante ici car elle permet de diminuer la toxicité systémique du conjugué, provoquée par |'effet
bystander et la glycoprotéine-P, tout en conservant une efficacité suffisante pour le traitement.
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Figure 37 : Structure du Zynlonta® 44, un ADC conjugué a la tesirine 41 a I'aide d'un linker clivable 43

La FDA a approuvé en 2021 le Zynlonta® 44, le premier ADC conjugué a un dimére de PBD. Ce
conjugué est utilisé pour une indication contre les lymphomes a grande cellules B. Il posséde un ORR
moyen de 48% testé lors d’une étude clinique de phase 11.2%

Vers 'utilisation de nouvelles charges thérapeutiques afin de diversifier la proposition en ADC

Les ADCs représentent aujourd’hui une classe de traitements alliant ciblage spécifique des
anticorps et forte activité cytotoxique des charges thérapeutiques. Cependant, afin de varier la
proposition en ADC, il serait intéressant d’utiliser de nouvelles charges thérapeutiques ayant des
modes d’actions, des cibles biologiques ou des propriétés différentes. Ainsi, I'utilisation de petits ARN
interférants permettrait d’élargir I'effet des ADCs a n’importe quelle cible protéique tout en ne se
limitant pas uniquement a l'utilisation de molécules cytotoxiques. Cette versatilité permettrait d’agir
sur des cibles ne pouvant pas étre atteintes avec des molécules ordinaires. Nous avons donc décidé
dans cette these d’utiliser de petits ARN interférants afin de dépléter I'expression de protéines
d’intérét.

Les oligonucléotides

Les petits ARN interférents (ou siRNA pour small interfering Ribonucleic acid) sont une classe
d’acides ribonucléiques double brins thérapeutiques de 19 a 24 paires de bases pouvant
spécifiguement interférer avec I'expression d’une protéine cible.?%3

Apres incorporation dans les cellules et une fois arrivé dans le cytosol, les siRNA sont intégrés
dans un complexe multiprotéique, appelé le complexe RISC (RNA-induced silencing complex).?** De |3,
un brin de I’ARN interférant est éliminé (brin dit « passager ») tandis que I'autre brin (brin dit « guide »)
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dirige le complexe RISC vers un ARN messager codant pour la protéine cible par complémentarité de
séquence.?® || est intéressant de noter que le brin passager est le brin ayant I'extrémité 5’ la plus
stable.?% Une fois I’ARN guide apparié sur ’ARN messager correspondant, le complexe RISC va cliver
ce dernier, empéchant donc sa traduction en protéine (Figure 38).2%7

NSNS

Brin « passager » ARN messager

L ,‘, \ IIL A / —
¢ 5 RISE Brin « guide » dans Clivable de ’'ARN messager
omplexe le complexe RISC > Blocage de la traduction en protéine

Figure 38 : Mécanisme d'action des siRNA

Ainsi, la capacité des siRNA a pouvoir cibler virtuellement n‘importe quel mRNA fait de ce type
de composé un choix d’intérét en thérapie.?® Malheureusement, les siRNA souffrent d’un grand
inconvénient, a savoir une incapacité a traverser les membranes de par leurs charges négatives.?® Afin
d’outrepasser ce probléme, il est possible d’allier la diversité des siRNA pour leur cible aux propriétés
de ciblage et d’internalisation de différents types de vecteurs, tels que les agents de transfection, les
nanoparticules lipidiques ou les anticorps.?° Il existe actuellement six siRNA approuvés par la FDA ainsi
qu’un certain nombre en phase d’études cliniques.?'!

Limitations des ADCs

Malgré la capacité des ADCs a pouvoir cibler sélectivement les cellules d’intéréts, ils souffrent
de certaines limitations.® Parmi celles-ci, I’hétérogénéité des conjugués ainsi que les mécanismes de
résistance et I'internalisation représentent des challenges importants dans I’élaboration de nouveaux
ADCs.??

Hétérogénéité des ADCs

Les anticorps sont des protéines composées de plus d’une centaine de sites aptes, tels que les
lysines ou les cystéines, a étre modifiés dans le but d’y incorporer une charge thérapeutique.®® Les
étapes de bioconjugaison vont donc générer des mélanges d’ADCs présentant une grande
hétérogénéité, avec des DAR trés variables, et différents sites de conjugaison.?!*> Ces mélanges
hétérogeénes peuvent influencer les parametres pharmacodynamiques, pharmacocinétiques et de
biodistribution, menant a de moins bonnes fenétres thérapeutiques.?!3

De plus, un mauvais contréle du DAR peut engendrer certains problémes. Dans le cas d’'un ADC
avec un DAR peu élevé, la présence d’anticorps non conjugués dans le mélange peut étre favorisée, et
ces derniers pourront agir en tant gqu’inhibiteurs compétitifs des antigénes, empéchant ainsi
I'internalisation des molécules cytotoxiques.?!* Dans le cas contraire, le nombre plus important de
charges thérapeutiques va augmenter I’hydrophobicité des conjugués, menant a un risque plus élevé
d’aggrégation. Ainsi, dans le but d’obtenir des ADCs plus efficaces, il est important de les produire de
fagon homogene. Comme dans le cas des ADCs Enhertu® 37 et Trodelvy® 39, il est possible de générer
des ADCs avec un DARS8 en ciblant toutes les cystéines présentes sous forme de pont disulfure, menant
a la formation d’ADCs homogénes.?®
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Meécanismes de résistance

Les cellules tumorales sont capables de déployer des mécanismes de résistance face a
I'utilisation de certaines molécules anticancéreuses.?'® Ces mécanismes reposent principalement sur
le fait que les cellules cancéreuses peuvent exprimer des pompes d’efflux, des transporteurs
permettant d’évacuer les molécules cytotoxiques de I’environnement intracellulaire.?!” Ces pompes a
efflux provoquent une diminution de la concentration en drogue dans les cellules, réduisant I'efficacité
de I'ADC. Par exemple, la glycoprotéine-P est une protéine agissant comme pompe a efflux et est
particulierement exprimée a la surface des cellules cancéreuses.?’® Les molécules hydrophobes
peuvent avoir une bonne affinité avec la glycoprotéine-P, et en sont donc des substrats potentiels.*°
L’hydrophobicité d’'une drogue est donc un parameétre important a moduler afin de limiter leur

évacuation des cellules cancéreuses.?*®

Internalisation des anticorps

Afin qu’un ADC délivre efficacement sa charge thérapeutique, I'anticorps doit se lier avec
I’antigéne correspondant et ce dernier doit pouvoir étre internalisé en étant en complexe avec
I'anticorps.??® Le taux d’expression des antigénes présents a la surface des cellules cancéreuses est
également lié a la quantité de molécules pouvant étre internalisées.??! Si ces cellules présentent peu
d’antigénes, alors la concentration de charges thérapeutiques arrivant dans les cellules sera faible.??
La vitesse d’internalisation peut également varier, une cinétique d’internalisation lente ménera a une
accumulation de charges thérapeutiques plus faible.”® De plus, une grande quantité d’ADCs internalisés
peuvent étre recyclés avant la dégradation lysosomale. Dans le cas du Kadcyla® 11, 50% des anticorps
internalisés sont recyclés et renvoyés sur les membranes cellulaires aprés 5 min, montant jusqu’a 85%
en 30 min.??® Au final, seul un faible pourcentage (entre 0,01 et 0,001%) de ces conjugués atteignent
leur cible cellulaire et libérent leur charge thérapeutique dans les cellules, menant a une faible
délivrance des charges thérapeutiques.®

Utilisation d’ADCs dans le ciblage de cancers résistants

Le but de cette these est d’utiliser les ADCs comme outils thérapeutiques afin de cibler les
cancers résistants aux traitements classiques. Nous allons ici nous intéresser tout particulierement a
un sous-type de cancer du sein présentant un besoin médical non-satisfait di a son agressivité, le
cancer du sein triple négatif (ou TNBC pour triple negative breast cancer).

Cancer du sein triple négatif

Le TNBC représente a ce jour un important défi thérapeutique en raison de son mauvais
pronostic di a l'agressivité de ce type de cancer, a des résistances envers les traitements
conventionnels, au trés haut potentiel métastatique des cellules cancéreuses et a d'importants risques

de récidive provoqués par des lésions métastatiques résiduelles.?2422>
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Le TNBC représente 15 a 20% des cancers du sein et en est un sous-type présentant un déficit
de trois récepteurs extracellulaires : le récepteur hormonal d’estrogéne (ER), le récepteur hormonal
de progestérone (PR) et le récepteur HER2, complexifiant le traitement par thérapies ciblées.?2®

En présence de métastases, le taux de survie a 5 ans passe de 90% pour une tumeur locale a
seulement 12% pour un cancer métastatique du TNBC.2%>22” Malgré les traitements actuels, les Iésions
métastasiques résiduelles vont mener a une récurrence de la tumeur dans 40% des cas.??®

Ainsi, les traitements d’hormonothérapie et ciblant le récepteur HER2 ne peuvent plus étre
utilisés au vu du déficit des trois récepteurs impliqués. Il est alors impératif de développer de nouveaux
traitements ciblés dans le but de réduire la quantité de métastases et de tuer efficacement les cellules
cancéreuses. Il serait alors judicieux de développer de nouveaux anticorps monoclonaux pouvant
reconnaitre sélectivement le TNBC a I'aide d’autres récepteurs. De plus, il parait intéressant d’allier ce
ciblage spécifique a I'action de molécules cytotoxiques afin de générer de nouveaux conjugués
anticorps-médicaments ciblant le TNBC.

Vers le développement d’outils thérapeutiques contre les cancers résistants

Afin de pouvoir combattre efficacement la pléthore de cancers existants, divers traitements
ont été développés ces derniéres années comme les ADCs qui, par le biais de leur charge
thérapeutique, vont cibler les microtubules et I’ADN des cellules cancéreuses pour entrainer leur mort.
Cependant, certains cancers ont développé des mécanismes de résistance aux traitements
actuellement sur le marché. Il est donc primordial de mettre au point des stratégies thérapeutiques
innovantes basées sur de nouveaux mécanismes d’action permettant d’outrepasser ces résistances. Il
serait ainsi pertinent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques impliquées dans des processus
biologiques différents.

Dans le cadre de cette these, nous avons décidé d’explorer une famille d’enzymes impliquées
dans différents processus biologiques, les poly(ADP-ribose) polymérases (PARPs).

Famille des PARPs et leur intérét dans la recherche contre le cancer

La famille des PARPs a été découverte en 1963 par deux chercheurs de I'Université de
Strasbourg, Pierre Chambon et Paul Mandel, et est composée de dix-sept membres.?2>2° Les PARPs
partagent toutes un domaine catalytique conservé permettant de catalyser le transfert d’unités
d’ADP-ribose sur une protéine acceptrice grace a I'hydrolyse du cofacteur NAD* afin de polymériser
I’ADP-ribose. On parle ici alors de poly-(ADP-ribosyl)ation.?3! Ce transfert est possible par la liaison
entre un acide glutamique ou aspartique de la protéine acceptrice et le premier monomere
d’(ADP-ribose) de la chaine au niveau du site actif de I'enzyme.?®? |l est également possible qu’une
PARP ne catalyse le transfert que d'une seule unité d’ADP-ribose, on parlera alors de
mono-(ADP-ribosyl)ation.?®® Ces étapes d’ADP-ribosylation ont un réle important dans différents
processus cellulaires. En effet, ce transfert se faisant généralement en réponse a des lésions de I’ADN,
il joue un role de signalisation cellulaire. Ainsi, une fois (ADP-ribosyl)és, les différents acteurs de la
réponse cellulaire aux dommages a I’ADN vont pouvoir étre recrutés au niveau de la Iésion afin de la
réparer, permettant de ce fait le maintien de l'intégrité du génome (Figure 39). En plus de leur réle

43



dans la réparation de I’ADN, les PARPs interviennent également au cours du métabolisme de I’ADN et
dans la régulation de la transcription. 23*
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Figure 39 : Mécanisme d'action des PARPs. A) Réaction de poly(ADP-ribosyl)ation survenue aprés I’activation des enzymes
PARP sur les brins d’ADN endommagés. Le cofacteur NAD+ est transféré dans le site actif de I'enzyme suivi d’un départ de
nicotinamide. Cette étape de transfert est répétée permettant la polymérisation des unités d’ADP ribose de fagon linéaire ou
ramifiée. Ainsi cette polymérisation va servir de signalement pour recruter différents acteurs de la réponse cellulaire aux
dommages a I’ADN. B) Structure du cofacteur NAD+ et réaction de transfert d’une unité d’ADP ribose sur la protéine.

PARP1 dans les thérapies anticancéreuses

PARP1 est le premier membre de cette famille a avoir été identifié, et est de ce fait le membre
le plus étudié et le mieux connu. Cette enzyme est notamment décrite pour son réle dans la réparation
des cassures simple-brin de I'ADN car elle peut se lier rapidement et de fagon covalente a I’ADN
endommagé. Ce processus aura pour effet d’activer cette enzyme, ce qui déclenchera tout d’abord
son auto-poly-(ADP-ribosyl)ation puis celles d’autres protéines de la réparation de I’ADN,?* faisant de
PARP1 la principale source de poly-ADP-ribosylation impliquée dans la réparation de I’ADN.?¢ De plus,
il a été démontré que PARP1 est surexprimée dans un grand nombre de cancers, tels que les cancers
du sein, de l'utérus et du poumon.?’” Au vu de cette surexpression dans les cellules cancéreuses et de
I'implication de cette enzyme dans divers processus biologiques, PARP1 est une cible biologique
intéressante pour I'élaboration de nouveaux traitements.

Il est possible d’utiliser des inhibiteurs de PARP1 afin de cibler cette enzyme dans le traitement
de certains cancers. Cependant, cette inhibition a elle seule ne permet pas d’observer d’effets
cytotoxiques dans toutes les cellule cancéreuse. Ces inhibiteurs vont notamment étre utilisés pour
cibler des tumeurs possédant des mutations spécifiques des génes BRCA1 et BRCA2 (Breast Cancer
Associated 1/2) présentes chez certains patients atteints de cancers du sein (10 a 15%).2*® Ces génes,
impliqués dans la préservation de l'intégrité génomique, sont des genes suppresseurs de tumeurs
permettant d’empécher une prolifération cellulaire incontrdlable.?®® Cependant, des mutations
(plusieurs centaines de mutations ont été identifiées) de ces génes conduisent a une augmentation du
risque de cancers car ils ne peuvent plus assurer leur role.?*°
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Il existe actuellement quatre inhibiteurs approuvés par la FDA utilisés dans le ciblage de
PARP1: le rucaparib 45 (approuvé en 2016 avec une indication contre les cancers des ovaires),
I'olaparib 46 (approuvé en 2018 avec une indication contre les cancers du sein HER2 négatif), le
niraparib 47 (approuvé en 2017 avec une indication contre les cancers des ovaires) et le talazoparib 48
(approuvé en 2018 avec une indication contre les cancers du sein HER2 négatif avancés ou
métastatique).?*® Ces molécules sont des inhibiteurs compétitifs du cofacteur NAD* dans le site actif
de 'enzyme et vont donc empécher la poly-(ADP-ribosyl)ation (Figure 40).24
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Figure 40 : Structures des inhibiteurs de PARP approuvés par la FDA, le rucaparib 45, I'olaparib 46, le niraparib 47 et le
talazoparib 48 comparées a la structure du cofacteur NAD+

Dans le cas ol un patient est atteint d’un cancer avec une mutation BRCA1 ou BRCA2, cette
derniere entraine un déficit dans la réparation de I’ADN mais sans pour autant détruire les cellules
cancéreuses. Cependant, si I'on ajoute a cela I'inhibition de PARP1, d’autres voies de la réparation
seront ainsi altérées entrainant une accumulation de dommages non réparés dans I’ADN conduisant a
la mort cellulaire. On parle alors de Iétalité synthétique. La létalité synthétique est un type de mort
cellulaire ne se produisant qu’apreés I'altération ou I'inhibition de deux cibles biologiques ou plus, qui
individuellement n’ont pas d’effets cytotoxiques.?® Ainsi, les inhibiteurs de PARPs, olaparib 46 et
talazoparib 48, ayant une indication pour le cancer du sein ont été évalués sur un panel de cellules
cancéreuses et ont montré une meilleure efficacité contre des cellules cancéreuses BRCA™!
(Tableau 2).242243

Tableau 2 : ICsp des inhibiteurs de PARP (utilisés contre les cancers du sein) en fonction de la présence ou non de mutations
BRCA.2%3

ICs0 (M)
Inhibiteur PARP Cellules cancéreuses BRCA"T Cellules cancéreuses BRCA™t
Olaparib 46 10°a10° 103 107
Talazoparib 48 10° 101

Les stratégies de ciblage des cancers résistants reposent sur des thérapies combinées mais
aussi sur d’autres mécanismes comme la létalité synthétique. Etant donné que 15 a 25 % des TNBC
présentent une mutation des génes BRCA1/2, l'inhibition de PARP semble pertinente dans ce

contexte. 2424
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Malheureusement, I'utilisation de ces inhibiteurs en thérapie est limitée. En effet, ces
molécules ont présenté une faible sélectivité face aux cellules cancéreuses par rapport aux cellules
saines ainsi que pour les différentes PARPs, provoquant de ce fait I'apparition d’effets secondaires (tels
que I'immunodépression ou I’hépatotoxicité) liés a I'inhibition concomitante de PARP1 et PARP2.%4¢
Enfin, 40 a 70 % des patients ont démontré une résistance a I'inhibition de PARP1, rendant |'utilisation
de ces inhibiteurs inefficace. La principale cause de résistance est due a une inversion des mutations
BRCA1/2, permettant a ces génes de retrouver leurs fonctionnalités initiales.?*’” Ceci a pour effet de
rendre inefficaces les inhibiteurs en empéchant la |étalité synthétique. Il est aussi possible que PARP1
subisse des mutations la rendant résistante aux inhibiteurs.?*” 2*® Cependant, cibler PARP1 présente
malgré tout un grand intérét dans les TNBC car les patients atteints d’'une mutation BRCA1 ont plus de
chance de développer ce type de cancer du sein. Enfin, a cause de la grande hétérogénéité dans
certains cancers résistants, les inhibiteurs de PARP1 n’ont pas démontré une assez bonne efficacité.?*
Afin d’outrepasser ces mécanismes de résistance contre le TNBC, il est possible de cibler un autre
membre de la famille des PARPs, comme PARP3.

Une nouvelle cible thérapeutique d’intérét : PARP3

PARP3 a été identifiée par le chercheur Magnus Johansson en 1999.2°° Cette enzyme est
impliquée dans des processus biologiques liés a la réparation double-brin de ’ADN (contrairement a
PARP1, impliquée dans la réparation simple-brin), a la régulation de la transcription, aux

réarrangements chromosomiques et a la progression mitotique.?>!

PARP3 s’est révélée étre surexprimée dans certains types de cancers résistants tels que le
TNBC.?? En effet, cette enzyme posséde deux roles clés dans la prolifération de ce type de cellules
cancéreuses : un role dans la réponse cellulaire aux dommages a I’ADN et un réle dans la mitose,
notamment dans I'organisation et la stabilisation des microtubules ainsi que dans l'intégrité des

téloméres.?*!

Ainsi, I'inhibition de PARP3 dans les TNBC BRCA1™" fonctionne de la méme fagon que pour
I'inhibition de PARP1. Il est donc également possible de provoquer de la |éthalité synthétique afin de
cibler ce type de cellules cancéreuses.?>?

Cependant, I'absence de PARP3 induite par des modifications génétiques (PARP3 knock out)
ou par I'action de siRNA ciblant I’ARN messager de PARP3 (PARP3 knock down), s’avére non-léthale sur
des cellules ne présentant pas de mutation BRCA1/2 mais permettrait tout de méme de les fragiliser.?>3
Il serait alors possible de provoquer la mort des cellules en combinant I'absence de PARP3 avec des
drogues ciblant des processus dans lesquels elle est impliquée, comme des dommages dans I’ADN ou
ciblant la polymérisation des microtubules.

Dans le cadre de cette thése, nous avons décidé de nous focaliser sur I'étoposide 50, un
inhibiteur de la topoisomérase Il, ainsi que sur la vincristine 22, un poison mitotique. Ainsi, en
combinant I'altération de PARP3 (a I'aide d’un inhibiteur ou d’un siRNA) avec I'action d’une molécule
cytotoxique, il serait possible de développer une nouvelle thérapie contre les cancers reposant sur un
nouveau mode d’action synergique.
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Ciblage de PARP3 a l'aide d’une combinaison synergique

Afin d’empécher PARP3 d’assurer ses fonctions dans la cellule, une possibilité serait d’utiliser
un inhibiteur de cette enzyme. Actuellement, il n’existe qu’un seul inhibiteur sélectif de PARP3, le
Me0328 49 développé par le chercheur Anders E. G. Lindgren en 2013 (Figure 41). Le Me0328 49 est
un inhibiteur compétitif du cofacteur NAD* dans le site actif de I'enzyme et possede une ICso de
0,89 uM sur I'enzyme purifiée.?> Une autre possibilité serait de provoquer la déplétion de PARP3 3
I"aide d’un siRNA, une approche plus spécifique que I'utilisation d’un inhibiteur en raison de la grande
homologie entre les sites catalytiques des différentes PARPs.

Ainsi, il serait intéressant d’utiliser un inhibiteur sélectif de PARP3 comme le Me0328 49, car
les inhibiteurs actuellement utilisés contre manquent de sélectivité. En effet, ces molécules peuvent
cibler PARP1 et PARP2, mais également PARP3 a des concentrations plus élevées. Le Me0328 49
pourrait donc cibler PARP3 sans interagir avec PARP1 et PARP2, ce qui supprimerait le manque de
sélectivité observé jusqu’a présent.

Nouvelles méthodes combinatoires pour surpasser la résistance cellulaire des cancers

Afin de pouvoir profiter des effets de I'inhibition de PARP3 provoquée par le Me0328 49, il
serait judicieux d’utiliser des molécules cytotoxiques aptes a développer un effet synergique. Le
premier candidat est I’étoposide 50 (Figure 41), un inhibiteur de la topoisomérase Il (ou Topo I1).%° La
Topo Il est une enzyme homodimérique possédant un mode d’action similaire a la topoisomérase |
(détaillé dans le chapitre « Les camptothécines »).2°¢ A la différence de la Topo |, la Topo Il permet de
créer des coupures double-brin dans I'ADN (la Topo | ne pouvant réaliser que des coupures
simple-brin).2>” L’étoposide interagit avec la Topo Il lorsqu’elle est fixée sur I’ADN aprés avoir réalisé
une coupure double-brin, 'empéchant ainsi de se libérer pour qu’une ADN-ligase puisse réparer la
cassure générée. Ainsi, I'inhibition simultanée de la Topo Il et de PARP3 permettrait d’observer un
effet synergique en entrainant I'accumulation de cassures double-brins non réparées a un niveau létal
pour la cellule.

Notre deuxieme candidat est la vincristine 22 (Figure 41), un poison mitotique dont le
mécanisme d’action a été détaillé dans le chapitre «Inhibiteur de microtubules». Sa capacité a inhiber
la polymérisation des microtubules serait un atout considérable en combinaison avec un inhibiteur de
PARP3, cette enzyme étant impliquée dans la progression mitotique, notamment dans I'assemblement
du fuseau mitotique ou dans la taille des téloméres et leur cohésion.?*®
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Me0328 49 Etoposide 50 Vincristine 22

Figure 41 : Structures du Me0328 49 et des molécules sélectionnées afin de développer un effet synergique

Nouveaux systemes de délivrance

Afin d’améliorer I'efficacité d’une telle combinaison et de la rendre sélective envers le TNBC, il
serait intéressant de vectoriser ces molécules a I'aide d’un anticorps. Les ADCs ainsi formés avec ces
nouvelles charges thérapeutiques représenteraient une stratégie thérapeutique innovante.

Dans un premier temps, ces composés seront modifiés afin d’y incorporer un linker permettant
leur relargage intracellulaire de fagon optimale. Ces nouveaux ADCs seront alors évalués séparément
et en combinaison dans des cellules de TNBC in vitro puis dans des modeles murins de xénogreffes de

ces cellules.

La finalité de cette stratégie serait de générer un anticorps bi-conjugué composé de charges
thérapeutiques avec deux mécanismes d’action distincts dont les effets seront synergiques. Pour ce
faire, les méthodes de conjugaison développées pour la génération des mono-conjugués seront
appliquées de facon séquentielle afin d’obtenir I'anticorps bi-conjugué final (Figure 42).

Composé ( W Molécule cytotoxique Bioconjugaison

ciblant PARP3 synergique séquentielle

Anticorps bi-conjugué innovant
ciblant les TNBC

Figure 42 : Stratégie de mono-conjugaison d'un composé ciblant PARP3 et d'une molécule cytotoxique complémentaire. Les
composés ciblant PARP3 et les molécules cytotoxiques seront fonctionnalisés avec un linker afin de les bioconjuguer a un
anticorps. Ces méthodes de conjugaison seront ensuite opérées de fagon séquentielle sur un méme anticorps, permettant ainsi
la génération d’anticorps bi-conjugaison porteurs de nos deux composés d’intérét.
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Objectifs de these

Nous avons développé dans I'introduction que les ADCs représentent une classe émergente
d’agents thérapeutiques permettant le ciblage spécifique de cancers via I'utilisation d’anticorps
monoclonaux liés a des molécules cytotoxiques. Cependant, les ADCs souffrent de quelques limitations
telles qu’'un manque d’efficacité sur certains cancers résistants ou un choix de charge thérapeutique
limité.

Ainsi, le but de cette thése est de générer des ADCs équipés avec de nouveaux types de charges
thérapeutiques qui permettront de pallier ces limitations. Nous avons décidé de cibler I'enzyme PARP3
du fait de son implication dans différents processus biologiques tels que la réparation des dommages
dans I’ADN double-brins et la progression mitotique et plus particulierement pour son réle dans la
prolifération des cellules cancéreuses. L’objectif est de générer un ADC ayant un mode d’action contre
cette enzyme afin de provoquer de la Iéthalité synthétique dans les cancers résistants présentant une
mutation BRCA1/2, comme le TNBC. Pour ce faire, il sera possible d’utiliser soit le Me0328 49, un
inhibiteur de PARP3, soit un petit ARN interférant, permettant la déplétion sélective de I'enzyme.

Pour étendre cette stratégie aux cancers ne présentant pas ces mutations, nous allons
exploiter le fait que I'absence de PARP3 permet de fragiliser les cellules envers des molécules
cytotoxiques. Dans ce but, nous allons générer des ADCs équipés de molécules cytotoxiques dont les
mécanismes d’action seront complémentaires a l'inhibition ou la déplétion de PARP3, comme
|’étoposide 50 ou la vincristine 22. La finalité de cette these serait de combiner I'un de ces composés
cytotoxiques et un agent agissant sur PARP3 sur un méme anticorps afin de permettre leur délivrance
simultanée et bénéficier d’un effet synergique.

Par conséquent, ces travaux de thése concernent nos tentatives pour vectoriser des drogues
cytotoxiques peu exploitées comme charge thérapeutique dans les ADCs en développant des
stratégies de synthese pour y installer des linkers. Pour finir, une stratégie de synthése d’anticorps
bi-conjugués a été élaborée afin de délivrer a la fois une molécule cytotoxique et une molécule ciblant
PARP3.

En guise de preuve de concept, cette stratégie d’anticorps bi-conjugués utilisera dans un
premier temps I'anticorps trastuzumab 54 (un anticorps monoclonal utilisé en routine dans notre
laboratoire) ciblant spécifiguement le marqueur de surface HER2 surexprimé dans une lignée de
cancer du sein, la lignée SKBR3.

Projet 1 : Développement d’anticorps bi-conjugués porteurs d’agents ciblant PARP3 et
de molécules cytotoxiques pour le ciblage des cancers du sein triple négatif

Ce premier projet a pour but de développer des ADCs bi-conjugués permettant de délivrer
deux molécules dont les mécanismes d’action agiraient de concert afin d’obtenir un effet synergique.
Un de ces composés sera une molécule permettant I'inhibition ou la déplétion de PARP3, I'autre sera
qguant a lui cytotoxique. Ainsi, I'absence de PARP3 provoquerait une fragilisation des cellules, sans
induire de toxicité, menant a la potentialisation des effets du deuxieme composé.
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Afin de provoquer I'absence de PARP3, nous envisageons d’utiliser soit un inhibiteur de
I'enzyme, le Me0328 49, soit un siRNA. Par la suite, I'impact de l'inhibition de PARP3 sur la
potentialisation des effets de différentes molécules cytotoxiques sera évalué par un test de viabilité
cellulaire.

Apres avoir déterminé la meilleure combinaison de molécules, ces derniéres seront
fonctionnalisées avec un linker en vue d’étre conjuguées séparément sur un anticorps modeéle. Dans
un premier temps, nous allons déterminer si ces ADCs sont bien actifs seuls in vitro. Dans un second
temps, ces différents composés seront évalués en combinaison puis en bi-conjugaison afin de
déterminer s’il y a un potentiel effet synergique entre la molécule cytotoxique et I'inhibition de PARP3.

Projet 2 : Développement de nouveaux ADCs conjugués a la vérubuline, une nouvelle
charge thérapeutique

Ce deuxieme projet a pour but de développer des analogues de la vérubuline 28 en tant que
nouvelle classe de charge thérapeutique pour ADCs. La vérubuline 28, a l'inverse des drogues
classiquement employées, est une petite molécule hydrophile agissant en tant qu’inhibiteur des
microtubules. Ainsi, ce type de molécule permettrait de diminuer les probléemes d’hydrophobicité
apportées par certaines drogues classiquement utilisées en ADC.

Dans ce projet, nous allons synthétiser la vérubuline 28 ainsi que différents analogues portant
des fonctions nucléophiles afin de de la vectoriser. Nous allons par la suite synthétiser des dérivés
contenant un linker pour la bioconjugaison et étudier leur efficacité en tant qu’ADC sur une lignée
cellulaire modele par des tests de viabilité cellulaire.
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Développement d’anticorps bi-conjugués porteurs d’agents ciblant
PARP3 et de molécules cytotoxiques pour le ciblage des cancers du
sein triple négatifs

Introduction

Le cancer du sein triple négatif (ou TNBC pour triple negative breast cancer) représente a ce
jour un important défi thérapeutique en raison de son mauvais pronostic d{i a son agressivité, a des
résistances envers les traitements conventionnels, a son trés haut potentiel métastatique et a
d’importants risques de récidive (causés par des lésions métastatiques résiduelles).??* De plus, en
présence de métastase, le taux de survie a 5 ans passe de 90% pour une tumeur locale a seulement
12% pour un cancer métastatique. Malgré les traitements actuels, les |ésions métastasiques résiduelles

vont mener a une récurrence de la tumeur dans 40% des cas.?®

Le TNBC représente 15-20% des cancers du sein et en est un sous-type présentant un déficit
de trois récepteurs extracellulaires généralement utilisés en thérapie: le récepteur hormonal
d’estrogene (ER), le récepteur hormonal de progestérone (PR) et le récepteur HER2 (Human Epidermal
growth factor 2 receptor). Cette particularité empéche ainsi son exploitation dans les thérapies
hormonales ciblant les récepteurs ER et PR, et limite les immunothérapies basées sur |'utilisation
d’anticorps monoclonaux ciblant le récepteur HER2, comme le trastuzumab.??® || est alors impératif de
développer de nouveaux traitements ciblés afin de réduire la quantité de métastases et de tuer
efficacement les cellules cancéreuses.

L'une des particularités des TNBC est qu’ils peuvent, dans 20% des cas, présenter des
mutations BRCAY2, Ces mutations sont impliquées dans leur résistance en entrainant un déficit dans
la réparation de ’ADN.?° Aussi, il est possible d’exploiter ces mutations avec des inhibiteurs de PARP,
ce qui permettra d’altérer d’autres voies de la réparation. Ceci aura pour effet de provoquer une
accumulation de dommages non réparables dans I’ADN menant a la mort cellulaire. Ce phénomene
contribue a générer de la |éthalité synthétique, un type de mort cellulaire possible uniquement apres
I’altération ou l'inhibition de plusieurs cibles biologiques qui individuellement n’ont pas d’effets
cytotoxiques.2®®

Dans l'intention d’élaborer un nouveau type de thérapie pour soigner le TNBC, nous avons
décidé de nous tourner vers I'enzyme PARP3. Cette enzyme participe a de nombreux processus
biologiques, comme la réparation double-brin de I’ADN, la régulation de la transcription, les
réarrangements chromosomiques ou la progression mitotique.?!

PARP3 est impliquée dans I'agressivité tumorale car les cellules cancéreuses peuvent utiliser
les mécanisme de défense de PARP3, notamment dans la réponse cellulaire aux dommages a I’ADN,
dans 'organisation et la stabilisation des microtubules ainsi que dans I'intégrité des télomeéres, afin de
développer une résistance cellulaire.?! De plus, une surexpression de PARP3 a été observée dans des
lignées cellulaires de certains cancers agressifs tel que le glioblastome ou le TNBC (comparé a des
lighées de cancer du sein non-triple négative).?*
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De ce fait, mettre au point une thérapie permettant I'inhibition de PARP3 serait a I'origine d’'un
nouveau type de thérapie innovante et efficace sur les TNBC BRCAY2™t 2% | e but de ce projet est de
cibler spécifiquement I'enzyme PARP3 pour profiter de son implication dans la réparation double-brin
de I'ADN et dans I'agressivité tumorale afin de provoquer de la Iéthalité synthétique. De plus, dans le
but d’étendre cette stratégie aux TNBC non BRCA™", I'inhibition de PARP3 sera alors combinée a
I'action cytotoxique d’'une molécule synergique dont les effets seraient potentialisés en I'absence de
cette enzyme.

Pour provoquer I'absence de PARP3, une possibilité serait I'utilisation d’un inhibiteur sélectif
de cette enzyme. Actuellement, il n’existe qu’un seul inhibiteur de PARP3, le Me0328 49 développé
par le chercheur Anders E. G. Lindgren en 2013 (Figure 43). Le Me0328 49 est un inhibiteur compétitif
du cofacteur NAD* dans le site actif de I'enzyme permettant I'inhibition de PARP3 avec une ICs de
0,89 uM sur I'enzyme purifiée.?* |l serait également possible d’utiliser un petit ARN interférant ciblant
directement I'expression de PARP3 (siPARP3 53).

o)

1 )

Iz
—Z
o

Me0328 49
Figure 43 : Structure de I'inhibiteur de PARP3, le Me0328 49

La stratégie explorée dans ce projet est de générer un anticorps sur lequel sera conjugué le
Me0328 49 ou le siPARP3 53 a l'aide d’un bras espaceur (ou linker) dans le but de délivrer
sélectivement I'un de ces composés directement dans les cellules cancéreuses désirées. Ainsi, des
méthodes de conjugaison seront développées pour permettre la modification d’anticorps avec ces
composés par une étape de conjugaison lysine. Dans le cas du Me0328 49, comme aucune stratégie
n‘a été développée précédemment, des méthodes de modifications ainsi que différents linkers
(clivables ou non) seront évalués dans ce projet. Pour la modification du siPARP3 53, nous allons nous
baser sur une méthode ayant déja été développée en interne dans notre laboratoire et reposant sur
I'utilisation d’un linker non-clivable polyéthylene glycol. Ce siRNA fonctionnalisé pourra alors étre
bioconjugué sur un anticorps grace a une stratégie de modification en deux temps, appelée stratégie
« Plug and Play ».

Un ADC permettrait la délivrance simultanée et sélective de ces deux composés afin de
s'assurer qu’ils soient internalisés dans les mémes cellules. En guise de preuve de concept, cette
stratégie d’anticorps conjugués utilisera dans un premier temps I'anticorps trastuzumab, un anticorps
monoclonal déja approuvé par la FDA et utilisé en routine dans notre laboratoire, ciblant
spécifiguement le marqueur de surface HER2 surexprimé dans une lignée de cancer du sein, la lignée
SKBR3%2, En vue d’utiliser un anticorps valide pouvant cibler le TNBC, nos collaborateurs dans ce projet
sont en cours de sélection d’'un marqueur de surface pertinent et dont I'efficacité a déja été prouvé
sur ces cellules cancéreuses. La combinaison des composés sera également évaluée sur une lignée
cellulaire de TNBC afin de vérifier si la synergie créée est efficace dans ces cellules cancéreuses
d’intérét, la lignée MDA-MB-436. Enfin, aprés validation de ce nouveau systéeme, les méthodes de
bioconjugaison seront transposées a un anticorps ciblant le TNBC.
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En effet, I'enzyme PARP3 étant impliquée dans la réparation double-brin de I’ADN, son absence
serait capable de fragiliser les cellules cancéreuses face a l’action de molécules cytotoxiques
provoquant des dommages dans I’ADN telle que I'étoposide 50 (un inhibiteur de la topoisomérase Il

263), ce qui potentialiserait 'accumulation

avec une efficacité cytotoxique de I'ordre du micromolaire
de lésions dans I’ADN. Dans le but de vectoriser I'’étoposide 50, nous envisageons de nous baser sur
les travaux de Toki, et al. pour accrocher un linker clivable ValCit-PAB grace a une réaction de
Mitsunobu.2®* Cette équipe a développé cette stratégie de modification de I'étoposide 50 a I'aide d’un
motif ValCit protégé avec un groupement carbamate de benzyle en position N-terminale,
Z-ValCit-PAB-OH 51, afin d’employer cette molécule en tant que prodrogue sous sa forme
Z-ValCit-étoposide 52 (Figure 44). Ainsi, nous planifions d’utiliser un linker ValCit-PAB-OH protégé avec
un groupement Fmoc ou Boc pour la réaction de Mitsunobu avec I'étoposide 50. Ensuite, cette
molécule sera déprotégée et fonctionnalisée a I'aide d’un bras espaceur possédant un motif maléimide

en vue de |'étape de bioconjugaison cystéine.
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Figure 44 : Stratégie de modification de I'étoposide 50 développée par Toki, et al. utilisant la réaction de Mitsunobu pour
obtenir la prodrogue Z-ValCit-étoposide 52

De plus, PARP3 étant également impliquée dans la progression mitotique (notamment dans

I'organisation et la stabilisation des microtubules ainsi que dans I'intégrité des télomeéres)2*+251,

son
absence permettrait de rendre sensibles les cellules cancéreuses face a l'action de molécules
influencant la division cellulaire telle que la vincristine 22, un vinca-alcaloide inhibiteur de la
polymérisation des microtubules lors de la division cellulaire ayant une activité cytotoxique
subnanomolaire.?> La molécule cytotoxique synergique sera alors également conjuguée a un anticorps
a I'aide d’un linker pour permettre sa délivrance sélective dans les cellules désirées. Dans le but de
modifier la vincristine 22 et d’y incorporer un linker, nous allons nous basé sur les travaux de
Staben, et al. afin d’accrocher un linker clivable ValCit a l'aide d’une stratégie d’alkylation
quaternaire.'® Ces chercheurs ont montrés qu’en utilisant un analogue chlorure de benzyle 26, dérivé
du linker MC-ValCit-PAB-OH 85, il est possible de fonctionnaliser un panel de drogues telle que la
vinblastine 21, un vinca-alcaloides trés proche structuralement de la vincristine 22, leur permettant

d’obtenir 'ammonium MC-ValCit-PAB-vinblastine 27 (Figure 45). De ce fait, cette stratégie sera
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adaptée pour la modification de la vincristine 22, qui sera alors préte pour une étape de conjugaison
cystéine a l'aide d’un motif maléimide.
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Figure 45 : Stratégie d’alkylation quaternaire développée par Staben, et al. afin de fonctionnaliser la vinblastine 21 a I'aide
d’un linker MC-ValCit-PAB-Cl 26 pour obtenir le MC-ValCit-PAB-vinblastine 27

Avant de générer un anticorps bi-conjugué portant a la fois un composé ciblant PARP3 et une
molécule cytotoxique, il nous est apparu opportun de nous concentrer sur la simple conjugaison de
ces composés sur trastuzumab, afin d’évaluer dans un premier temps I'efficacité d’un mélange de ces
immunoconjugués. Puis, dans un deuxieéme temps, ces méthodes de mono-conjugaison optimisées
seront appliquées de facon séquentielle afin d’obtenir les anticorps bi-conjugués finaux.

Tout d’abord, le Me0328 49 sera synthétisé pour évaluer sa combinaison in vitro avec
I’étoposide 50 ou la vincristine 22. En fonction des résultats biologiques obtenus, des linkers seront
synthétisés permettant la modification et la mono-conjugaison de ces composés. Ces ADCs seront alors
évalués in vitro seuls ou en combinaison afin de déterminer les paramétres menant a une synergie
entre ces composés. Enfin, les méthodes de bioconjugaison développées seront opérées de fagon
successive sur un méme anticorps, menant a I'obtention d’un anticorps bi-conjugué (Figure 46).
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Figure 46 : Stratégie de bioconjugaison séquentielle envisagée pour obtenir I'anticorps bi-conjugué portant a la fois un
composé ciblant PARP3 et une molécule synergique

Ce dernier permettra alors I'internalisation dans les cellules de deux molécules différentes
dont les mécanismes d’action seront complémentaires, menant a une mort cellulaire efficace sur les
cellules SKBR3. Ainsi, ces méthodes de conjugaison pourront étre transposées a un anticorps ciblant
les TNBC.

Résultats et discussions

Combinaison de I'inhibiteur Me0328 49 et de |'étoposide 50
Synthése du Me0328 49

Le Me0328 49 est I'un des seuls inhibiteurs connus de I'enzyme PARP3. Cette molécule est un
inhibiteur compétitif du cofacteur NAD+ et cible le site actif de PARP3.

Le Me0328 49 a été synthétisé en trois étapes et a été obtenu avec un rendement global de
25%.26267  D’abord, le premier intermédiaire 57 a été obtenu grdce a une réaction
d’addition-élimination en condition acide entre I'anthranilamide 55 et I'anhydride succinique 56
menant a une ouverture de cycle. La molécule 57 a été obtenue avec un rendement de 74%. Cette
derniere a ensuite été cyclisée en condition basique grace a une réaction de condensation afin de
former I'acide 58 correspondant avec un rendement de 51%. Enfin, le composé 58 a été couplé a dela
(5)-(-)-1-phényléthylamine 59 en présence de benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphonium
hexafluorophosphate (BOP) et de pyridine afin d’obtenir le Me0328 49 final avec un rendement de
65% (Figure 47).
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Figure 47: Synthese du Me0328 49 en trois étapes a partir d’anthranilamide 55 commercial

Evaluation de la combinaison entre le Me0328 49 et I'étoposide 50 sur les cellules SKBR3

La combinaison entre le Me0328 49 et I'étoposide 50 commercial a été évaluée par un test de
viabilité cellulaire WST-1 (pour Water Soluble Tetrazolium) sur la lignée cellulaire SKBR3. Différentes
concentrations de composés ont été évaluées pendant 72 h d’incubation. Le Me0328 49 ayant une
ICso de 0,89 uM sur I'enzyme purifiée, cette molécule a été incubée a des concentrations de 0 a
10 uM.»* De 0,5 uM a 3 uM d’étoposide 50, seul son effet cytotoxique est observé, et ce,
indépendamment de la concentration de Me0328 49 (Figure 48). Ce résultat suggére que I'effet du

Me0328 49 ne permet pas d’augmenter |'activité cytotoxique de I’'étoposide 50 de 0 a 10 uM
d’inhibiteur.
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Figure 48 : Evaluation in vitro de la combinaison du Meo0328 49 et de I'étoposide 50 sur les cellules SKBR3. Différentes

concentrations des composés ont été évaluées pendant 72 h d’incubation afin de déterminer le pourcentage de viabilité
cellulaire par un test WST-1.
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Il s’avere que le Me0328 49 ne présentait pas une activité suffisante afin d’inhiber PARP3 a ces
concentrations. Comme son ICso est de 0,89 uM sur I’enzyme purifiée, une incubation sur des cellules
nécessiterait des concentrations plus importantes. Afin d’outrepasser ces problemes, nous avons
décidé d’employer une méthode, basée sur I'utilisation de petits ARN interférents (siRNA), permettant
de cibler et de dépléter sélectivement PARP3.

Dans ce but, un SMARTpool commercial (mélange de plusieurs siRNAs dont les séquences sont
complémentaires a I’ARN messager permettant la traduction de PARP3) de siRNA ciblant PARP3 a été
évalué. De plus, les séquences de ces siRNAs ont été soumises a un test de transfection afin de
sélectionner un siRNA ciblant PARP3 (siPARP3 53) permettant une déplétion de I'enzyme.

Evaluation de la combinaison entre le siPARP3 53 et I'étoposide 50 sur les cellules SKBR3

Dans un premier temps, la déplétion de PARP3 a été mesurée a lI'aide d’un agent de
transfection, le JETprime®, afin de s’assurer de I'efficacité du siPARP3. Les cellules ont été transfectées
avec 50 nM de siPARP3 53 ou 50 nM d’un siRNA de contrdle, le siSCR, pendant 4 h. Ainsi, I'expression
de PARP3 a été évaluée par western-blot et mesurée par un gel d'électrophorése, montrant une
déplétion de I'enzyme d’environ 50% (Figure 49). De cette fagon, il a été possible de provoquer la
déplétion de PARP3 grace a l'utilisation du siPARP3 54 transfecté comparé au siSCR. Ce résultat suggere
gue cette méthode était suffisamment efficace et sélective de I'enzyme, pouvant étre utilisée en
combinaison avec une molécule synergique.

SiSCR siPARP3 53

PARP3 — 62 kDa

Figure 49 : Déplétion de PARP3 provoquée par la transfection du siPARP3 53 comparé au siSCR. Les cellules SKBR3 ont été
transfectées avec 50 nM de siPARP3 53 ou siSCR pendant 4 h. L’expression de I'enzyme a été évaluée par western-blot et
mesurée grdce a un gel d’électrophorése.

La combinaison entre le siPARP3 53 et I'étoposide 50 commercial a ensuite été évaluée par un
test de viabilité cellulaire sur la lignée cellulaire SKBR3. Ainsi, les concentrations de siRNA ont été fixées
a 50 nM, dose a laquelle une déplétion de PARP3 a été observée. Les cellules ont été prétraitées
pendant 48 h avec les siRNA avant d’ajouter I’étoposide 50 a différentes concentrations ; cet ensemble
sera incubé pendant 72 h. De 1 nM a 10 uM, seule I'activité cytotoxique de I'étoposide 50 a été
observée, malgré la transfection du siPARP3 53, et comparée a la transfection du siSCR (Figure 50). Ce
résultat suggere que la déplétion de PARP3 induite par le siPARP3 53 ne permettait pas d’augmenter
I'activité cytotoxique de I'étoposide 50 de 4 a 12 uM, concentrations ou |'effet de 50 apparait.
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Figure 50 : Evaluation in vitro de la combinaison entre le siPARP3 53 et |'étoposide 50 sur les cellules SKBR3. Les cellules ont
été prétraité avec 50 nM de siRNA 48 h avant I'ajout d’étoposide 50. Différentes concentrations de 50 ont été évalué pendant

72 h d’incubation afin de déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire par un test WST-1.

Pour tenter d’outrepasser ces problemes, nous avons décidé d’augmenter les temps
d’incubation de I’étoposide 50 (non montré ici). Cependant, les résultats étaient similaires : aucune
potentialisation n’a été observée en I'absence de PARP3. Au vu de ces résultats, il nous paraissait
nécessaire de changer de molécule cytotoxique. Nous avons donc décidé de cibler un autre mécanisme
d’action dans lequel PARP3 est impliquée, la progression mitotique. En effet, PARP3 est notamment
impliquée dans I'assemblement du fuseau mitotique ou dans la taille des téloméres et leur cohésion.?®

Nous nous sommes alors penchés sur I'utilisation de poison mitotique tel que la vincristine 22.
Cette molécule sera alors évaluée en test de viabilité cellulaire en combinaison avec la déplétion de
PARP3 induite par le siPARP3 53.

Evaluation de la combinaison entre le siPARP3 53 et la vincristine 22

Evaluation sur les cellules SKBR3

La combinaison entre le siPARP3 53 et la vincristine 22 commerciale a été évaluée par un test
de viabilité cellulaire sur la lignée cellulaire SKBR3, comparé avec le siSCR. Les cellules ont été
prétraitées pendant 48 h avec 50 nM de siRNAs avant d’ajouter la vincristine a différentes
concentrations. Puis cet ensemble a été incubé pendant 48 h. Entre 1 et 2 nM de vincristine 22, une
augmentation de I'activité cytotoxique a été observée. De plus, cette augmentation n’a pas eu lieu
lorsque le siSCR a été transfecté. Ce résultat suggére qu’une augmentation significative de 60-70% des
effets de la vincristine 22 est possible en absence de PARP3 provoquée par I'action du siPARP3 53. De
plus, cette potentialisation a pu étre mise en évidence avec un temps d’incubation plus court (48 h vs
72 h) (Figure 51).
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Figure 51 : Evaluation in vitro de la combinaison entre le siPARP3 53 et la vincristine 22 sur les cellules SKBR3. Les cellules ont
été prétraitées avec 50 nM de siRNA 48 h avant I'ajout de vincristine 22. Différentes concentrations de 22 ont été évaluées

pendant 48 h d’incubation afin de déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire par un test WST-1.

L'absence de PARP3 provoquée par le siPARP3 53 a permis ici de mettre en avant une
augmentation significative des effets de la vincristine 22 sur les cellules SKBR3. Afin de valider cette
combinaison sur un modele de TNBC, ces composés seront évalués sur la lignée MDA-MB-436.

Evaluation sur les cellules MDA-MB-436 TNBC

Dans un premier temps, la déplétion induite par le siPARP3 53 dans les cellules MDA-MB-436
a été évaluée par western-blot, mesurée par un gel d’électrophorése et comparée avec le siSCR apres
4 h d’incubation. Ici une déplétion totale de I'enzyme par le siPARP3 53 a été observée avec 50 nM de
composé (Figure 52).

Dans un deuxiéme temps, les cellules ont été prétraitées avec 50 nM de siRNAs, 48 h avant le
traitement avec la vincristine 22, a différentes concentrations de vincristine 22 pendant 72 h. La
viabilité cellulaire a alors été mesurée avec un test WST-1. Cependant, afin d’observer une
potentialisation, le temps d’incubation a été augmenté, passant de 48 h a 72 h. Ces résultats nous
montrent que I’activité cytotoxique de la vincristine 22 passe de 18 nM (cellules transfectées avec le
siSCR) a 1,9 nM (cellules transfectées avec le siPARP3 53), indiquant une efficacité 10 fois supérieure
(Figure 52). Ainsi, la potentialisation observée avec les cellules SKBR3 a également été obtenue dans
la lignée cellulaire MDA-MB-436, prouvant que cette combinaison est efficace sur ces cellules de TNBC.
Cependant, les valeurs d’ICso sont plus élevées que sur les cellules SKBR3. Mais ce résultat est
compréhensible car les cellules MDA-MB-436 sont plus résistantes que les cellules SKBR3.
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Figure 52 : Evaluation in vitro de la combinaison entre le siPARP3 53 et la vincristine 22 sur les cellules MDA-MB-436. A) La
déplétion provoquée par le siPARP3 53 comparée a la transfection du siSCR a été mesurée par western-blot avec 50 nM de
composé et une incubation de 4 h, et grdce a un gel d’électrophorese. B) Mesure du pourcentage de viabilité cellulaire aprés
incubation de la vincristine 22 pendant 72 h sur les cellules prétraités avec les siRNAs. La déplétion mesurée est en accord avec
la potentialisation observée lors du test WST-1.

Au vu de l'effet de potentialisation que posséde la combinaison entre le siPARP3 53 et la
vincristine 22, il a été décidé de conjuguer ces deux composés sur I'anticorps trastuzumab, d’abord
séparément afin d’évaluer les effets des mono-conjugués seuls puis en combinaison avec les composés
libres ou conjugués.

Bioconjugaison du siPARP3 53

Synthese du linker BCN-PEGs-PFP 61

Dans le but de générer des conjugués anticorps-siRNA, nous avons décidé d’employer une
stratégie de fonctionnalisation en deux temps, la stratégie « Plug and Play ». Dans un premier temps,
les anticorps sont pré-fonctionnalisés par un fluorure de 4-azidobenzoyle (ABF 60) permettant
I'incorporation d’'un motif azoture sur les anticorps. Cet électrophile, développé en interne dans notre
laboratoire, posséde I'avantage de permettre une conjugaison rapide (30 min) et linéaire. Ainsi la
conjugaison sera stcechiométrique, qui permettra d’obtenir un DoC moyen égal au nombre
d’équivalent d’ABF 60 utilisé.?®® Dans un deuxiéme temps, |'azoture inséré pourra étre utilisé afin
d’incorporer n‘importe quel composé fonctionnalisé avec un motif bicyclo[6.1.0]non-4-yne (ou BCN)
par une réaction SPAAC (strain-promoted alkyne-azide cycloaddition) en 24 h (Figure 53).
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Figure 53 : Stratégie "Plug and Play" envisagée pour la bioconjugaison des siRNAS

En vue d’effectuer la conjugaison entre le siPARP3 53 et le trastuzumab 54, un linker
bifonctionnel hexaéthyléne glycol 61, développé par notre laboratoire, a été synthétisé.?®® Ce linker 61
est composé d’'un motif ester de pentafluorophénol et d’un motif bicyclo[6.1.0]nonyne — BCN
(Figure 54). L’ester de pentafluorophénol est un motif électrophile trés réactif, qui réagit efficacement
et qui est moins susceptible a I’hydrolyse en milieu aqueux. Le motif BCN est quant a lui nécessaire
afin de réagir avec les azotures, introduits sur les anticorps avec I’ABF 60, par réaction SPAAC.
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Figure 54 : Structure du linker BCN-PEGs-PFP 61 utilisé pour la bioconjugaison des siRNAs

Dans un premier temps, un BCN alcool 68 a été activé sous forme de carbonate par une réaction
d’addition-élimination avec du chloroformate de p-nitrophénol 69, permettant d’obtenir le
BCN-PNP 67 avec un rendement de 88%.

Ensuite, le linker 61 a été synthétisé en sept étapes avec un rendement global de 7%. La
synthése démarre a partir de I'hexaéthyléne glycol (PEGs 62) qui a été mono-tosylé a I'aide d’une
réaction d’addition-élimination avec du chlorure de tosyle. La mono-tosylation a été rendue possible
en utilisant de I'iodure de potassium, afin de catalyser la réaction, et de I'oxyde d’argent (l) afin de
complexer la chaine PEGs, ne laissant libre qu’une seule fonction alcool, permettant I'obtention de la
molécule 63 avec un rendement de 56%.2%° Le motif -OTs a été substitué par un groupement azoture
par une réaction de substitution nucléophile en présence de d’azoture de sodium afin d’obtenir la
molécule 64 avec un rendement de 74%. La fonction alcool restante a ensuite été déprotonée en
présence de tert-butanolate de potassium et mise en réaction avec de I'acrylate de tert-butyle par une
addition d’oxa-Michael conduisant a la molécule 65 avec un rendement de 45%. L’azoture a par la suite
été réduit par une réaction d’hydrogénation catalysée avec du palladium (0) afin d’obtenir I'amine
correspondante 66 avec un rendement de 74%. Cette molécule a ensuite été fonctionnalisée avec le
BCN-PNP 67, synthétisé précédemment, par une réaction d’addition-élimination permettant
I’obtention du PEGs-BCN 70 avec un rendement de 78%. L’'ester tert-butylique 70 a été déprotégé par
une réaction de saponification en présence d’hydroxyde de lithium dans un méthanol/eau, générant
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I'acide 71 avec un rendement de 92%. L’acide carboxylique libre a enfin été activé par une réaction de
couplage en présence de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyle)carbodiimide (EDCI) avec du
pentafluorophénol permettant I'obtention du linker BCN-PEGs-PFP 61 avec un rendement de 68%
(Figure 55). L'obtention de ce linker 61 a pu étre confirmé par la présence de l'ester de
pentafluorophénol grace a une analyse par spectroscopie RMN F*°,

Kl, Ag,0 t-butyle acrylate
(0\/% TsCl, DCM (o NaN; ACN H<O\/\>N tBuOK, THF X Wo\/\%\ls
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Figure 55 : Synthése du linker BCN-PEGs-PFP 61 en sept étapes

Conjugaison du linker 61 avec les siRNAs

La stratégie permettant I'incorporation de linkers sur les siRNAs a été développée et optimisée
en interne dans le laboratoire par un ancien doctorant, le chercheur Tony Rady. Pour ce faire, |'ester
activé a été utilisé pour accrocher le linker 61 sur un brin d’ARN modifié avec un groupement amine
en position 5’. Cette modification sur cette position permet notamment de rendre cette extrémité plus
stable en diminuant la reconnaissance par les ribonucléoases, générant ainsi une espece plus apte a
devenir le brin passager (chapitre sur les oligonucléotide). Le linker 61 a été conjugué au brin de siRNA
sens (ssPARP3 72) modifié avec une fonction amine primaire sur I'extrémité 5’ par une réaction
d’addition-élimination. Cette réaction a été faite dans un tampon borate a une concentration de
0,1 M a pH 8, permettant d’obtenir le BCN-ssRNA 73 avec de trés bons rendements (entre 80 et 95%)
apres une étape de précipitation dans de I'acétone froid. De plus, I'utilisation d’'un tampon avec un pH
faiblement basique de 8 contribue a d’activer efficacement I'amine primaire afin de la rendre
suffisamment nucléophile. Le brin antisens complémentaire (asPARP3 74) a ensuite été hybridé au
BCN-ssPARP3 73 en chauffant le milieu réaction a 65 °C pendant 5 min afin de casser les liaisons
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hydrogénes des oligonucléotides, puis en amorg¢ant une descente de température de 65 °Ca 25 °C en
15 min afin d’obtenir le BCN-siPARP3 75 (Figure 56). Cette méthode a également été utilisée pour
générer le BCN-siSCR utilisé en tant que contréle négatif.

. . Tampon borate H
ssPARP3 fonctionnalisé 72 01M pH 8 W E
F o) PBS pH 7,5 /\/\/\/
" H
E o o PS L 6h,25°C BCN-ssPARP3 73 2
W Vtﬂ o] 80 - 95% >
. . o) B ) /\/\/\/ PBS pH 7,5
I 65 °C, 5 min

NH2

BCN-PEGg-PFP 61 asPARP3 74 De 65 °C a4 25 °C en 15 min
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A ALt e o)

BCN-siPARP3 75

Figure 56 : Modification du ssPARP3-NH; 72 avec le linker 61 puis hybridation avec le asPARP3 74 afin d'obtenir le BCN-
SiPARP3 75

Evaluation de la déplétion de PARP3 avec le BCN-siPARP3 75

L’efficacité de déplétion du BCN-siPARP3 75 a d’abord été évaluée par western-blot afin de
s’assurer que le linker n’allait pas altérer la déplétion de PARP3. Pour ce faire, le BCN-siPARP3 75, le
siPARP3 53 commercial et le siSCR commercial ont été utilisés sur les cellules SKBR3. Les siRNAs ont
été transfectés a I'aide de JETprime®, a des concentrations de 50 nM et ont été incubés pendant 4 h
avant d’étre analysés par western-blot. Le siSCR n’a pas montré de déplétion de PARP3 alors que les
deux autres siRNAs en ont été capables, avec une déplétion d’environ 50% pour le siPARP3 53
commercial et d’environ 70% pour le BCN-siPARP3 75 (Figure 57). Ces résultats nous ont permis de
déterminer que le linker n’influencait pas la déplétion de PARP3 et donc que le BCN-siPARP3 75 était
assez actif et pouvait étre utilisé pour étre bioconjugué a un anticorps.

63



Cellules SKBR3

SPARP3  BCN- ) Déplétion de PARP3
siSCR commercial siPARP3 100
53 75 %0
PARP3 | e 62kDa — *°
= - s 70
c 60
o
:&_‘S 50
- 40
‘8 30
20

10
siSCR  siPARP3 53 BCN-siPARP3

commercial 75
(n=1)

Figure 57 : Evaluation in vitro de la déplétion de PARP3 avec le BCN-siPARP3 75, le siPARP3 53 commercial et le siSCR
commercial. Les cellules SKBR3 ont été transfectées avec 50 nM de siRNAS pendant 4 h. L’expression de I’'enzyme a été évaluée

par western-blot et mesurée grdce a un gel d’électrophorése.

Bioconjugaison du BCN-siPARP3 avec le trastuzumab 75

Pré-fonctionnalisation du trastuzumab 54

L’anticorps trastuzumab 54 a été pré-fonctionnalisé dans le but d’incorporer un groupement
azoture. Puis il a été mis en présence d’ABF 60 dans du PBS a un pH de 7,5 pendant 30 min a 37 °C,
permettant I'obtention de I'azido-trastuzumab 76 avec des rendements entre 90 et 95% (Figure 58).

Q PBS pH 7,5 0
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trastuzumab 54 azido-trastuzumab 76

Figure 58 : Etape "Plug" : pré-fonctionnalisation du trastuzumab 54

Bioconjugaison entre |'azido-trastuzumab 76 et le BCN-siPARP3 75

Le groupement BCN a été utilisé afin de conjuguer le BCN-siPARP3 75 et le BCN-siSCR sur un
anticorps pré-fonctionnalisé 76 (Figure 58) par réaction SPAAC afin d’obtenir le conjugué
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trastuzumab-siPARP3 (T-siPARP3 77) (Figure 59). Cette réaction a été faite a 25 °C pendant 36 h au lieu
des 24 h requis pour une meilleure conversion. Cela a permis de générer le T-siPARP3 77 avec des
rendements moyens, allant de 30 a 60% (Figure 59). Les anticorps conjugués, ou AOC (pour
Antibody-Oligonucleotide Conjugate), ont ensuite été purifiés par chromatographie d’exclusion
stérique en utilisant un systeme Akta Pure et du PBS pH 7,5 en tant qu’éluant, la grande différence de
taille entre ces composés permettant leur séparation facile.
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Figure 59 : Etape "Play" : réaction SPAAC permettant I'obtention du conjugué T-siPARP3 77

Enfin, les AOCs ont été filtrés sur des filtres spinX (membrane en acétate de cellulose avec un
diametre de pore de 0,22 uM) afin d’éliminer les traces de bactéries en prévision des tests biologiques.
Ces AOCs ont été caractérisés par spectrométrie de masse SEC-ESI native. Un mélange de DoCl1 et
DoC2 a été obtenu, menant a un DoC moyen de 1,5 (Figure 60).
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Figure 60 : Spectre de masse du T-siPARP3 77 avec un DoC de 1,5 (mélange équivalent de DoC 1 et 2)

Evaluation du trastuzumab-siPARP3 77 : déplétion de PARP3 et combinaison avec la vincristine 22

Dans le but d’évaluer I'efficacité du T-siPARP3 77 in vitro, la déplétion de PARP3 a d’abord été
mesurée avec ce conjugué et comparée avec le trastuzumab-siSCR (T-siSCR) sur les cellules SKBR3. Ces
cellules ont été incubées avec 100 nM d’AOCs pendant 4 h avant de mesurer |'expression de PARP3
par western-blot. Le T-siSCR n’a pas montré de déplétion de PARP3 alors que le T-siPARP3 77 a permis
une déplétion d’environ 80%. Les résultats préliminaires de cette stratégie sont prometteurs, avec une
bonne déplétion de I'expression de PARP3 induite par le conjugué anticorps-siPARP3 77 (Figure 61).

65



De plus, le conjugué T-siPARP3 77 a été testé en combinaison avec la vincristine 22 a |'aide
d’un test de viabilité cellulaire. Les cellules SKBR3 ont été, dans un premier temps, prétraitées avec le
conjugué 77 a une concentration de 100 nM pendant 48 h avant d’étre incubées avec la vincristine 22
a des concentrations variables pendant 72 h. En I'absence de PARP3, induite par le conjugué 77, les
effets cytotoxiques de la vincristine 22 se sont vu améliorer, passant d’une ICsod’environ 1 nM pour la
vincristine 22 seule a environ 0,2 nM (Figure 61).
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Figure 61 : Evaluation in vitro du T-siPARP3 77, ainsi que de la combinaison T-siPARP3 77 avec la vincristine 22. A) La déplétion,
provoquée par le T-siPARP3 77 comparé avec le T-siSCR, a été mesurée par western-blot avec 100 nM de composé et une
incubation de 4 h. B) Mesure du pourcentage de viabilité cellulaire apres incubation de la vincristine 22 pendant 72 h sur les
cellules prétraitées avec les AOCs. La déplétion mesurée est en accord avec la potentialisation observée lors du test WST-1.

Le conjugué T-siPARP3 77 a pu étre généré grace a la stratégie « Plug and Play ». Cet AOC, ainsi
gue le conjugué contréle T-siSCR ont été efficaces pour déterminer la déplétion de PARP3 ainsi que la
potentialisation des effets de la vincristine 22.

Il est alors maintenant nécessaire de développer une méthode de conjugaison de la vincristine
22 permettant sa délivrance sélective dans les cellules SKBR3.

Bioconjugaison de la vincristine 22

Stratégie d’alkylation quaternaire

Afin de développer une stratégie efficace pour la bioconjugaison de la vincristine 22, il a été
décidé de s’inspirer de la méthode d’alkylation quaternaire développée par Staben, et al.’®? Cette
méthode repose sur 'utilisation d’un analogue chlorure de benzyle du linker MC-ValCit-PAB-OH 85, le
MC-ValCit-PAB-Cl 26. Ainsi, en présence de DIPEA, et de TBAI, les auteurs ont démontré qu’il était
possible d’alkyler les amines tertiaires sur un panel de drogues par une étape de substitution
nucléophile avec un équivalent de chlorure de benzyle dans du DMF (Figure 62). Cependant, les
rendements d’alkylation étant tres bas, notamment dans le cas de I’alkylation de la vinblastine 21 (de
I'ordre de 18%), une optimisation de la méthode a alors été effectuée afin de I'adapter pour la
modification de la vincristine 22.
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Figure 62 : Stratégie d'alkylation quaternaire développée par Staben, et al.16?

Test d’alkylation quaternaire de la vincristine 22
Synthése d’un analogue du groupement PAB-OH 78

En vue d’optimiser cette réaction, les tests d’alkylation ont été faits avec un composé modele,
le chlorure de N-acétyl-p-aminobenzyle 80, un analogue du groupement PAB (alcool
p-aminobenzylique) présent sur le linker d’intérét 26. Cet analogue 80 a été synthétisé en deux étapes
avec un rendement global de 80%. D’abord, le PAB-OH 78 a été acylé par une réaction
d’addition-élimination avec de I'anhydride acétique en présence d’une base, permettant I'obtention
de I'intermédiaire 79 avec un rendement de 82%. Staben, et al. ont décrit une chloration utilisant un
équivalent de chlorure de thionyle dans le DMF ; cependant avec I'intermédiaire 79, ces conditions
n’ont pas permis d’obtenir 'analogue 80, aucune conversion n’ayant été observée.

Nous avons donc décidé d’utiliser un autre agent de chloration, le chlorure cyanurique.
L'intermédiaire 79 a été chloré par une réaction de substitution nucléophile aromatique suivie d’'une
substitution nucléophile, menant au Ac-N-PAB-CI 80 avec un rendement quantitatif (Figure 63).
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/©/\OH THE o /@/\OH OME Yy q 0] /@/\CI
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82% H 98% H
78 79 Ac-N-PAB-CI 80

Figure 63 : Synthése de I'analogue Ac-N-PAB-Cl 80

Il a également été envisagé de synthétiser d’autres analogues électrophiles du Ac-N-PAB-CI 80,
fonctionnalisés avec un motif tosyle 81, mesyle 82 et triflate 83 (Figure 64). Cependant, ces molécules
n‘ont pas pu étre isolées, du fait de leur conversion in situ, en leur analogue Ac-N-PAB-ClI 80 par
substitution par le contre-anion chlorure formé.
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Figure 64 : Structures des analogues électrophiles envisagés

Test d’alkylation avec les conditions de Staben, et al.?

Dans un premier temps, les conditions développées par Staben, et al. ont été testées. La
vincristine 22 a été mise en présence du Ac-N-PAB-CI| 80, de TBAI et de DIPEA (Figure 65). Cependant,
méme apres 5 jours de réaction, la conversion en ammonium 84 restait tres faible et inférieure a 10%.
Cette réaction a été répétée mais avec une température de 37 °C, mais le changement de température
n’a pas permis une meilleure conversion, toujours inférieure a 10% aprées 5 jours.
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Figure 65 : Tests d'alkylation de la vincristine 22

Test d’alkylation en conditions faiblement basiques

Nous avons donc décidé de remplacer la base organique par une base inorganique et de
s’affranchir, dans un premier temps, de |'utilisation de TBAI. Nous avons constaté que I'utilisation
d’hydroxyde de potassium (KOH) ou de carbonate de potassium (K2COs), conduisait a la formation
préférentielle de 'ammonium 84 attendu aprés 72 h a 25 °C.

Ces résultats ont été obtenus par une analyse HPLC du milieu réactionnel. Apres 72 h de
réaction a 25 °C, la présence de KOH a permis une conversion quasi-totale de la vincristine 22
(Figure 66) alors que la présence de K;COsa permis une conversion totale (Figure 67).
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Figure 66 : Analyse HPLC de la réaction d'alkylation entre la vincristine 22 et du Ac-N-PAB-CI 80 en présence de KOH
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Figure 67 : Analyse HPLC de la réaction d'alkylation entre la vincristine 22 et du Ac-N-PAB-Cl 80 en présence de K>CO3

Ces tests ayant été réalisés avec 0,5 mg de vincristine 22, la réaction en présence de K,COs a
été répétée sur une échelle plus importante, en utilisant 10 mg de réactif afin de valider ces conditions
par spectroscopie RMN et spectrométrie de masse. Cette réaction a ainsi permis |'obtention de
I"ammonium 84 isolé avec rendement de 62% et une excellente pureté. De plus, le site de modification
a été identifié grace a une analyse RMN. D’abord, la présence d’un singulet a environ 10 ppm intégrant
pour un proton nous a permis de déterminer la non-modification de I'amine du cycle indolique.
Ensuite, les signaux caractéristiques des fonctions hydroxy étaient aussi présents, montrant que ces
sites n‘ont pas été modifiés. Enfin, les déplacements chimiques des protons périphériques des
différentes amines tertiaires ont été comparés avec ceux de la vincristine 22 non-modifiée. Ainsi,
aucune modification de signaux n’a été observée sur I'environnement de I'amine de la sous-unité
vindoline alors que ceux de la sous-unité catharanthine ont été modifiés. Ces informations, validées
grace a une analyse spatiale NOESY, nous ont donc permis de conclure que la modification se faisait
sur I'amine tertiaire présente sur la sous-unité catharanthine.

Synthése linker du linker MC-ValCit-PAB-CI| 26

Ces conditions d’alkylation en main, nous nous sommes attelés a la synthese d’un linker
adéquat. Le bras espaceur comportant un chlorure de benzyle a été synthétisé en une étape a partir
du classique MC-ValCit-PAB-OH 85. Dans un premier temps, nous avons utilisé du chlorure cyanurique.
Cependant, aucune conversion n’a été observée. Nous avons alors décidé d’utiliser du DMSO a la place
de la DMF afin de catalyser cette réaction, mais encore une fois aucune conversion n’a été observée.?’°

69



Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé du chlorure de tosyle ou du chlorure en mésyle
en présence d'une base pour procéder a la chloration, cependant aucune conversion n’a été
observé.?”! Dans un dernier temps, nous avons essayé les conditions de chloration développées par
Staben, et al., sans succes. De plus, différents équivalents de chlorure de thionyle ont été testés. Il
s'avere que la diméthylformamide (DMF) peut réagir avec le chlorure de thionyle, menant a une
réaction secondaire type Vilsmeier-Haack. Des mélanges de solvants ont également été évalués
chloration (Tableau 3).

Tableau 3 : Conditions testées pour I'étape de chloration

Réactif Equivalents Base Equivalents Solvant Conversion
Chlorure
. 1 / / DMF /
cyanurique
Chlorure
. 0,6 / / DMF /
cyanurique
Chlorure
. 0,6 / / DMSO /
cyanurique
MsCl 3 DBU 3 DCM /
MsCl 3 TEA 3 DCM /
DCM/DMF
MsCl 3 TEA 3 /
(1/1 v/v)
TsCl 3 DBU 3 DMF /
Réaction secondaire
SOCl, 1 / / DMF . .
(Vilsmeier-Haack)
30% + réaction
Jola 5 / / DMF .
secondaire
DMF/ACN
Yelel 2+2 90%
2 / / (1/1 v/v) °

Ainsi, le chlorure de thionyle était I'agent de chloration le plus efficace permettant la réaction
de substitution nucléophile. Cependant, I'utilisation de DMF menait a I'apparition de réactions
parasitaires. Pour éviter ces réactions de Vilsmeier-Haack, il a été décidé d’ajouter de I'acétonitrile en
co-solvant afin de diminuer la proportion de DMF (le DMF étant nécessaire afin de solubiliser
efficacement le linker 85, notamment dans |'acétonitrile, solvant dans lequel le linker n’était pas
soluble). De plus, Iutilisation de deux équivalents de réactif ne permettait qu’une conversion moyenne
aprés 2 h; un nouvel ajout de deux équivalents a permis une bien meilleure conversion aprés 2 h
supplémentaires. Apres une purification sur silice, nous avons pu obtenir le linker 26 avec un
rendement de 75% (Figure 68).
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Figure 68 : Réaction de chloration permettant I'obtention du linker MC-ValCit-PAB-Cl 26

Alkylation quaternaire de la vincristine 22 avec le linker 26

Le linker MC-ValCit-PAB-Cl 26 a été mis en présence de vincristine 22 et de K,COs; a 25 °C
pendant 72 h. Cette réaction de substitution nucléophile nous a permis d’obtenir une vingtaine de
milligramme de vincristine alkylée 86 avec un rendement de 60% et une excellente pureté (Figure 69).
Cette molécule est ainsi fonctionnalisée et préte a étre utilisée pour la bioconjugaison sur le
trastuzumab.
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MC-ValCit-PAB-CI 26 Vincristine 22

MC-ValCit-PAB-vincristine 86

Figure 69 : Réaction d'alkylation permettant I'obtention de la vincristine alkylée 86

Bioconjugaison du MC-ValCit-PAB-vincristine 86

La vincristine alkylée 86 a été conjuguée sur I'anticorps trastuzumab 54 par une étape de
conjugaison cystéine classique grace a une addition de Michael. Les ponts disulfures du
trastuzumab 54 ont été réduits (partiellement ou totalement, en fonction du DAR désiré) en utilisant
un agent réducteur, le TCEP, dans un tampon PBS a un pH de 6,5 contenant 1% v/v d’une solution
d’EDTA 3 0,5 M (Figure 70), permettant I'obtention de deux ADC trastuzumab-vincristine (T-vincristine)
avec deux DAR différents, le T-vincristine D4 87 et le T-vincristine D8 88. De plus, I'utilisation d’EDTA
favorise la chélation des métaux résiduels du PBS, évitant la réoxydation des ponts disulfures.
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MC-ValCit-PAB-vincristine 86

1) TCEP, EDTA (1% Vv/v)

2) MC-Vincristine 86

Figure 70: Bioconjugaison de la vincristine alkylée 86

O)\NHZ

T-vincristine (n ~ 4) 87
T-vincristine (n = 8) 88

R-vincristine (n ~ 4) 89
R-vincristine (n = 8) 90

D’autres ADCs ont été générés en utilisant I'anticorps rituximab (R-vincristine), formant le

R-vincristine D4 89 et le R-vincristine D8 90, comme controle négatif car ce dernier ne reconnait pas le

récepteur HER2 présent sur les cellules SKBR3.

Ces ADCs ont été caractérisés par spectrométrie de masse ESI native. Ces analyses ont montré

une excellente conjugaison de la vincristine. En effet, la distribution de masse pour les anticorps

partiellement réduits donne un DAR moyen de 4, ce qui était souhaité au vu de la réduction partielle

effectuée. De plus, il n'y a que trés peu d’anticorps non-conjugués (4%), empéchant le risque

d’inhibition compétitif des récepteurs HER2 (Figure 71). Dans le cas d’'une réduction totale des

anticorps, un DAR homogene de 8 a été observé.

100

0

140000

144931

D2

26%
147700

DO
4%

145000

Réduction partielle

D6
21%
153220

%
150735 | 1552?5“

M o]
T | L N YO
155000

100

0

u__..ml:v,‘ut\},
140000

Réduction totale

155982

155179

|\
oL
155000

Figure 71 : Spectres de masse des ADCs T-vincristine D4 87 et D8 88
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Ces immunoconjugués ont été évalués in vitro sur les cellules SKBR3 (HER2 positives) et

MDA-MB-231 (HER2 négatives) par un test de viabilité cellulaire aprés filtration sur spinX afin

d’éliminer les traces de bactéries.

Evaluation in vitro des ADCs conjugués a la vincristine 22

La viabilité cellulaire a été mesurée par un test WST-1 sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231.
Les ADCs ainsi que la vincristine libre 22 ont été incubés pendant 72 h a différentes concentrations.
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Le T-vincristine D4 87 obtenu aprés réduction partielle a démontré une activité cytotoxique de
0.03 nM (vs 0.5 nM pour la vincristine libre 22) sur la lignée SKBR3. Enfin, le R-vincristine D4 89 n’a pas
présenté de toxicité sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 (Figure 72). Ces résultats nous montrent
que la vincristine 22 ne traverse pas les membranes cellulaires efficacement et qu’une internalisation
de cette drogue conjuguée a un anticorps permet d’outrepasser les probléemes de perméabilité de la
vincristine 22. De plus, la non-toxicité du conjugué R-vincristine D4 89 sur les cellules SKBR3 et du
T-vincristine 22 sur les cellules MDA-MB-231 suggere une bonne sélectivité de ces ADCs.

SKBR3 — 72 h d’incubation MDA-MB-231 — 72 h d’incubation
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Figure 72 : Evaluation in vitro de la vincristine libre 22, des ADCs 87 et 89. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été mesuré
apreés incubation des composés pendant 72 h sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 par un test WST-1.

Le T-vincristine D8 88 obtenu avec réduction totale a démontré un profil de cytotoxicité
similaire, de I'ordre de 0,01 nM (vs 0,5 nM pour la vincristine libre 22). Les résultats obtenus sur la
lignée cellulaire HER2 négative et avec le R-vincristine D8 90 ont également mis en évidence des profils
de cytotoxicité similaires aux immunoconjugués partiellement réduits, c’est-a-dire une bonne
sélectivité pour les cellules SKBR3 et aucune toxicité pour les lignées et le conjugué 90 contréles
(Figure 73).
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Figure 73 : Evaluation in vitro de la vincristine libre 22, des ADCs 88 et 90. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été mesuré
apreés incubation des composés pendant 72 h sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 par un test WST-1.
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De plus, les ADCs T-vincristine D4 87 et D8 88 ont également été évalués dans d’autres lignées
cellulaires, dont les résultats sont résumés dans le Tableau 4. Ainsi, dans les lignées testées, ces ADCs

ont présenté une activité cytotoxique améliorée par rapport a la vincristine 22 seule.

Tableau 4 : Résultats des tests de viabilité cellulaire in vitro sur différentes lignées cellulaires aprés une incubation de 72 h.

Cellul ICso T-vincristine D4 87 | 1Cso T-vincristine D8 88 Vincristine libre 22
ellules
(nM) (nM) (nM)
SKBR3 (HER2+) 0,03 0,01 0,5
MDA-MB-231 (HER2-) / / 2
BT474 (HER2+) 0,01 0,01 12
NCI-N87 (HER2+) 0,3 0,2 12-15

trastuzumab 54

Bioconjugaison de la MMAE 15 et comparaison avec les conjugués trastuzumab-vincristine

Le profil de cytotoxicité des ADCs conjugués a la vincristine a également été comparé avec
celui des ADCs conjugués a des charges thérapeutiques classiquement utilisées : la MMAE 15 et le
DM1 9. Pour ce faire, nous avons utilisé un conjugué trastuzumab-DM1 (T-DM1 ou Kadcyla® 11)
commercial avec un DAR de 3,5 et des conjugués trastuzumab-MMAE (T-MMAE). Ces derniers ont été
conjugués a l'aide d’'un MC-ValCit-PAB-MMAE 91 commercial et suivant le méme protocole de
bioconjugaison utilisé précédemment. Ainsi, deux ADCs ont été générés, apres réduction partielle
(T-MMAE D2 92) et réduction totale (T-MMAE D8 93) (Figure 74). Cependant, I'étape de
bioconjugaison ne s’est pas déroulée comme prévu : I'étape de réduction partielle n’ayant pas permis
de libérer quatre thiols en moyenne, menant donc a I'obtention de I’ADC avec un DAR moyenne de
2,5. De plus, dans le cas de la réduction totale, 25% de DAR9 a été observé (Figure 75).
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Figure 74 : Bioconjugaison du MC-ValCit-MMAE 91
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Figure 75 : Spectres de masse des ADCs trastuzumab-MMAE D2 92 et D8 93

Comparaison In vitro

Les conjugués T-vincristine D4 87, T-DM1 11 et T-MMAE D2 92 ont été évalués par un test de
viabilité cellulaire WST-1. Les profils de cytotoxicités de ces ADCs sont similaires avec des ICso de I'ordre
du picomolaire (T-vincristine D4 87 = 0,03 nM, T-DM1 11 = 0,07 nM, T-MMAE D2 92 = 0,09 nM)
(Figure 76). Par conséquent, le T-vincristine D4 97 est tout autant efficace que des ADCs conjugués aux
drogues classiquement utilisées, en prenant en compte les différences de DAR.
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Figure 76 : Evaluation in vitro des ADCs 87, 11 et 92. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été mesuré apreés incubation des
composés pendant 72 h sur les cellules SKBR3 par un test WST-1.

Afin de compléter les résultats obtenus entre ces trois ADCs, d’autres tests de viabilité
cellulaire ont été effectués, cette fois pour comparer I'activité cytotoxique des ADCs par rapport a leur
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Viabilité cellulaire

drogue libre. Cependant, le DM1 9, sous forme de métabolite Lys-SMCC-DM1, n’a pas encore été
évalué in vitro, mais ce test sera effectué prochainement. Les composés ont été incubés a différentes
concentrations pendant 72 h sur les cellules SKBR3 et la viabilité cellulaire a été mesurée par un test
WST-1. Les deux ADCs 87 et 92 ainsi que la MMAE 15 ont un profil de cytotoxicité similaire, de quelques
dizaines de pM, alors que la vincristine 22 possede une activité d’environ 1 nM. La MMAE libre 15
posséde une activité cytotoxique similaire a I’ADC correspondant 92 (ICso ~0.05-0.06 nM), ce qui
implique qu’un relargage prématuré de la MMAE 15 dans la circulation causerait une augmentation
de la toxicité systémique, néfaste pour un patient. De facon intéressante, la cytotoxicité de la
vincristine libre 22 est moins efficace comparée au T-vincristine D4 87 (1 nM vs 0,03 nM), ce qui
permettrait de diminuer les risques de toxicité systémique dues a un relargage prématuré (Figure 77).
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Figure 77 : Evaluation in vitro des ADCs 87, 88, 92 et 93 ainsi que de la MMAE 15 et de la vincristine 22. Le pourcentage de
viabilité cellulaire a été mesuré apreés incubation des composés pendant 72 h sur les cellules SKBR3 par un test WST-1

Les ADCs basés sur la vincristine 22 ayant été générés et les tests in vitro ayant validé leur
I"activité cytotoxique, nous nous sommes attelés a leur évaluation en combinaison avec le siPARP3 53
afin de déterminer si une potentialisation de leurs effets était observable.

Evaluation des conjugués in vivo sur des modeles de souris xénogreffées

Probléme de stabilité plasmatique du motif ValCit

Afin de valider I'efficacité de nos ADCs vincristine (87 et 88), des tests in vivo sur des modeéles
de souris xénogreffées vont étre réalisés. Cependant, le linker ValCit utilisé pour la bioconjugaison de
la vincristine, bien que stable dans le plasma humain, n’est pas stable dans le plasma de rongeurs. En
effet, un motif dipeptidique peut étre reconnu par la carboxylesterase 1c (Ceslc), menant au méme
clivage qu’en présence de cathepsines.?’? Hors, la Ces1c est présente en abondance dans le plasma de
rongeurs. Ainsi, |'utilisation d’ADCs construits avec le linker ValCit in vivo sur des modeéles murins
meénerait a un relargage prématuré extra-cellulaire et donc a une diminution des effets cytotoxiques
sur les tumeurs et une hausse de la cytotoxicité systémique.?’?

N

De maniere a éviter ce probléeme, Anami, et al. ont développé un linker diminuant la
reconnaissance du bras espaceur par I'enzyme Ceslc mais sans modifier le clivage généré par les
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cathepsines. Celui-ci est composé de trois acides aminés : acide glutamique (Glu), valine et citrulline.
L'incorporation d’un acide-aminé hydrophile, le glutamate, permet de diminuer la reconnaissance de
Ceslc et donc de limiter son clivage dans le plasma.?”?

Synthese du linker tripeptidique MC-Glu(OH)ValCit-PAB-Cl

Dans le but de synthétiser un linker MC-Glu(OH)ValCit-PAB-CI 94 (Figure 78), la méthodologie
développée par Mondal, et al. a été utilisée et adaptée.?’* Les auteurs ont développé une méthode de
synthése du linker MC-ValCit-PAB-OH 85 a partir d’acides aminés protégés a I'aide de groupement
Fmoc en position N-terminale et activés par un ester de NHS en position C-terminale.

b RS

)

07 “NH,
MC-Glu(OH)ValCit-PAB-CI 94

Figure 78 : Structure du linker tripeptidique MC-Glu(OH)ValCit-PAB-CI 94

D’abord, une molécule de citrulline 95 protégée en N-terminale avec un groupement Fmoc a
été couplée avec un groupement PAB 78 en présence de HATU et de DIPEA, permettant I'obtention du
Fmoc-Cit-PAB-OH 96 avec un rendement de 94%. Cette molécule 96 a ensuite été déprotégée par une
réaction d’élimination du groupement Fmoc en présence de pipéridine. Apres évaporation,
I'intermédiaire formé a été dissous dans du DMF et un équivalent de Fmoc-Val-OSu a été ajouté,
menant a I'obtention du linker Fmoc-ValCit-PAB-OH 97 avec un rendement sur ces deux étapes de
79%. Les intermédiaires 98 et 99 ont été obtenus suivant le méme protocole. Ainsi, les molécules 98
et 99 ont été obtenues avec un rendement de 88% et de 92% respectivement. Le linker
MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB OH 99 a été synthétisé en quatre étapes avec un bon rendement global de
60% (Figure 79).
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Figure 79 : Synthése de l'intermédiaire MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-OH 99

L’étape de substitution nucléophile permettant I'incorporation du chlore a cependant causé
un certain nombre de problemes, similaires a ceux rencontrés lors de |'étape de chloration du linker
MC-ValCit-PAB-OH 85, c’est-a-dire I'apparition de réactions secondaires de Vilsmeier-Haack dues a
I'utilisation de DMF. De ce fait, le ratio DMF/ACN a été varié, tout comme le nombre d’équivalent
d’agent de chloration ; le temps de réaction quant a lui a été raccourci. Tous ces changements de

parametres ont été reportés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Conditions testées pour obtenir le linker 100

. ) Rendements
Equiv. SOCI; Solvants (% v/v) Temps Conversion o
isolés
Réactions
6 DMF 20% + ACN 80% 2h . /
secondaires
Réactions
10 DMF 20% + ACN 80% 2h . /
secondaires
Réactions
15 DMF 20% + ACN 80% 2h ] /
secondaires
Réactions
20 DMF 20% + ACN 80% 1h ] /
secondaires
16 DMF 10% + ACN 90% 2h 90% 35%
10 DMF 5 % + ACN 95% 1h 90% 44%

Le linker MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-CI 100 a finalement été synthétisé avec un ratio DMF 5% et
ACN 95% avec 10 équivalents de chlorure de thionyle pendant 1 h (Figure 80). La molécule 100 a été
obtenue avec un rendement de 44%. Celui-ci peut s’expliquer par le fait que la réaction dégage de
I'acide chlorhydrique, responsable d’une déprotection partielle de I'ester tert-butylique, menant au
linker déprotégé 94. Malheureusement, la molécule 94 étant trop polaire, elle n’a pas pu étre
récupérée suite a la purification sur gel de silice, malgré un éluant composé de 90% de DCM et de 10%
de méthanol ou l'ajout d’acide acétique dans I’éluant. De plus, la séparation des pics correspondant
en HPLC était trop mauvaise, limitant I'utilisation d’'une phase inverse.
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Figure 80 : Réaction de chloration permettant I'obtention du linker protégé 100

La derniére étape de cette synthese, la déprotection de I'ester tert-butylique, a également
posé certains problémes. Les conditions et les acides utilisés ont été reportés dans le Tableau 6. Les
acides testés (acide trifluoroacétique, acide formique, acide chlorhydrique) réagissant sur le motif
maléimide ou sur le chlorure de benzyle ont formés respectivement des adduits chloropyrrolidines 101
ou des adduits trifluoroacétate de benzyle 102 et formates de benzyle 103 (Figure 81). Pour cette
raison, il a été décidé d’utiliser I'intermédiaire protégé MC-Glu(OtBu)ValCit PAB-CI 100 afin d’opérer
I"alkylation de la vincristine 22.
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Figure 81 : Structures des adduits formés lors de I'étape de déprotection du linker 100

Tableau 6 : Conditions testées pour la déprotection du linker 100

Acide Température Temps Commentaires
TFA 50% + 50% DCM 25 oC 2 h Formation de 50% d’adduit 102 + 50%
(v/v) de 94
TFA 20% + 80% DCM .
0°C 4h Pas de conversion
(v/v)

Formation de I’adduit 103 avec une

Acide formique 100% 25°C 30 min ]
conversion totale

Acide formique 30% +
70% DMF (v/v)

25°C 30 min Pas de conversion

Formation de I’adduit 101 avec une

HCl/dioxane 4 M 25°C 1h ]
conversion totale
HCl/dioxane 4 M 0°C 2 h Formation de 23% d’adduit 101 + 77%
iox
de 94
. Formation de 10% d’adduit 101 + 70%
HCl/dioxane 4 M 0°C 1h30
de 94
Hl/di AM 0°C 1h Formation de 17% d’adduit 101 + 80%
ioxane
de 94
. . Formation de 7% d’adduit 101 + 76%
HCl/dioxane 4 M 0°C 30 min de 94
e

Alkylation quaternaire de la vincristine 22 avec le linker protégé 100

Le linker protégé 100 a été utilisé afin de procéder a I'alkylation quaternaire de la vincristine
22 suivant le méme protocole que précédemment. Ainsi, en présence de K,COs3 pendant 5 jours, le
MC-Glu(OtBu)ValCit-vincristine 104 a été obtenu avec un rendement de 46% (Figure 82).
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Figure 82 : Réaction d'alkylation quaternaire permettant I'obtention de 'ammonium protégé 104

Cependant, de facon a synthétiser le linker déprotégé 94, nous avons décidé d’optimiser
I’étape de déprotection.

Déprotection du linker 100 en conditions acides

Lors de cette optimisation, nous avons remarqué qu’avec un temps de réaction inférieur a
30 min a 0 °C aucun adduit ne se formait, mais que les conversions n’étaient pas totales. Afin de
convertir entierement la molécule 100 en moins de 30 min, nous avons décidé d’utiliser du HCI
concentré a 37% dans de I'’eau a 0 °C. De cette maniere, une conversion compléte a été observée aprés
20 min sans formation de produits secondaires. Le milieu réactionnel a alors été concentré sous
pression réduite, menant a l'obtention du linker final 94 sans purification avec un rendement
quantitatif (Figure 83).
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X OJ\NHz 07 “NH,
100 94

Figure 83 : Déprotection du linker 100 en présence d'acide chlorhydrique concentré

Alkylation quaternaire de la vincristine 22 avec le linkers déprotégé 94

Le linker déprotégé 94 a permis la formation de 'ammonium 105 en présence de K,COs;
pendant 5 jours, avec un rendement de 48% (Figure 84).
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Figure 84 : Réaction d'alkylation quaternaire permettant l'obtention de I'ammonium déprotégé 105

Bioconjugaison des ammoniums 104 et 105

Les ammoniums 104 et 105 ont été bioconjugués a I'anticorps trastuzumab 54 a I'aide d’une
conjugaison cystéine apres une premiere étape de réduction, partielle et totale, suivant le méme mode
opératoire que précédemment. Ces conjugués ont été obtenus avec des rendements, allant de 65% a
90% (Figure 85).

X %CER EDTA (1% v/v)
PBSpH6.5,37°C,2h
2) MC-Vincristine 104 ou 105
PBS pH 6.5,25°C,2h
65 - 90%

trastuzumab 54 T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine (n ~ 2) 106
T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine (n ~ 8) 107
T-Glu(OH)ValCit-vincristine (n ~ 1,4) 108
T-Glu(OH)ValCit-vincristine (n ~2,1) 109

Figure 85 : Bioconjugaison des ammonium protégé 104 et déprotégé 105

L’analyse par spectrométrie de masse native des conjugués T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine 106
et 107 a révélé une conjugaison moins efficace que pour les conjugués 87 et 88. La distribution pour
le conjugué 106 de DAR se situe entre le DO et le D4 avec 23% d’anticorps non-conjugués et un DAR
moyen de 2 (Figure 86).
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Figure 86 : Spectres de masse des conjugués T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine D2 106 et D8 107

L’analyse par spectrométrie de masse ESI native des conjugués T-Glu(OH)ValCit-vincristine
aprées réduction partielle et totale a révélé une mauvaise conjugaison de la charge thérapeutique.
D’abord, la réduction partielle nous a permis d’obtenir un DAR moyenne de 1,4 alors que la réduction
totale nous a permis d’obtenir un DAR moyen de 2,1. Ensuite, nous pouvons observer des différences
de masse d’environ 800 Da, pouvant correspondre a une déconjugaison de la vincristine 22 (Figure 87).

Réduction partielle Réduction totale
DO D2
100 4 D2 100
| ~8000a % 80|0 Da
ot
% % D4
D4 DO Y
° 146 148 150 152 154 156 158 160 ° 146 148 150 152 154 156 158 160
Mass (kDa) Mass (kDa)

Figure 87 : Spectres de masse des conjugués T-Glu(OH)ValCit-vincristine D1,4 108 et D2,1 109

Evaluation in vitro des conjugués générés a partir des linker GluValCit

Les quatre ADCs (106, 107, 108 et 109) ont été évalués in vitro par un test de viabilité cellulaire
WST-1 sur les cellules SKBR3 pendant 72 h. Les profils de cytotoxicité ont été comparés a celui des
conjugués T-ValCit-vincristine D4 87 et D8 88. Le T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine D2 106 présente une
efficacité légerement inférieure a celle du conjugué 87, mais ceci s’explique car son DAR est deux fois
moins élevé. Le conjugué D8 107 quant a lui présente un profil de cytotoxicité similaire au
T-vincristine D8 88. Ainsi, |'utilisation du linker MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-CI 100 n’influence pas
I'efficacité des ADCs construits avec. Les valeurs de cytotoxicité des ADCs construits avec le linker
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déprotégé 94 sont moins bonnes par rapport aux autres ADCs, ce qui était attendu au vu des analyses
de masse (Figure 88).

(% de contréle)

SKBR3 — 72 h d’incubation SKBR3 — 72 h d’incubation
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IC5g T-vincristine D4 87 = 0,024 nM T-ValCit-vincristine D8 88 = 0,011 nM
IC5p T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine D2 106 = 0,05 nM T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine D& 107 = 0,017 nM
IC5p T-Glu(OH)ValCit-vincristine D1,4 109 = 0,074 T-Glu(OH)ValCit-vincristine D2,1 109 = 0,061 nM

Figure 88 : Evaluation in vitro des ADCs construits avec les linkers 94 et 100 et comparaison avec les conjugués T-vincristine
D4 87 et D8 88

Nous avons donc décidé d’utiliser les ADCs 106 et 107, composés du linker tripeptidique
protégé 100, afin de les tester sur des modeles in vivo de souris xénogreffées.

Utilisation d’un linker non-clivable

Dans lintention d’étudier davantage l'influence du linker sur un ADC conjugué a la
vincristine 22, nous avons choisi d’utiliser un linker non-clivable. Afin d’adapter ce linker a I'étape
d’alkylation quaternaire, ce dernier sera composé d’un motif maléimide ainsi que d’un groupement
chlorure de benzyle, formant le linker MC-PAB-CI 110 (Figure 89).

0
7 (0] Cl

N\/\/\)J\

N

O H
Linker MC-PAB-CI 110

Figure 89 : Structure du linker non-clivable MC-PAB-Cl 110

Syntheése du linker MC-PAB-Cl 110

Ce linker a été synthétisé en deux étapes avec un rendement global moyen de 35%. Dans un
premier temps, un linker bifonctionnalisé MC 3 a été couplé a un PAB-OH 78 par une réaction
d’addition-élimination en présence d’une base, menant a l'intermédiaire 111 avec un rendement de
53%. Dans un deuxieme temps, cet intermédiaire a été chloré en présence de chlorure de thionyle par

une réaction de substitution nucléophile menant a I'obtention du linker 110 avec un rendement de
65% (Figure 90). Pour cette derniére étape, la simple évaporation des réactifs a été suffisante pour

procéder a I'alkylation de la vincristine 22.
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Figure 90 : Synthése du linker MC-PAB-Cl 110

Alkylation quaternaire de la vincristine 22 avec le linker non-clivable MC-PAB-CI 110

Ce dernier linker 110 a été utilisé afin d’alkyler la vincristine 22 suivant le méme protocole
utilisé précédemment, nous permettant d’obtenir le MC-PAB-vincristine 112 avec un rendement de
71% (Figure 91).

oA o
(0]
5
HN
0]
NHJ\
N 25 °C, 5 days
Jo Vs © 71%
MC-PAB-CI 110

Vincristine 22

MC-PAB-vincristine 112

Figure 91 : Alkylation quaternaire de la vincristine 22 avec le linker non-clivable 110

Bioconjugaison du MC-PAB-vincristine 112

L'ammonium 112 a été bioconjugué a I'anticorps trastuzumab 54 a I'aide d’une conjugaison
cystéine aprées une premiere étape de réduction, partielle et totale, suivant le méme mode opératoire
que précédemment. Les conjugués T-MC-vincristine D2 113 et D8 114 ont été obtenus avec des
rendements entre 55 et 65%, respectivement (Figure 92).
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Figure 92 : Bioconjugaison de I'ammonium 112

Ces ADCs ont été analysés par spectrométrie de masse ESI native afin de déterminer leur
distribution de charges thérapeutiques. Apres réduction partielle, le conjugué 113 présente un DAR
moyen de 2,6 avec 17% d’anticorps non conjugués. Aprés réduction totale, le conjugué 114 présente
un DAR homogeéne de 8 (Figure 93).
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Figure 93 : Spectres de masse des conjugués T-MC-vincristine D2 113 et D8 114

Evaluation in vitro sur les cellules SKBR3

Ces nouveaux conjugués 113 et 114 sont en cours d’évaluation in vitro afin de déterminer
leur cytotoxicité sur les cellules SKBR3 par un test de viabilité cellulaire WST-1.

Evaluation in vitro combinatoire

Les ADCs trastuzumab-vincristine ont ensuite été évalués en combinaison avec la déplétion de
PARP3. Ainsi, dans la suite de ce manuscrit, les ADCs trastuzumab-vincristine utilisés pour les tests
biologiques et I'étape de double-conjugaison sont ceux construits avec le motif ValCit.

Evaluation de la combinaison entre le siPARP3 53 et les conjugués trastuzumab-vincristine

Afin de tester la combinaison entre le siPARP3 53 et le T-vincristine D4 87, les cellules SKBR3
ont été transfectées avec le siPARP3 53 a une concentration de 100 nM 48 h avant le traitement avec
les ADCs a différentes concentrations. La viabilité cellulaire a été mesurée et comparée avec le siSCR
par un test WST-1. Lors de ces tests, |'activité cytotoxique des ADC a été mesurée, avec des ICso de
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0,07 nM et 0,04 nM pour le siRNA controle et le siPARP3 53, respectivement (Figure 94). La déplétion
causée par le siPARP3 53 ne nous a pas permis d’observer une réelle potentialisation. Seule une
|égérement augmentation des effets de I’ADC T-vincristine D4 87 a été constatée. Pour obtenir une
potentialisation significative, les doubles ADCs seront générés afin de maximiser I'internalisation
simultanée du siPARP3 53 et de la vincristine 22.

SKBR3 — 72 h d’incubation

siSCR

. 100- siPARP3 53
i
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=]
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[T-vincristine D4 87] (nM) Mean values £ SEM {n=2)

T2h hypaxia (1% Og)
DAR =4

IC5q T-vincristine D4 87 (siSCR) = 0,07 nM
ICgq T-vincristine D4 87 (siPARP3 53)= 0,04 nM

Figure 94 : Evaluation in vitro de la combinaison entre les siRNAs et les conjugués trastuzumab-vincristine. Le pourcentage de
viabilité cellulaire a été mesuré par WST-1 apreés incubation du T-vincristine D4 87 pendant 72 h sur les cellules prétraitées
avec les siRNAs.

Double-conjugaison séquentielle

Dans le but de générer les anticorps doublement conjugués composés du trastuzumab 54, de
la vincristine 22 et du siPARP3 53, une stratégie de bioconjugaison séquentielle a été élaborée.
D’abord, des ADCs conjugués a la vincristine et construits avec le motif ValCit, T-vincristine D4 87 et
T-vincristine D8 88, ont été générés en utilisant la méthode de conjugaison développée
précédemment. Ensuite, ces ADCs ont été fonctionnalisés avec un motif azide en présence d’ABF 60,
menant a I'obtention des conjugués Ns-trastuzumab-vincristine D4 115 et D8 116 grace a une réaction
d’addition-élimination. Enfin, ces ADCs ont été mis en présence de BCN-siRNA (BCN-siPARP3 75 et
BCN-siSCR) afin de procéder a la réaction SPAAC (Figure 95). Aprés purification par chromatographie
d’exclusion stérique en utilisant un systéme Akta Pure et du PBS pH 7,5 en tant qu’éluant, ces
double-conjugués ont été filtré sur spinX pour les stériliser. Ces anticorps bi-conjugués ont été
caractérisés par spectrométrie de masse SEC-ESI native. De cette fagon, quatre anticorps bi-conjugués
ont été générés :

- siPARP3-trastuzumab-vincristine D4 117 (29% de rendement).
- siPARP3-trastuzumab-vincristine D8 118 (20% de rendement).
- siSCR-trastuzumab-vincristine D4 119 (23% de rendement).

- siSCR-trastuzumab-vincristine D8 120 (7% de rendement).
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Figure 95 : Stratégie de double-conjugaison séquentielle permettant I'obtention des double-conjugués siRNA-trastuzumab-
vincristine

Grace a une chromatographie d’exclusion stérique effectuée lors de la purification, I'obtention
des double-conjugués a pu étre validée. La taille de la vincristine étant négligeable par rapport a celle
des double-conjugués, il était facile de distinguer les différentes espéces grace a I'incrément apporté
par les siRNAs. Cette bonne séparation nous a donc permis, dans un premier temps, de déterminer la
distribution de DoC allant du DoC 0 (en plus faible proportion) au DoC 2, et dans un deuxiéme temps
de séparer efficacement la quantité d’ADC non-conjugué a un siRNA.

Dans le but de valider la formation des double-conjugués, ces derniers ont été analysés par
spectrométrie de masse native, permettant en méme temps de caractériser la distribution des deux
charges thérapeutiques. Cette analyse nous a permis de déterminer quelles étaient les différentes
especes présentes dans le mélange. Dans le cas du conjugué siPARP3-T-vincristine D4 117, le mélange
était composé de cing especes, facilement distinguables. Majoritairement, nous pouvons observer des
anticorps conjugués a la fois d’'un siRNA avec soit 2, 4 ou 6 molécules de vincristine 22. Il y avait
également la présence d’un anticorps conjugué seulement avec un double-brin de siRNA mais aussi
celle d’'un anticorps conjugué a la fois avec deux double-brin de siRNA et deux molécules de
vincristine 22, ce qui représentait I'espéce avec le plus haut poids moléculaire (Figure 96). Ainsi, la

88



génération des double-conjugués a pu étre validé, avec un mélange d’espéces relativement homogene
suite a l'utilisation de deux méthodes de conjugaison différentes et séquentielles.

100 - 1siRNA 7
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Figure 96 : Spectre de masse du conjugué siPARP3-trastuzumab-vincristine D4 117

Evaluation in vitro des double-conjugués

Evaluation in vitro sur les cellules SKBR3

Les double-conjugués siPARP3-T-vincristine D4 117 et D8 118 ainsi que les double-conjugués
controles siSCR-T-vincristine D4 119 et D8 120 ont été évalués in vitro par des tests de viabilités
cellulaires sur les cellules SKBR3. Cependant, peu importe les temps d’incubation, les profils de
cytotoxicités étaient similaires entre les double-conjugués 117, 118 et les double-conjugués contrdles
119 et 120, montrant donc une absence de potentialisation, srement di a une mauvaise déplétion
de PARP3 a ces faibles concentrations (Figure 97).
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Viabilité cellulaire
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Figure 97 : Evaluation in vitro des double-conjugués sur les cellules SKBR3 sur les cellules SKBR3. Le pourcentage de viabilité
cellulaire a été mesuré par WST-1 apreés incubation des double-conjugués a différents temps.

Ainsi, afin d’obtenir une potentialisation, I'utilisation d’un linker permettant une libération de
vincristine 22 plus lente ou I'utilisation de lignée cellulaire possédant une plus forte expression de
PARP3 permettraient de pallier ces problémes.

Evaluation in vitro sur les cellules BT474

Les double-conjugués ont aussi été évalués sur une autre lignée cellulaire HER2 positives, la
lignée BT474 par un test de viabilité cellulaire WST-1. Nous avons également augmenté le temps
d’incubation, passant a 120 h, afin de permettre au siPARP3 53 de pouvoir agir plus efficacement a de
faibles concentrations. Une petite augmentation des effets cytotoxiques de la vincristine 22 a été
observée avec le double-conjugué 117. De plus, ces profils de cytotoxicité ont été comparés a celui du
conjugué T-ValCit-vincristine D4 87, montrant que ce dernier posséde la méme activité que le
double-conjugué contrdle 119, mettant en avant que I'utilisation d’un siRNA non-actif n’influencait pas
I'activité de I’ADC 117 (Figure 98).
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Figure 98 : Evaluation in vitro des double-conjugués et de ’ADC 87 sur les cellules BT474

Dans ces conditions, une légérement augmentation de ['activité cytotoxique du
double-conjugué 117 a été observée et comparée au double-conjugué controle 119 et au T-vincristine
D4 87. Pour mettre en évidence une réelle potentialisation, il serait possible de diminuer le DAR de
vincristine ou d’utiliser un linker avec une cinétique de libération plus lente.

Conclusion

Pour conclure, afin de générer un anticorps conjugué a la fois avec un ARN interférant et une
molécule cytotoxique, des méthodes de conjugaison ont été développées. Dans un premier temps, le
conjugué T-siPARP3 77 a été généré avec succes a I'aide d’une stratégie « Plug and Play » par une étape
de conjugaison lysine suivi d’'une réaction SPAAC. Le conjugué 77 a montré une déplétion de PARP3
d’environ 80% a 100 nM et a permis d’augmenter les effets de la vincristine 22 d’un facteur 5.

Les conjugués trastuzumab-vincristine ont ensuite été générés grace a une premiere étape de
fonctionnalisation de la vincristine 22, reposant sur la N-alkylation quaternaire du linker
MC-ValCit-PAB-C| 26, conduisant au MC-ValCit-PAB-vincristine 86 avec un rendement de 60%. Ce
composé 86 a été finalement conjugué sur le trastuzumab 54 a I'aide d’une étape de conjugaison
cystéine. Ainsi, deux conjugués trastuzumab-vincristine ont été générés avec succes, I'un avec un DAR
moyen de 4 (87) — I'autre avec un DAR homogéne de 8 (88), et ont montré une excellente cytotoxicité
20 fois supérieure par rapport a la vincristine 22 en tests de viabilité cellulaire WST-1 sur différentes
lignées cellulaires.

Ces ADCs ont été comparés a deux autres immunoconjugués équipés de charges
thérapeutiques classiquement employées, la MMAE 15 et le DM1 9. Ces tests ont démontré que les
ADC 87 et 88 avaient un profil cytotoxique similaire au T-MMAE 92 et 93 et au T-DM1 11.

Dans le but d’évaluer I'efficacité des ADCs 87 et 88 in vivo, un linker 94 tripeptidique, basé sur
le classique linker Fmoc-ValCit PAB-OH 97, a été synthétisé en vue de pallier les problemes de stabilité
du motif ValCit dans le plasma de rongeur. De cette maniere, deux versions de ce linker, I'un protégé
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100 et l'autre déprotégé 94, nous ont permis de synthétiser deux analogues de I'ammonium
MC-ValCit-PAB-vincristine 86. Ces ammoniums 104 et 105 ont été conjugués au trastuzumab 54 et ont
été évalués in vitro par un test de viabilité cellulaire WST-1. Ces données nous ont permis de
déterminer que les ADCs construits avec le linker protégé 100 possédaient une activité cytotoxique
similaire aux T-vincristine 87 et 88. C'est pour cela que nous évaluerons |'efficacité in vivo des
ADCs D2 106 et D8 107 sur des modeles de souris xénogreffées afin de compléter ces études.

Un dernier linker non-clivable 110 a été synthétisé et alkylé a la vincristine 22 pour étudier son
influence sur les anticorps conjugués a la vincristine 22. Actuellement, les ADCs basés sur ce linker ont
été générés et sont en phase d’évaluation in vitro sur les cellules SKBR3.

Avec ces résultats en main, nous avons pu générer les double-conjugués
siPARP3-trastuzumab-vincristine 117 et 118 en opérant les étapes de conjugaison de facon successive
a partant des ADCs trastuzumab-vincristine construits avec le linker ValCit. Ces double-conjugués 117
et 118 n‘ont pas permis de potentialiser les effets des conjugués trastuzumab-vincristine sur les
cellules SKBR3, probablement dii a une déplétion insuffisante due a des concentrations trop faibles ou
a une cinétique trop lente. Cependant, une légere augmentation des effets cytotoxiques a été
observée sur les cellules BT474, nous encourageant ainsi dans cette voie.

Pour terminer et afin de générer une thérapie basée sur les double-conjugués siRNA-anticorps-
vincristine contre les TNBC, de nouveaux anticorps seront sélectionnés. Nous projetons de recourir a
un anticorps anti-TROP2, un antigene surexprimé sur les TNBC et ayant déja fait ses preuves pour ce
type de cellules.
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Partie expérimentale

Material and methods.

All reagents were obtained from commercial sources and used without prior purifications. Dry solvents
were obtained from Merck. Unless otherwise indicated, reactions were carried out under an argon
atmosphere in flame-dried glassware with magnetic stirring. Air and/or moisture-sensitive liquids were
transferred via syringe. Organic solutions were concentrated by rotary evaporation at 40-60 °C.
Volume ratios (v/v) are indicated when referring to mixtures of solvents (e.g. DCM/MeOH 95:5).
Analytical thin layer chromatography (TLC) was performed using plates aluminium sheets (silica gel 60
F2s4, Merck, Ref. 1.05554). Visualization was achieved under a 254 or 365 nm UV light and by immersion
in an appropriate staining solution. Silica gel for column chromatography was purchased from Merck
(Geduran® Si 60, 40-63 um).

NMR: 1H and 13C NMR spectra were recorded at 23 °C on Bruker Advance Ill - 400 MHz / 500 MHz
spectrometers. Recorded shifts are reported in parts per million (8) and calibrated using residual
nondeuterated solvent. Data are represented as follows: chemical shift, multiplicity (s = singlet, d =
doublet, t = triplet, g = quartet, m = multiplet, br = broad, app = apparent), coupling constant (J, Hz),
integration and assignment for 1H NMR data.

Analytical LC-MS analyses were carried out on Waters ARC separations module equipped with Waters
2998 PDA UV detector, Waters Acquity QDa mass detector and XBridge®, 3.5 um, C18, 50 x 4.6 mm
column. The flow rate was 1 mL/min and the solvent system was composed as follows: solvent A:
0.05% TFA in water; solvent B: acetonitrile. The gradient run was: 0 to 5 min. — 5% to 95% B; 5 to 6
min. —95% B; 6 to 7 min. — 5% B. Mass detector was operated in positive MS Scan mode with 600 °C
probe temperature, 1.5 kV capillary voltage and 10 V cone voltage.

High resolution mass spectra (HRMS) were obtained using an Agilent Q-TOF 6520.

IR spectra were recorded in a Thermo-Nicolet FT/IR-380 spectrometer. Spectra were interpreted with
OMNIC 9 software and are reporter in cm-1. The abbreviations used are w (weak), m (medium), s
(strong).

Concentrations of protein or RNA solutions in DPBS (calcium and magnesium free, Merck, Ref. D8537-
6X500ML) were determined by UV absorbance using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, lllkirch, France) at 280 nm for proteins and 260 nm for RNA. The concentration of antibody
conjugates was measured using a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France, Ref.
23225) as RNA also absorb at 280 nm.

The concentration in antibody and antibody conjugates was determined either by UV absorbance using
a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) or using a BCA Protein Assay
Kit (Ref. 23225, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France). Antibody deglycosylation was achieved with
Remove-iT® Endo S (New England Biolabs, lpswich, U.S.A.).

Size Exclusion Chromatography hyphenated to non-denaturing Mass Spectrometry The BioAccord
system (Waters, Manchester, UK) comprising a binary solvent manager, a sample manager cooled at 8
°C, a column oven maintained at room temperature and an UV detector operating at 280 nm and 214
nm hyphenated to the ACQUITY RDa detector was used for the online SEC-native MS instrumentation.
Around twenty micrograms of antibody were loaded on the ACQUITY UPLC Protein BEH SEC column
(2.1x 150 mm, 1.7 um particle size, 200 A pore size) from Waters (Manchester, UK) using 0.100 mL/min
flow rate and isocratic elution of 100 mM ammonium acetate (NH40Ac) at pH 6.9 for a 6 minutes total
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run. The ACQUITY RDa detector (TOF analyzer) was operated in positive mode with a capillary voltage
of 1.5 kV while sample cone and desolvation temperature were set to 120 or 160 V (cystein or lysine
conjugate) and 250 °C, respectively. Acquisitions were performed under full scan mode and high mass
range (400-7,000 m/z) with 2 Hz scan rate. The mass spectrometer was calibrated using the ACQUITY
RDa Detector Calibrant and Wash Kit (Waters, Manchester, UK, ref. 186009013). The ACQUITY RDa
Waters connect LockMass Kit (Waters, Manchester, UK, ref. 186009298) was used before and after
each injection in order to compensate for mass variations due to temperature changes in the
laboratory. UNIFI Scientific Information System (Waters, Manchester, UK) was used as a single solution
to encompass data acquisition and processing. Average DoC values were calculated using equation (1):

(ZLO k xintensity DoCk) (1)
¥8_, intensity DoCk)

These results were derived from the relative peak intensities measured from deconvoluted mass

DoC =

spectra, following a method developed and validated by the Cianférani group.2”®

Size Exclusion Chromatography hyphenated to non-denaturing Mass Spectrometry (SEC-non
denaturing MS): An ACQUITY UPLC H-class system (Waters, Manchester, UK) comprising a quaternary
solvent manager, a sample manager cooled at 10 °C, a column oven maintained at room temperature
and an UV detector operating at 280 nm and 214 nm was coupled to the Synapt G2 HDMS mass
spectrometer (Waters, Manchester, UK). A quantity comprised between 10 to 20 pg of sample were
loaded on the ACQUITY UPLC Protein BEH SEC column ( 2.1 x 150 mm, 1.7 um particle size, 200 A pore
size from Waters, Manchester, UK) using an isocratic elution of 100 mM ammonium acetate (NH40Ac)
at pH 6.9 and at a flow rate of 0.100 mL/min over 6.0 minutes. The Synapt G2 HDMS was operated in
positive mode with a capillary voltage of 3.0 kV while sample cone and pressure in the interface region
were set to 180 V and 6 mbar, respectively Acquisitions were performed in 1,000-10,000 m/z range
with a 1.5 s scan time. The mass spectrometer was calibrated using singly charged ions produced by a
2 g/L solution of cesium iodide (Acros organics, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) in 2-
propanol/water (50/50 v/v). Native MS data interpretations were performed using UniDec software.

RNA sequences (5'- to 3'-):

siPARP3 sense (NH3-5"-ssPARP3-) : 5'NH2-(A)(U)(C)(A)(C)(U)(A)(C)(U)C)(G)(A)A)NG)(A)C)(G)(C)(A)
siPARP3 antisense (asPARP3) : (U)(G)(C)(G)(U)(C)(U)(U)(C)(G)(A)(G)(U)(A)G)(U)G)(A)(U)

SiSCR sense (NH;-5"-ssSCR) : 5'NH2-(G)(C)(A)(U)(G)(C)(G)(A)(C)(C)(U)(C)(U)(G)(U)(U)(U)(G)(A)
SiSCR antisense (asSCR) : (U)(C)(A)(A)(A)(C)A)(G)(A)G)(G)(U)(C)(G)(C)HA)(U)G)(C)

RNAs were purchased HPLC-purified from Eurogentec. Every step using RNA were carried out under a
biosafety cabinet cleaned with ethanol and RNaseZap. RNAs bearing primary amine were modified
with a C6 linker and were modified at 5’ sequence position. Upon reception, tubes were centrifuged,
then RNAs were suspended in DEPC-treated water to 1 mM for conjugation. RNAs are stored dried at
-80 °C until use, and at -80 °C when solubilized.
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Chemical synthesis

Synthesis of 4-[[2-(aminocarbonyl)phenyllamino]-4-oxobutanoic acid 57

(0]
2 1
o 3 NH,
4 6
AcOH
25 °C, 30 min o 7
NH, 74%
7 @)
55 56 57

oH?8

To a solution of anthranilamide 55 (5 g, 32.64 mmol, 1.1 equiv.) in 15 mL of acetic acid was added
succinic anhydride 56 (3 g, 30 mmol, 1 equiv.) in 15 mL of acetic acid. The reaction mixture was stirred
at 25 °C for 30 min. Cold water is added and the remaining solid was washed with cold water and
diethyl ether. The product is dried under reduced pressure and afforded 57 with 74% yield (5.22 g,
22.06 mmol) as a white solid.

TLC: Rf =0.20 (DCM 9:1 MeOH)

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 12.20 (br, s, 1H, H8), 11.74 (s, 1H, H6), 8.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H2), 8.28 (s, 1H, H1), 7.80 (d, J = 8.0, 1H, H5), 7.48 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H4), 7.11 (t, J = 7.6 Hz, 1H H3),
2.53-2.73 (m, 4H, H7).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6§ ppm): 174.1, 171.2, 170.4, 140.1, 132.7, 129.0, 122.7, 120.5, 119.9,
32.5,29.2.

Umax (thin film) /em™: 3408 (br), 2359 (s), 2331 (m), 2213 (w), 2022 (m), 2006 (w), 1975 (w), 1713 (m),
1659 (m), 1615 (m), 1558 (w), 1516 (m); 1404 (m), 1318 (w), 1173 (m), 759 (m), 647 (w), 553 (m),
472 (m), 458 (m), 426 (m).

HRMS (ESI*) calcd for C11H13N,04* [M+H*] 237.087, found 237.086.
Mp: 221 °C.

Synthesis of 3,4-dihydro-4-oxo-2-quinazolinepropanoic acid 58

O
NH»>
NH NaOH @
Reflux,2 h g )\/\I(
o 51%
(0]
57
OH

4-[[2-(aminocarbonyl)phenyl]lamino]-4-oxobutanoic acid 57 (4 g, 16.93 mmol, 1 equiv.) was dissolved
in a solution of 2 N NaOH (40 mL, aq.) and the mixture allowed to reflux for 2 h. The mixture was cooled
down to room temperature and the pH is carefully adjust to 5-6 with 4 N HCI under stirring. The

95



remaining solid was filtered, washed with water, dried and afforded 58 with 51% vyield (1.87 g,
8.58 mmol) as a white solid.

TLC: Rf =0.20 (DCM 9:1 MeOH)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, § ppm): 12.22 (br s, 2H, H1 & H4), 8.08 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H8), 7.76
(t,J = 7.8 Hz, 1H, H6), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H5), 7.45 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H7), 2.81 — 2.97 (m, 2H, H3),
2.80-2.67 (m, 2H, H2).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, § ppm): 174.0, 162.1, 156.8, 149.1, 134.7, 127.2, 126.5, 126.2, 121.3,
30.3, 29.6.

Umax (thin film) /em™: 3646 (br), 2359 (s), 2331 (m), 2209 (s), 2176 (m), 2050 (w), 2037 (s), 2019 (w),
2011 (w), 1996 (m), 1963 (w), 1694 (s), 1659 (m), 1613 (s), 1557 (m), 1468 (m), 1398 (w), 1354 (m),
1244 (m), 1214 (w), 1177 (w), 952 (w), 871 (w), 780 (m), 651 (m), 595 (w), 490 (w), 418 (m).

HRMS (ESI*) calcd for C1:H1:N203* [M+H*] 219.078, found 219.077.

Mp: 234 °C.
Synthesis of Me0328 49
BOP, pyridine
\/@ o
)\/\H/ 25 °C 24 h )\/\H/
65% Har1

59

To a solution of 3,4-dihydro-4-oxo-2-quinazolinepropanoic acid 58 (200 mg, 0.92 mmol, 1 equiv.) and
(S)-(-)-1-phényléthylamine 59 (0.13 mL, 1.01 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (10 mL) were sequentially added
BOP (426 mg, 0.96 mmol, 1.05 equiv.) and pyridine (0.22 mL, 2.75 mmol, 3 equiv.). The reaction
mixture was stirred at room temperature for 24 h. Ethyl acetate was then added to the reaction media.
The organic layer was washed with 0.1 M HCI (25 mL, ag.) and NaHCOs (2 x 25 mL, aqg., sat.). The organic
layer was dried over Na,SQO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was
purified by chromatography column (eluent, cyclohexane 1/1 ethyl acetate, then 100% ethyl acetate,
then dichloromethane 9/1 methanol) and afforded 49 with 65% yield (190 mg, 0.59 mmol) as a white
solid.

TLC: Rf = 0.35 (DCM 95:5 MeOH)

H NMR (400 MHz, DMSO-d¢, & ppm): 12.18 (s, 1H, H7), 8.49 — 8.35 (m, 1H, H4), 8.08 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
H11), 7.79 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H9), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H10), 7.48 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H8), 7.17 — 7.29
(m, 5H, Harl), 4.91 (s, 1H, H2), 2.86 (s, 2H, H6), 2.68 (s, 2H, H5), 1.47 — 1.17 (m, 3H, H3).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6§ ppm): 170.6, 162.1, 157.2, 149.3, 145.2, 134.7, 128.6, 127.2, 126.9,
126.4,126.3, 126.2,121.4, 48.2, 31.9, 30.1, 23.0.

Umax (thin film) /em™: 3327 (w), 3297 (w), 2204 (w), 2192 (w), 2182 (w), 2171 (w), 2161 (w), 2055 (w),
2044 (w), 2028 (w), 1999 (w), 1678 (s), 1631 (s), 1610 (m), 1545 (m), 1467 (m),
1367 (m), 1339 (w), 1249 (w), 1175 (w), 898 (w), 773 (m), 700 (m), 689 (m), 630 (w), 621 (w), 462 (w),
435 (w), 415 (m), 406 (m), 401 (m).
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HRMS (ESI*) calcd for Ci9H20N303* [M+H*] 332.157, found 322.156.
Mp: 232 °C.
The protocol used for the synthesis of the linker 61 was developed by Dovgan, et al.?®

Synthesis of BCN-PNP ((1R,8S,9S)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yImethyl (4-nitrophenyl) carbonate) 67

PNP-chloroformate 69 1

3
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H 88% “
° 1 2 Hj 6 7

68 67

To a solution of (1R,8S,9S)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yImethanol 68 (1 equiv., 780 mg, 5.12 mmol) in
dichloromethane (20 mL) was added p-nitrophenol chloroformate (1.2 equiv., 1.24 g, 6,15 mmol) and
pyridine (10 equiv., 4.05 g, 4.12 mL, 51.2 mmol). The reaction was stirred 16 h at 25 °C. After
concentration, the mixture was quenched by a solution of NH4CI (75 mL, aqg., sat.) and extracted with
EtOAc (3 x 75 mL). The combined organic layers were washed with brine (75 mL, aq., sat.), dried over
Na,SO4 and concentrated in vacuo. The crude was purified by chromatography column (eluent :
cyclohexane 100%, then Cyclohexane 8:2 EtOAc) and afforded 67 with 88% yield (1.416 g, 4.49 mmol)
as a colorless oil that solidifies to a white solid at -20°C.

'H NMR (400 MHz, CDCls, 6§ ppm): 8.28 (d, , J = 9.2 Hz, 2H, H7), 7.39 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H6), 4.41
(d, J = 8.3 Hz, 2H, H5), 2.37 = 2.23 (m, 6H, H1 & H2), 1.62 — 1.59 (m, 3H, H3 & H4), 1.09 — 1.04 (m, 2H,
H2).

13C NMR (100 MHz, CDCls, § ppm): 155.6, 152.6, 125.3, 121.8, 98.7, 68.0, 29.1, 21.4, 20.5, 17.3.

LRMS (ESI*) calcd for C17H17NOsNa* [M+Na]* 338.10, found 338.27.

Synthesis of PEG¢-OTs (17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzenesulfonate) 63

K, Ag,0
TsCl, DCM 1 2 3 3 3 3 3 0,0 4
/\/O\/\ /\/O\/\ /\/O = /\/o\/\ /\/O\/\ /\/o .S
HO o o TUOH gegomn HOT YTy 0Ty 5 0Ty g0 °
62 56% 63 4 6

To a solution of dried hexaethylene glycol 62 (1 equiv., 5g, 17.71 mmol) in dichloromethane (80 mL)
at 0 °C were added Kl (0.2 equiv., 470 mg, 2.83 mmol) and Ag,0 (1.5 equiv., 4.92 g, 21.23 mmol). Tosyl
chloride (1.05 equiv., 3.55 g, 18.60 mmol) was then added portion wise and the reaction mixture was
stirred 30 min at 0 °C. The mixture was then filtered through a pad of Celite, washed with THF (20 mL)
and concentrated in vacuo. The crude was purified by chromatography column (eluent, EtOAc 15:85
cyclohexane, then 100% EtOAc, then DCM 95:5 MeOH) and afforded 63 with 56% yield (4.3 g,
9.85 mmol) as a clear yellow oil.

'H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 7.78 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H4), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H5), 4.14
(t,J = 4.8 Hz, 2H, H2), 3.72-3.53 (m, 22H, H3), 2.94 (s, 1H, H1), 2.43 (s, 3H, H6).
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13C NMR (101 MHz, CDCl;, 6§ ppm): 144.8, 133.1, 129.8, 128.0, 72.5, 70.7-70.4, 69.7, 68.7, 61.7, 21.6.
LRMS (ESI*) calcd for Ci9H330eS* [M+H]* 437.18, found 437.19.

Synthesis of PEGe-Ns (17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol) 64

NaNs ACN 4 2 3 3 33 4
o) 0 0 s 0 o 0
HOT 0T 0T o e MO S S 0T Y 0T N
63 74% 64

To a solution of 17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzenesulfonate 63 (1 equiv.,
4.25 g,9.74 mmol) in ACN (10 mL) was added NaNs (1.5 equiv.,, 0.95 g, 14.60 mmol). The reaction was
stirred 16 h at 60°C. The mixture was cooled down to room temperature and was filtrated. The filtrate
was concentrated under reduced pressure and afforded the pure compound 64 with 74% yield
(2.21 g, 7.19 mmol) as a yellow oil which is used without further purifications.

H NMR (400 MHz, CDCls,  ppm): 3.71 — 3.70 (m, 2H, H2), 3.69 — 3.58 (m, 20H, H3), 3.37 (t, J = 5.1 Hz,
2H, H4), 2.98 (s, 1H, H1).

13C NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 72.5, 70.7 — 70.6, 70.4, 70.0, 61.7, 50.7.
LRMS (ESI*) calcd for Ci2H25N3OgNa* [M+Na]* 330.16, found 330.06.

Synthesis of tButylester-PEGe-Ns (tert-butyl 1-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oate) 65

t-butyl acrylate 1
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O ~O O~ o . >L 3 3 3 3 3 3 4
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64 65

To a solution of 17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol 64 (1 equiv., 2.19 g, 7.14 mmol) in THF
(24 mL, concentration = 0.3 mmol/mL) at 0 °C was added tert-butyl acrylate (1.3 equiv., 1.19 g,
1.40 mL, 9.28 mmol). Potassium tert-butoxide 1 M in THF (0.1 equiv., 0.714 mL, 0.714 mmol) was then
added portion wise at 0 °C and the reaction mixture was stirred 16 h at 25 °C. After concentration, a
solution of NaH,PO4 (aq., 1M, 20 mL) was added and the mixture was extracted with EtOAc (3 x 40 mL).
The combined organic layers were washed with brine (1 x 40 mL) and dried over Na,SO,, filtered and
concentrated in vacuo. The crude material was purified by chromatography column (eluent:
cyclohexane 8:2 EtOAc) and afforded 65 with 45% yield (1.40 g, 3.2 mmol) as a yellow oil.

'H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.72 - 3.56 (m, 24H, H3), 3.38 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H2), 2.49
(t, J = 6.6 Hz, 2H, H4), 1.44 (s, 9H, H1).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 171.0, 70.7 — 70.4, 70.1, 66.9, 50.7, 36.3, 28.1.

LRMS (ESI*) calcd for Ci9H37NsOsNa* [M+Na]* 458.25, found 458.23.
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Synthesis of tButylester-PEG¢-NH; (tert-butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oate) 66

H,, Pd/C 1
MeOH

74% 1 2 4 4 4 2

65 66

To a solution of tert-butyl 1-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oate 65 (1 equiv., 1.39 g,
3.18 mmol) in degased methanol (80 mL, concentration under 50 mM) and flushed with argon was
added Pd/C (1 mol%, 33.84 mg, 31.8 umol). The atmosphere was replaced by H; and the mixture was
stirred 16 h at 25 °C. The mixture was filtered through a pad of Celite and concentrated in vacuo. The
crude was purified by chromatography column (eluent: DCM 100%, then DCM/MeOH/NH,OH
9/0.9/0.1) and afforded 66 with 74% yield (966 mg, 2.36 mmol) as a yellow oil.

H NMR (400 MHz, CDCI3, & ppm): 3.71 — 3.68 (m, 2H, H2), 3.66 — 3.57 (m, 20H, H4), 3.53 — 3.51
(m, 2H, H3), 2.88 — 2.85 (t, J = 5.5, 4.8 Hz, 2H, H6), 2.51 — 2.47 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H5), 1.84 (s, 2H, H7),
1.43 (s, 9H, H1).

13C NMR (101 MHz, CDCls, 6 ppm): 170.9, 80.5, 73.1, 70.6 — 70.3, 66.9, 50.7, 41.7, 36.3, 28.1.
LRMS (ESI*) calcd for C1HaoNOs* [M+Na]* 410.28, found 410.28.

Synthesis of tButylester-PEGs-BCN (tert-butyl 1-(bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)-3-oxo-
2,7,10,13,16,19,22-heptaoxa-4-azapentacosan-25-oate) 70
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To a solution of (1R,8S,9S)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yImethyl (4-nitrophenyl) carbonate 67 (1 equiv.,
337.4 mg, 1.1 mmol) in DMF (3 mL) was added a solution of tert-butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18-
hexaoxahenicosan-21-oate 66 (1.1 equiv., 483 mg, 1.18 mmol) and triethylamine (3 equiv., 0.447 mL,
3.21 mmol) in DMF (3 mL). The mixture was stirred 16 h at 25 °C. After concentration under reduced
pressure, a solution of NaH,PO4 (1M, 100 mL) was added and the mixture was extracted with EtOAc
(3 x 100 mL). The combined organic layers were washed with brine (100 mL), dried over Na,SO, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by chromatography column (eluent: cyclohexane 8:2
EtOAc, then DCM 9:1 meOH) and afforded 70 with 78% yield (539 mg, 0.92 mmol) as a colorless oil.

H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 5.24 (s, 1H, H5), 4.13 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H6), 3.64- 3.51 (m, 24H, H3),
3.35 (m, 2H, H2), 2.50 — 2.47 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H4), 2.28 —2.21 (m, 6H, H9 & H10), 1.59 — 1.56 (m, 2H,
H9), 1.43 (s, 9H, H1), 1.35 (t, 1H, H7), 0.95 — 0.90 (m, 2H, H8).

13C NMR (101 MHz, CDCl;, § ppm): 170.9, 98.8, 80.5, 70.6 — 70.1, 66.9, 62.7, 40.8, 36.3, 29.1, 28.1,
21.5,20.1, 17.8.

LRMS (ESI*) calcd for C3oHsiNOjoNa* [M+Na]* 608.34, found 608.29.
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Synthesis of COOH-PEG¢-BCN (1-[({bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yImethoxy}carbonyl)amino]
3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oic acid) 71

o LiOH o

16 h, 25 °C ! 3 4 M

0] (0]
H 2 3 3 3 3 3 5
XOMONOwONOV\O/\/O\/\NkO/\O MeOH/H,0 HO)K/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N)kO
H > 3 3 3 3
H /)

o

70 92 % 71

To a solution of tert-butyl 1-(bicyclo[6.1.0]lnon-4-yn-9-yl)-3-ox0-2,7,10,13,16,19,22-heptaoxa-4-
azapentacosan-25-oate 70 (1 equiv., 530 mg, 0.905 mmol) in MeOH (5 mL) was added a solution of
LiOH (10 equiv., 216.85 mg, 9.05 mmol) in H,0 (5 mL). The reaction was stirred 16 h at 25 °C. After
concentration, a solution of NaH,PO4 (1M, 50 mL) was added and the mixture was extracted with DCM

(4 x 75 mL). The combined organic layers were washed with brine (75 mL), dried over Na,SO4 and
concentrated in vacuo and afforded 71 with 92% yield as a yellowish oil (439 mg, 0.83 mmol).

H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 5.35 (s, 1H, H6), 4.14 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H7), 3.79 — 3.76 (m, 2H, H1),
3.67 —3.64 (m, 20H, H3), 3.57 = 3.54 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H2), 3.35 (m, 2H, H4), 2.62 — 2.59 (t, J = 6.0 Hz,
2H, H5), 2.29 — 2.19 (m, 6H, H10 & H11), 1.58 (m, 2H, H10), 1.37 — 1.33 (m, 1H, H8), 0.96 — 0.91
(m, H9).

3C NMR (101 MHz, CDCl;, § ppm): 170.7, 98.9, 80.4, 70.6 — 70.2, 67.0, 62.8, 40.7, 36.4, 29.0, 21.5,
20.1, 17.8.

LRMS (ESI*) calcd for CaHaaNO10" [M+H]* 530.30, found 530.17.

Synthesis of BCN-PEGg-PNP (perfluorophenyl 1-((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)-3-oxo-
2,7,10,13,16,19,22-heptaoxa-4-azapentacosan-25-oate 13) 61

o H Pentafluorophenol F.

68%

E
E
H o) o 9
Ho)vo/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ow,\‘)ko B EDCI, DCM M 3 3 3 3 3 5 J\ 7 _H 10
H e 4h, 25°C F 0 o/\;o\fo/\;o\,jﬂo/\gof” o~
7 F 6
~

71 o1

To a solution of 1-[({bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmethoxy}carbonyl)amino] 3,6,9,12,15,18-
hexaoxahenicosan-21-oic acid (1 equiv., 434 mg, 0.819 mmol) 71 and EDCI (2 equiv., 254.28 mg,
0.290 mL, 1.638 mmol) in dichloromethane (15 mlL) was added pentafluorophenol (2 equiv.,
301.67 mg, 0.177 mL, 1.638 mmol). The reaction mixture was stirred 16 h at 25 °C. After concentration,
the crude was dissolved in EtOAc (75 mL), washed with aqueous solutions of HCI (0.1 M, 75 mL) and
saturated NaHCOs; (2 x 75 mL). The combined organic layers were washed with brine (75 mL), dried
over Na;SO, and concentrated in vacuo. The residue was purified by chromatography column (eluent:
EtOAc 7:3 cyclohexane, then 100% EtOAc, then EtOAc 95:5 MeOH) and afforded 61 with 68% yield as
a colorless oil (388 mg, 0.558 mmol).

H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 5.19 (s, 1H, H6), 4.06 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H7), 3.82 — 3.80
(t, J = 6.2 Hz, 2H, H1), 3.59 — 3.56 (m, 20H, H3), 3.50 — 3.48 (t, J = 5.2 Hz, H5), 3.31 (d, J = 5.2 Hz, 2H,
H4), 2.89 — 2.87 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H2), 2.22 — 2.13 (m, 6H, H10 & H11), 1.53 — 1.50 (m, 2H, H10),
1.30 - 1.27 (m, 1H, H8), 0.89 — 0.85 (m, 2H, H).
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13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 170.7, 98.8, 70.7 — 70.5, 70.3, 70.1, 66.1, 62.7, 53.4, 40.8, 34.4,
29.1,21.4,20.1, 17.8.

19F NMR (400 MHz, CDCls,  ppm): -152.54, -157.94, -162.34.

LRMS (ESI*) caled for CsoHaFsNOjgNa* [M+Na]* 718.26, found 718.21.

Synthesis of Ac-N-PAB-OH 79

2 1
on Ac,0, TEA o 3 oH
THF _ )J\
H,N 0°Cto25°C,16h4~" "N” ™7 2
82% H
78 79

To a solution of p-aminobenzyl alcohol 78 (1 equiv., 500 mg, 4.06 mmol) in THF (10 mL) at 0 °C were
added triethylamine and acetic anhydride. The mixture was allowed to stir 16 h at 25 °C. Reaction
media was diluted with water (6 mL) and pH was acidified until pH 1 with a solution of HCI (1 M).
Aqueous layer was extracted with EtOAc (3 x 20 mL). Combined organic layers were dried over Na;SO,
and the solvent was removed under reduced pressure. The crude product was purified by
chromatography (eluent, EtOAc 8:2 cyclohexane) and afforded 79 with 82% yield (550 mg, 3.33 mmol)
as a white solid.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.32.

H NMR (400 MHz, CDCI3, & ppm): 7.54 — 7.49 (m, 2H, H3), 7.32 = 7.27 (m, 2H, H2), 4.55 (s, 2H, H1),
2.11 (s, 3H, H4).

13C NMR (101 MHz, CDCls, 6 ppm): 171.6, 139.0, 138.5, 128.6, 121.1, 64.9, 23.8.

Umax (thin film) /em™: 3416 (m), 3243 (w), 3185 (w), 3124 (w), 3073 (w), 2923 (w), 2882 (w), 1667 (s),
1606 (s), 1548 (s), 1515 (s), 1462 (w), 1408 (m), 1370 (m), 1321 (s), 1272 (m), 1211 (m), 1211 (m),
1179 (w), 1112 (w), 1034 (w), 1024 (w), 1000 (s), 969 (m), 949 (m), 937 (m), 859 (m), 826 (s), 796 (m),
724 (w), 648 (m), 630 (w), 601 (w), 555 (s), 501 (s), 437 (m), 410 (m).

LRMS (ESI*) calcd for CsH12NO2* [M+H*] 166.09, found 165.91.
Melting point: 127.35 °C.

Synthesis of Ac-N-PAB-CI 80

2 1
o /©/\OH gly\//la;uric chloride 0 3/©/\CI
)J\N 16 h,25°C )J\N 2
H 98% 4 H 3
79 80

NAc-PAB-OH 79 (1.8 equiv., 30 mg, 0.182 mmol) was dissolved in DMF (300 uL). A solution of cyanuric
chloride (1 equiv., 18.65 mg, 0.101 mmol) in DMF (200 pL) was added dropwise and the mixture was
allowed to stir 16 h 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. The crude product was
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purified by chromatography (eluent, 100% EtOAc) and afforded 80 with 98% vyield
(33 mg, 0.180 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.40.

'H NMR (400 MHz, CDCI3, 6 ppm): 7.50 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H3), 7.33 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H2), 4.56 (s, 2H,
H1), 2.18 (s, 3H, H4).

13C NMR (101 MHz, CDCl;, 6 ppm): 168.47, 138.13, 133.45, 129.54, 120.07, 46.07, 24.78.

Umax (thin film) /em™: 3253 (m), 3194 (m), 3128 (m), 3077 (m), 2819 (w), 1779 (w), 1698 (m), 1683 (m),
1666 (s), 1603 (s), 1539 (s), 1512 (s), 1455 (m), 1409 (s), 1367 (s), 1321 (s), 1270 (m), 1257 (s),
1212 (w), 1175 (w), 1109 (w), 1036 (w), 1012 (w), 971 (w), 962 (w), 853 (w), 839 (m), 760 (m), 733 (s),
657 (s), 645 (s), 626 (m), 603 (m), 551 (m), 530 (s), 502 (m), 448 (w).

LRMS (ESI*) calcd for CsH1:NOCI* [M+H]* 184.05, found 183.91.
Melting point: 169.6 °C.

Synthesis of Ac-N-PAB-Vincristine 84 with KOH or K,CO3

”.\/ Base, DMF

_ =

O o
. >:o 25°C,72h
N Z\OH
| 299
0

22

To a solution of vincristine 22 (1 equiv., 0.5 mg, 0.00054 mmol) in DMF (1.5 uL) was added a solution
of base (KOH or K,COs) (1.1 equiv., 0.033 mg or 0.082 mg, 0.00059 mmol) in DMF (3 pL) and the mixture
was allowed to stir 10 min at 25 °C. A solution of Ac-N-PAB-CI 80 (1.1 equiv., 0.11 mg, 0.00059 mmol)
in DMF (4.6 uL) was added and the mixture was allowed to stir 72 h at 25 °C. The reaction was followed
by HPLC and LC-MS and has showed a conversion of 95% (with KOH) and 99% (with K,COs) (Figure 99).
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Figure 99: conversion after 72 h with KOH and K>CO3

Synthesis of Ac-N-PAB-vincristine 84

K,CO3, DMF
B —
25°C, 72 h
62 %

A solution of vincristine 22 (1 equiv., 10 mg, 0.011 mmol) in DMF (60 uL) was added to an Eppendorf
containing K,CO3 (1.1 equiv., 1.7 mg, 0.012 mmol) and the mixture was allowed to stir 10 min at 25 °C.
A solution of Ac-N-PAB-CI 80 (1.1 equiv., 2.2 mg, 0.012 mmol) in DMF (30 pL) was added and the
mixture was allowed to stir 72 h at 25 °C. Crude product was purified by RP-HPLC (eluent: 5 to 95%
ACN in 25 min), lyophilised and afforded 84 with 62% (6.5 mg, 0.0067 mmol) as a white/yellow solid.

TLC: Rf (DCM 9:1 MeOH) = 0.15

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, § ppm): 10.22 (s, 1H, H11), 9.08 (s, 1H, H36), 8.44 — 8.17 (m, 1H, H34),
7.95 (s, 1H, H2), 7.75 — 7.67 (m, 3H, H8 & H23), 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H3), 7.47 — 7.40 (m, 2H, H4),
7.12 (t,J = 7.4 Hz, 1H, H10), 7.05 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H9), 7.01 (m, 1H, H22), 5.87 (dd, J = 10.9, 5.1 Hz, 1H,
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H28), 5.52 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H29), 5.16 (s, 1H, H19), 5.01 (m, 2H, H13), 4.75 — 4.63 (m, 2H, H6), 4.58
(s, 1H, H24), 4.39 (d, J = 12.8 Hz, 2H, H5), 4.19 — 4.10 (m, 2H, H18), 4.05 (s, 2H, H17), 3.87 (s, 3H, H15),
3.73 (d, J = 14.9 Hz, 2H, H7), 3.66 (s, 3H, H12), 3.53 (s, 3H, H35), 3.28 (m, 2H, H26), 3.06 (s, 1H, H32),
3.00-2.91 (m, 2H, H27), 2.31—2.23 (m, 2H, H16), 2.07 (s, 3H, H1), 1.99 (s, 3H, H33), 1.51 (m, 2H, H25),
1.43 (g, J = 6.9, 5.9 Hz, 2H, H30), 1.37 (m, 2H, H20), 1.16 (d, J = 12.3 Hz, 1H, H14), 0.80 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
H21), 0.60 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H31).

HRMS (ESI*) calcd for CssHesNsO11* [M]* 972.4753, found 972.4731.

Synthesis of MC-ValCit-PAB-CI 26

gowvig(“j“gﬁ " soo, qukji(¢ @

3 _\L ACN/DMF Hod
0°C.ah \L

8 NH 75% 28 15Ny

HZN/gO 07 “NH;,
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MC-ValCit-PAB-OH 85 (1 equiv., 30 mg, 0.052 mmol) was dissolved in a mix of ACN (400 uL) and DMF
(400 pL) and was stirred at 0 °C. Thionyl chloride (2 equiv., 12.4 mg, 7.5 uL, 0.104 mmol) was added at
0 °C and the mixture was allowed to stir 2 h at 0 °C. 2 others equivalents of SOCl, were added at 0 °C
and the mixture was allowed to stir 2 hat 0 °C. Solvents were removed under reduced pressure. Crude
product was purified by chromatography (eluent: DCM 9:1 MeOH) and afforded 26 with 75% vyield
(23 mg, 0.039 mmol) as an off-white solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) = 0.46.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, § ppm): 10.04 (s, 1H, H18), 8.09 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H11), 7.80
(d, J = 8.7 Hz, 1H, H7), 7.60 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H19), 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H20), 7.00 (s, 2H, H1), 5.98
(t,J = 5.9 Hz, 1H, H16), 5.41 (s, 2H, H17), 4.71 (s, 2H, H21), 4.40 — 4.35 (m, 1H, H12), 4.19 (dd, J = 8.7,
6.8 Hz, 1H, H8), 3.36 (m, 2H, H6), 3.01 (dt, J = 13.0, 6.4 Hz, 1H, H15), 2.94 (dq, J = 13.0, 6.4 Hz, 1H, H15),
2.21-2.08 (m, 2H, H2), 1.96 (dq, J = 13.3, 6.8 Hz, 1H, H9), 1.73 — 1.66 (m, 1H, H13), 1.59 (m, 1H, H13),
1.51 — 1.45 (m, 4H, H3 & H5), 1.44 — 1.41 (m, 1H, H14), 1.35 (dq, J = 9.9, 6.4 Hz, 1H, H14), 1.19 (m, 2H,
H4), 0.83 (dd, J = 13.3, 6.8 Hz, 6H, H10).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6§ ppm): 172.3, 171.3,171.1, 170.7, 158.9, 138.9, 134.4, 132.3, 129.5,
119.1,57.6,53.1, 46.2, 38.6, 37.0, 34.9, 30.4, 29.2, 27.8, 26.8, 25.8, 24.9, 19.2, 18.2.

HRMS (ESI*) calcd for CagHaoN6O6Cl* [M+H]* 591.2692, found 591.2697.
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Synthesis of MC-ValCit-PAB-Vincristine 86

60%

Vincristine 22 (1 equiv., 25 mg, 0.027 mmol), MC-ValCit-PAB-CI 26 (1.1 equiv., 17.8 mg, 0.030 mmol)
and K,COs (1.1 equiv., 4.1 mg, 0.030 mmol) were dissolved in DMF (1 mL) and the mixture was allowed
to stir 72 h at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. Crude product was purified by
chromatography (DCM 9/1 MeOH) and afforded 86 with 60% yield (22 mg, 0.016 mmol) as a white
solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) = 0.1.
HRMS (ESI*) calcd for CraHosN100162* [(M+H)/2]* 690.3497, found 690.3501.

Synthesis of Fmoc-Cit-PAB-OH 96

15 16
14
Q o) /©/\OH
H 17
N 7
Fmoc” %OH HATU, DIPEA, \:)J\N 14 15
+
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NH 94% 10 >NR !
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07 "NH, 07 "NH;,
95 96 12

Fmoc-Cit-OH 95 (1 equiv., 500 mg, 1.26 mmol) and PAB-OH 78 (3 equiv., 465 mg, 3.78 mmol) were
dissolved in DMF (10 mL, 0.1 M). DIPEA (1 equiv., 162.9 mg, 220 uL, 1.26 mmol) was added and the
solution was stirred 15 min at 25 °C in the dark. HATU ( 1.1 equiv., 527 mg, 1.39 mmol) was added and
the solution was allowed to stir 48 h at 25 °C in the dark. The solution was concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by chromatography (eluent: DCM 95:5 MeOH, then DCM 9/1
MeOH) and afforded 96 with 94% yield (594 mg, 1.18 mmol) as a white/yellow solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) = 0.35.
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H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 10.00 (s, 1H, H13), 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H1), 7.76 (dd, J = 7.5,
4.4 Hz, 2H, H4), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H14), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H2), 7.34
(td, J= 7.5, 4.1 Hz, 2H, H3), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H15), 6.01 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H11), 5.44 (s, 2H, H12),
5.11 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H17), 4.44 (d, J = 5.6 Hz, 2H, H16), 4.31 — 4.14 (m, 4H, H7 + H5), 3.10 - 3.01
(m, 1H, H10), 2.97 (dt, J = 13.2, 7.2 Hz, 1H, H10), 1.74 — 1.56 (m, 2H, H8), 1.54 — 1.34 (m, 2H, H9).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 170.9, 158.9, 156.1, 143.9, 143.8, 140.7, 139.4, 137.6, 137.4,
128.9,127.6,127.3,127.1,126.9, 125.3, 121.4, 120.1, 120.0, 118.9, 109.7, 65.7, 62.6, 54.9, 46.7, 29.3,
26.9.

LRMS (ESI*) calcd for CasH3oN4OsNa* [M+Na]* 525.21, found 525.04.

Synthesis of Fmoc-ValCit-PAB-OH 97

g 9 5 19 2
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Fmoc-Cit-PAB-OH 96 (1 equiv., 946 mg, 1.88 mmol) was dissolved in DMF (12 mL, 0.2 M) and piperidine
(5 equiv., 802 mg, 930 uL, 9.42 mmol) was added. The solution was allowed to stir 5 h at 25 °C. Solvent
was removed under reduced pressure. The mixture was diluted with DMF (10 mL) to co-evaporate
piperidine traces twice. Crude product was diluted with DMF (25 mL) and Fmoc-Val-Osu (1.2 equiv.,
986.6 mg, 2.26 mmol) was added and the solution was allowed to stir 24 h at 25 °C. The solution was
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by chromatography (eluent:
DCM 95:5 MeOH then DCM 9:1 MeOH) and afforded 97 with 79% yield (895 mg, 1.49 mmol) as a pale
yellow solid.

TLC: Rf (DCM 9:1 MeOH) = 0.25.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8): 9.98 (s, 1H, H17), 8.11 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H10), 7.90 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
H1), 7.75 (t, J = 8.1 Hz, 2H, H4), 7.55 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H18), 7.48 — 7.39 (m, 3H, H2 & H6), 7.33 (td,
J=7.4,1.2 Hz, 2H, H3), 7.24 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H19), 5.98 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H15), 5.41 (s, 2H, H16), 5.10
(t,J = 5.7 Hz, 1H, H21), 4.44 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H20), 4.33 — 4.26 (m, 1H, H11), 4.25 (m, 2H, H5), 3.94
(dd, J=9.0, 7.0 Hz, 1H, H7), 3.07 — 2.99 (m, 1H, H14), 2.98 — 2.92 (m, 1H, H14), 2.05 — 1.95 (m, 1H, H8),
1.74 — 1.65 (dt, J = 12.6, 8.0 Hz, 1H), 1.64 — 1.55 (m, 1H, H12), 1.51 — 1.41 (m, 1H, H13), 1.41 — 1.34
(m, 1H, H13), 0.88 (m, 6H, H9).

3C NMR (101 MHz, DMSO-dg, §): 6 171.2,170.3, 158.8, 156.1, 143.9, 143.7,140.7, 137.5,137.4,127.3,
127.0,126.9, 125.3, 120.0, 118.8, 65.7, 62.6, 60.1, 53.0, 46.7, 30.4, 29.5, 26.8, 19.2, 18.2.

HRMS (ESI*) calcd for CisHaoNsOg* [M+H]* 602,2973, found 602,2985.
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Synthesis of Fmoc-Glu(OtBu)ValCit-PAB-OH 98
1) Piperidine
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NH
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Fmoc-ValCit-PAB-OH 97 (1 equiv., 336 mg, 0.558 mmol) was dissolved in DMF (7 mL, 0.2 M) and
piperidine (5 equiv., 237.7 mg, 275.8 uL, 2.792 mmol) was added. The solution was allowed to stir 3 h
at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. The mixture was diluted with DMF (10 mL) to
co-evaporate piperidine traces. Crude product was diluted with DMF (5 mL) and Fmoc-Glu(OtBu)-Osu
(1.5 equiv., 437.4 mg, 0.837 mmol) was added and the solution was allowed to stir 16 h at 25 °C. The
solution was concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by
chromatography (eluent: DCM 95:5 MeOH then DCM 9:1 MeOH) and afforded 98 with 88% yield
(385.5 mg, 0.490 mmol) as a pale yellow solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) = 0.32

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 9.94 (s, 1H, H22), 8.17 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H6), 7.92 — 7.86 (m, 2H, H1),
7.72 (m, 3H, H4 + H15), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H11), 7.53 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H23), 7.41 (td, J = 7.5,
1.2 Hz, 2H, H2), 7.32 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 2H, H3), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H24), 5.97 (t, J = 5.8 Hz, 1H,
H20), 5.42 (s, 2H, H21), 5.09 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H26), 4.42 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H25), 4.38 (m, 1H, H7), 4.27
(m, 1H, H16), 4.22 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H5), 4.12 — 4.04 (m, 1H, H12), 3.03 (dt, J = 13.4, 6.6 Hz, 1H, H19),
2.92 (dt, J = 13.4, 6.6 Hz, 1H, H19), 2.26 — 2.19 (m, 2H, H9), 1.98 (m, 1H, H13), 1.93 — 1.83 (m, 1H, H8),
1.77 = 1.64 (m, 2H, H17), 1.62 — 1.53 (m, 1H, H8), 1.51 — 1.40 (m, 1H, H18), 1.39 (s, 9H, H10), 1.22
(m, 1H, H18), 0.87 — 0.80 (m, 6H, H14).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): § 172.7, 171.7, 170.3, 158.9, 143.7, 142.6, 140.7, 139.4, 137.5,
137.4,128.9,127.6,127.3,127.0, 126.9, 125.3, 121.3, 120.1, 120.0, 118.8, 109.7, 79.6, 65.6, 62.6, 53.9,
53.1,46.7,27.7,25.2,19.2, 17.9.

Umax (thin film) /em™: 3271 (m), 2929 (w), 2871 (w), 1704 (m), 1693 (m), 1660 (m), 1650 (m), 1633 (s),
1563 (m), 1537 (s), 1531 (s), 1469 (w), 1446 (m), 1414 (w), 1392 (w), 1366 (w), 1336 (w), 1253 (m),
1224 (m), 1149 (s), 1084 (w), 1041 (m), 815 (w), 756 (w), 736 (s), 656 (m), 620 (w), 551 (w), 497 (w),
425 (w).

HRMS (ESI*) calcd for C4oHssNeOo* [M+H]* 787.4031, found 787.4032.

Melting point: 193.1 °C.
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Synthesis of MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-OH 99

25 26
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DMF, 25 °C, 3 h 12 0 18 23
_ >
j/\ \L 2) MC-OSu 1 0 j/\ \L
DMF, 25 °C, 16 h
90% 1
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98 99

Fmoc-Glu(OtBu)ValCit-PAB-OH 98 (1 equiv., 200 mg, 0.254 mmol) was dissolved in DMF (4 mL, 0.2 M)
and piperidine (5 equiv., 108.3 mg, 125.6 uL, 1.271 mmol) was added. The solution was allowed to stir
3 h at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. The mixture was diluted with DMF (10 mL)
to co-evaporate piperidine traces. Crude product was diluted with DMF (7 mL) and MC-Osu (1.2 equiv.,
94 mg, 0.305 mmol) was added and the solution was allowed to stir 16 h at 25 °C. The solution was
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by chromatography (eluent:
DCM 95:5 MeOH then DCM 9:1 MeOH) and afforded 99 with 90% yield (178 mg, 0.229 mmol) as a pale
yellow solid.

TLC: Rf (DCM 9:1 MeOH) = 0.20.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds, § ppm): 9.92 (s, 1H, H23), 8.11 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H7), 8.00 (d, J = 8.2 Hz,
1H, H16), 7.67 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H12), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H24), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H25), 6.99
(s, 2H, H1), 5.99 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H21), 5.41 (s, 2H, H22), 5.11 — 5.05 (m, 1H, H27), 4.42 (s, 2H, H26),
4.39 (m, 1H, H8), 4.30 (td, J = 8.2, 5.7 Hz, 1H, H17), 4.19 (dd, J = 8.6, 6.4 Hz, 1H, H13), 3.36 (t, J = 7.1 Hz,
2H, H2), 3.03 (dt, J = 13.0, 6.2 Hz, 1H, H20), 2.94 (dq, J = 13.0, 6.2 Hz, 1H, H20), 2.21 (m, 2H, H10), 2.14
—2.05 (m, 2H, H6), 2.02 — 1.95 (m, 1H, H14), 1.90 — 1.83 (m, 1H, H19), 1.75 — 1.65 (m, 2H, H18), 1.59
(m, 1H, H19), 1.52 — 1.44 (m, 4H, H3 & H5), 1.45 — 1.40 (m, 1H, H9), 1.38 (s, 9H, H11), 1.27 — 1.21
(m, 1H, H9), 1.22 - 1.16 (m, 2H, H4), 0.83 (dd, J = 17.4, 6.7 Hz, 6H, H15).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6§ ppm): 172.8, 172.3,171.7, 171.2, 171.0, 170.8, 170.3, 158.9, 137.5,
137.4, 134.4, 126.9, 118.8, 79.6, 62.6, 59.7, 57.3, 53.1, 51.7, 36.9, 34.9, 31.4, 30.6, 29.3, 27.7, 27.1,
26.7,25.7,25.2,24.8,19.1,17.9.

Umax (thin film) /em™: 3291 (m), 2929 (m), 2858 (m), 1698 (s), 1639 (s), 1537 (s), 1514 (s), 1443 (m
1409 (m), 1391 (w), 1366 (m), 1306 (w), 1213 (s), 1150 (m), 1076 (w), 1044 (w), 998 (w), 825 (w
715 (w), 695 (w), 654 (m), 565 (w).

),
),

HRMS (ESI*) calcd for C37Hs6N;010" [M+H]* 758.4089, found 758.4087.

Melting point: 172.5 °C.
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Synthesis of MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-CI 100

15, 15 2 26
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MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-OH 99 (1 equiv., 40 mg, 0.053 mmol) was dissolved in a mix of DMF (0.5 mL)
and CAN (5 mL) and the solution was stirred at 0 °C. Thionyl chloride (7 equiv., 26.8 L, 0.369 mmol)
was added dropwise at 0 °C and the mixture was allowed to stir at 0 °C for 1 h. Thionyl chloride
(5 equiv., 19.2 uL, 0.265 mmol) was added dropwise at 0 °C and the mixture was allowed to stir at 0 °C
for 1 h. The solution was concentrated under reduced pressure. Crude product was purified by
chromatography (DCM 9:1 MeOH) and afforded 100 with 48% yield (19.5 mg, 0.025 mmol) as a white
solid.

TLC: Rf (DCM 95:5 MeOH) = 0.29.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 10.07 (s, 1H, H23), 8.16 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H7), 8.01
(d,J=8.0 Hz, 1H, H16), 7.67 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H12), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H24), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
H25), 6.99 (s, 2H, H1), 5.97 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H21), 5.42 (s, 2H, H22), 4.71 (s, 2H, H26), 4.43 — 4.35
(m, 1H, H8), 4.33 — 4.24 (m, 1H, H17), 4.21 — 4.17 (m, 1H, H13), 3.40 — 3.34 (m, 2H, H2), 3.08 — 3.00
(m, 1H, H20), 2.98 — 2.87 (m, 1H, H20), 2.20 (m, 2H, H10), 2.14 — 2.07 (m, 2H, H6), 2.00 - 1.96 (m, 1H,
H14), 1.89 — 1.81 (m, 1H, H19), 1.75 — 1.63 (m, 2H, H18), 1.61 - 1.54 (m, 1H, H19), 1.52 — 1.43 (m, 4H,
H3 & H5), 1.38 (s, 9H, H11), 1.20 - 1.14 (m, 2H, H9), 0.83 (dd, J = 14.4, 6.7 Hz, 6H, H15).

Umax (thin film) /em™: 3270 (br), 2960 (w), 2927 (w), 2873 (w), 2357 (w), 2339 (w), 1703 (s), 1650 (m),
1627 (s), 1606 (m), 1531 (s), 1514 (s), 1442 (m), 1410 (m), 1393 (m), 1366 (m), 1328 (w), 1309 (w),
1248 (w), 1150 (m), 826 (w), 770 (w), 732 (w), 710 (w), 695 (m), 668 (m), 536 (w), 434 (w).

HRMS (ESI*) calcd for Cs7HssN;OoCl* [M+H]* 776.3744, found 776.3740.
Melting point: 139.2 °C.

Synthesis of MC-Glu(OH)ValCit-PAB-Cl| 94

&Wiim ﬁ L e WNJTY AL

Quantitative 07~ OH NH
O NH O)\NHQ
100 94

MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-CI 100 (1 equiv., 12.6 mg, 0.0162 mmol) was dissolved with HCI (650 pL, 37%
in water) at 0 °C and the solution was stirred at 0 °C for 20 min. The solution was concentrated under
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reduced pressure and afforded the pure product 94 with quantitative yield (11.4 mg, 0.0158 mmol) as
a white solid and was used like this without further purifications.

Synthesis of MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-Vincristine 104
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I ¥
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046% OYNH
OH
NH, ©

104

Vincristine 22 (1 equiv., 5.4 mg, 0.0060 mmol), MC-Glu(OtBu)ValCit-PAB-CI 100 (1.1 equiv., 5 mg,
0.0064 mmol) and K,COs (1.1 equiv., 0.9 mg, 0.0064 mmol) were dissolved in DMF (300 uL) and the
mixture was allowed to stir 5 days at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. Crude
product was purified by chromatography (DCM 9/1 MeOH) and afforded 104 with 46% yield (4.2 mg,
0.0027 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) =0.1.
HRMS (ESI*) calcd for CgsH111N11019%* [(M+H)/2]?* 783.4290, found 782.9027.

Synthesis of MC-Glu(OH)ValCit-PAB-Vincristine 105

K,CO3, DMF
—_—
25 °C, 5 jours

94
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Vincristine 22 (1.1 equiv., 9.3 mg, 0.010 mmol), MC-Glu(OH)ValCit-PAB-Cl 94 (1 equiv., 6.6 mg,
0.009 mmol) and K,COs (1.1 equiv., 1.4 mg, 0.010 mmol) were dissolved in DMF (350 pL) and the
mixture was allowed to stir 5 days at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. Crude
product was purified by chromatography (DCM 9/1 MeOH) and afforded 105 with 48% vyield (6.7 mg,
0.0044 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) = 0.07.
HRMS (ESI*) calcd for C7sH10sN11010** [(M+H)/2]%* 754.8711, found 754.8709.

Synthesis of MC-PAB-OH 111
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PAB-OH 78 (1.2 equiv., 48 mg, 0.39 mmol) was dissolved in DMF (2 mL) then DIPEA (1.2 equiv., 68 pLL,
0.39 mmol) was added and the mixture was allowed to stir at 25 °C for 10 min in the dark. Linker
MC 3 (1 equiv., 100 mg, 0.32 mmol) was added to the reaction media and the mixture was allowed to
stir for 16 h at 25 °C in the dark. Solvent was removed under reduced pressure. Crude product was
purified by chromatography (100% EtOAc) and afforded 111 with 53% yield (54 mg, 0.17 mmol) as a
yellow solid.

TLC: Rf (EtOAc 8:2 cyclohexane) = 0.33

H NMR (500 MHz, DMSO-ds, & ppm): 9.78 (s, 1H, H), 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H8), 7.21 (d, J = 8.6 Hz,
2H, H9), 6.99 (s, 2H, H1), 5.06 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H11), 4.42 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H10), 3.39 (t, J = 7.1 Hz,
2H, H2), 2.26 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H6), 1.58 (p, J = 7.5 Hz, 2H, H5), 1.51 (p, J = 7.1 Hz, 2H, H3), 1.29 — 1.20
(m, 2H, H4).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 171.0, 170.9, 137.9, 137.0, 134.4, 126.8, 118.8, 62.6, 36.9, 36.1,
27.8,25.8, 24.6.

Umax (thin film) /em™: 3306 (br), 2934 (w), 2358 (w), 2340 (w), 1669 (s), 1661 (m), 1597 (m), 1524 (m),
1464 (w), 1448 (w), 1411 (m), 1371 (m), 1338 (w), 1313 (m), 1251 (w), 1207 (w), 1180 (w), 1128 (w),
1102 (w), 1085 (w), 1008 (m), 959 (w), 929 (w), 837 (m), 777 (w), 729 (w), 698 (s), 626 (m), 578 (m),
508 (m), 440 (w).

HRMS (ESI*) calcd for C17H2:1N,04" [M+H]* 317.1496, found 317.1501.

Melting point: 123.4 °C.
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Synthesis of MC-PAB-C| 110

., Sock,
°C 1h
65%
111 Linker MC-PAB-CI 110

Linker 111 (1 equiv., 10 mg, 0.032 mmol) was dissolved in a mix of DMF (0.15 mL) and ACN (1.5 mL)
then thionyl chloride (30 equiv., 67.8 pL, 0.948 mmol) was added dropwise at 0 °C. The mixture was
allowed to stir for 1 h at 0 °C. Solvents and excess regent were evaporated under reduced pressure
and the product was afforded 110 with 65% yield (6.9 mg, 0.021 mmol) as a yellow solid and was used
like this without further purifications.

TLC: Rf (EtOAc 1:1 cyclohexane) = 0.41.

Synthesis of MC-PAB-vincristine 112
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MC-PAB-CI 110

Vincristine 22

MC-PAB-vincristine 112

Vincristine 22 (1 equiv., 11 mg, 0.012 mmol), MC-PAB-CI 110 (1.1 equiv., 4.4 mg, 0.013 mmol) and
K2COs (1.1 equiv., 1.8 mg, 0.013 mmol) were dissolved in DMF (500 uL) and the mixture was allowed
to stir 5 days at 25 °C. Solvent was removed under reduced pressure. Crude product was purified by
chromatography (DCM 9/1 MeOH) and afforded 112 with 71% yield (6.7 mg, 0.0044 mmol) as a yellow
solid.

TLC: Rf (DMC 9:1 MeOH) =

HRMS (ESI*) calcd for Ce3H7sNeO13" [M]* 1123.5387, found 1123.5353.
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Bioconjugation

General procedure for the synthesis of trastuzumab-siRNA

This procedure was used for the conjugation of siPARP3 53 and siSCR.

Single strand RNA
NH

/NN
+ Borate buffer pH 8 H

o)
. ij/\\io\//%N’ﬂ\o/”“
F R AR A
= (]
F OWO%NXO//,,, 74
I H ! /\/\/\/Jpssms

F F ) 65 °C, 5 min

F 61

Antisense RNA tort, 15 min

H Q H
A
AN s 3
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5’NH2-ssRNA in H,Omq RNase-free (1 equiv. 20 nmol, 20 pL, 1 mM) was diluted with RNase-free borate
buffer (0.1 M, pH = 8.0, 100 pL). Then BCN-PEGe-PFP 61 (100 equiv., 2 umol, 20 pL, 100 mM in DMSO)
was added and the mixture was incubated at 25 °C under nitrogen atmosphere for 6 h and followed
by RP-HPLC.

The ssRNA-BCN was purified by two precipitation in a solution of LiClO4 (~ 1/3 of the total volume) and
cold acetone (~ 3x of the total volume). The resulting solid was then dissolved in RNase-free water
(20 pL) and concentration was measured by spectrophotometry using Nanodrop. ssRNA-BCN was
afforded with 80-95% vyield.

To the solution of ssRNA-BCN (1 equiv., 20 pL) was added a solution of the complementary RNA strand
(1.5 equiv.). The solution was incubated at 65 °C for 5 min, then the temperature was cooled from
65 °Cto 25 °C over 15 min. The BCN-siRNA was directly used for bioconjugation to antibody.

Q PBS pH 7,5 o
—_—
F+ HN 37 °C, 30 min N
90 - 95%
N3 N3
ABF 60

trastuzumab 54 azido-trastuzumab 76

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml in PBS pH 7.4, 200 pL, 1 mg, 6.9 nmol) was freshly
added azidobenzoyl fluoride 60 (3 equiv., 20 mM in DMSO, 1.05 L, 20.7 nmol) and the mixture was
incubated at 37 °C for 30 min. Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using
Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad, Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.4 and afforded the
trastuzumab-N3 76 with 90 — 95% vyield.
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azido-trastuzumab 76 trastuzumab-siRNA

To a solution of trastuzumab-N; 76 (1 equiv.,, 15 mg/mL in PBS pH 7.4) was added
BCN-siRNA in RNase-free water (2 equiv.) and the reaction mixture was incubated at 25 °C for 36 h.

The mixture was purified by size exclusion chromatography (Akta, S200, DPBS 1X as eluent, rt =10 mL).
Fractions containing the product were concentrated by centrifugation (Vivaspin 500 puL, 50 kDa MWCO,
12 minutes, 15 000 g) and filtered through centrifuge tube filters (Corning® Costar® Spin-X®, 0.22 um,
1 minute, 15 000 g). Protein concentration was determined by BCA assay and afforded the conjugated
trastuzumab with 30 — 60% vyield.

Sample solution (2 mg/mL, 20 pL) was deglycosylated with Remove-iT® Endo S (New England Biolabs,
Ipswich, U.S.A., Ref. P0741L) at 37 °C for 2 hours before SEC-ESI-MS analysis.

Bioconjugation of MC-ValCit-PAB-vincristine 86
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NH 2) MC-Vincristine 86 S
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07 NH, 50 - 90%

MC-ValCit-PAB-vincristine 86

Figure 100: Vincristine bioconjugation on antibody

Bioconjugation of Vincristine 86 on partially reduced antibodies

To a solution of antibody (1 equiv., 5 mg/ml, 200 uL, 1 mg, 6.9 nmol) in PBS pH 6.5 with EDTA 1% v/v
(solution of 0,5 M), was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,O mQ, 1.38 pL, 13.8 nmol) and the mixture
was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-ValCit-PAB-Vincristine 86 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 13.8 uL, 138 nmol) was added
and the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.
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trastuzumab 54

Buffer was exchanged on viva spin to afforded the final solution in PBS pH 7.5 with 60 — 90% vyield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR = 3.6 — 3.8).

Bioconjugation of Vincristine 86 on totally reduced antibodies

To a solution of antibody (1 equiv., 5 mg/ml, 200 pL, 1 mg, 6.9 nmol) in PBS pH 6.5 with EDTA 1% v/v
(solution of 0,5 M), was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 13.8 uL, 138 nmol) and the mixture
was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of totally reduced antibody.

Directly after, MC-ValCit-Vincristine 86 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 13.8 uL, 138 nmol) was added and
the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded the final solution in PBS pH 7.5 with 50 — 70% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (DAR = 8).

These protocols were used to bioconjugate vincristine 22 with trastuzumab 54 and rituximab to
generate control ADC that not recognize HER2.

Bioconjugation of MC-ValCit-MMAE 91
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trastuzumab-MMAE (n ~ 8) 93

Bioconjugation of MMAE 91 on partially reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 uL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 1% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 0.69 pL, 6.9 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.
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Directly after, MC-ValCit-MMAE 91 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was added and the
mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 92 the final solution in PBS pH 7.5 with 70 — 90% vyield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR = 3.6 — 3.7).

Bioconjugation of MMAE 91 on totally reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 uL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 1% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,O mQ, 6.9 uL, 69 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-ValCit-MMAE 91 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was added and the
mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 93 the final solution in PBS pH 7.5 with 70 — 90% vyield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 8).

OH PBSPHTS
O~ 37°C.30min °C, 30 min
90 - 95%

To a solution of T-vincristine D4 87 (1 equiv., 5 mg/ml in PBS pH 7.5, 220 uL, 1.1 mg, 7.33 nmol) was
added azidobenzoyl fluoride 60 (2 equiv., 20 mM in DMSO, 0.73 L, 14.66 nmol) and the mixture was
incubated at 37 °C for 30 min.

Dual conjugation with T-vincristine D4 87

87

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 and afforded Ns-trastuzumab-vincristine D4 115
with 90 — 95% yield.
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To a solution of Ns-trastuzumab-vincristine D4 115 (1 equiv., 15 mg/mLin PBS pH 7.5, 33.3 uL, 0.5 mg,
3.33 nmol) was added BCN-siRNA (synthesized following the same procedure used for T-siRNA) in
RNase-free water (2 equiv., 15 uL, 6.66 nmol) and the reaction mixture was incubated at 25 °C for
36 h.

The mixture was purified by size exclusion chromatography (Akta, S200, DPBS 1X as eluent, rt =10 mL).

Fractions containing the product were concentrated by centrifugation (Vivaspin 500 pL, 50 kDa MWCO,

12 minutes, 15 000 g) and filtered through centrifuge tube filters (Corning® Costar® Spin-X®, 0.22 um,

1 minute, 15 000 g). Protein concentration was determined by BCA assay and afforded the conjugated
,<

trastuzumab.
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Dual conjugation with T-vincristine D8 88

To a solution of T-vincristine D8 88 (1 equiv., 5 mg/ml in PBS pH 7.5, 220 uL, 1.1 mg, 7.10 nmol) was
added azidobenzoyl fluoride 60 (2 equiv., 20 mM in DMSO, 0.71 L, 14.20 nmol) and the mixture was
incubated at 37 °C for 30 min.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 and afforded Ns-trastuzumab-vincristine 116 with
90 — 95% vyield.
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To a solution of Ns-trastuzumab-vincristine D8 116 (1 equiv., 15 mg/mL in PBS pH 7.5, 33.3 uL, 0.5 mg,
3.23 nmol) was added BCN-siRNA (synthesized following the same procedure used for T-siRNA) in
RNase-free water (2 equiv., 15 uL, 6.45 nmol) and the reaction mixture was incubated at 25 °C for
36 h.

The mixture was purified by size exclusion chromatography (Akta, S200, DPBS 1X as eluent, rt =10 mL).
Fractions containing the product were concentrated by centrifugation (Vivaspin 500 puL, 50 kDa MWCO,
12 minutes, 15 000 g) and filtered through centrifuge tube filters (Corning® Costar® Spin-X®, 0.22 um,
1 minute, 15 000 g). Protein concentration was determined by BCA assay and afforded the conjugated
trastuzumab.

Experiments were performed with trastuzumab-vincristine D4 87 and D8 88 ; BCN-siPARP3 75 and
BCN-siSCR:

siPARP3-trastuzumab-vincristine D4 117 : 2.33 mg/mL, 0.163 mg, 0.96 nmol, 29%.
siPARP3-trastuzumab-vincristine D8 118 : 1.61 mg/mL, 0.113 mg, 0.645 nmol, 20%.
siSCR-trastuzumab-vincristine D4 119 : 1.85 mg/mL, 0.129 mg, 0.762 nmol, 23%.
siSCR-trastuzumab-vincristine D8 120 : 0.569 mg/mL, 0.040 mg, 0.228 nmol, 7%.

Bioconjugation of MC-Glu(OtBu)ValCit-vincristine 104

1) TCEP, EDTA (1% v/v)
PBS pH 6.5,37 °C, 2 h
2) MC-Vincristine 104
PBS pH 6.5,25°C,2h
65 - 90%

trastuzumab 54 T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine (n ~2) 106
T-Glu(OtBu)ValCit-vincristine (n ~ 8) 107
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Bioconjugation of vincristine 104 on partially reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 uL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 1% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 0.69 pL, 6.9 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-Glu(OtBu)ValCit-vincristine 104 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was
added and the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 106 the final solution in PBS pH 7.5 with 70 - 80% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 2).

Bioconjugation of vincristine 104 on totally reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 uL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 1% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,O mQ, 6.9 uL, 69 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 2 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-Glu(OtBu)ValCit-vincristine 104 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was
added and the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 107 the final solution in PBS pH 7.5 with 70 — 80% vyield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 8).
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Bioconjugation of MC-Glu(OH)ValCit-vincristine 105

% 1) TCEP, EDTA (1% v/v) o L0 e
PBS pH 6.5, 37 C,2h s NWN\:)LN N
2) MC-Vincristine 105 50 oH 5 2
PBS pH 6.5, 25 °C, 2 h o l
65 - 90% o on

trastuzumab 54 T-Glu(OH)ValCit-vincristine (n ~ 1.4) 108
T-Glu(OH)ValCit-vincristine (n ~2) 109

Bioconjugation of vincristine 105 on partially reduced antibodies

To a solution of antibody (1 equiv., 5 mg/ml, 100 pL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 2% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 0.69 pL, 6.9 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 3 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-Glu(OH)ValCit-vincristine 105 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was
added and the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 108 the final solution in PBS pH 7.5 with 80% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 1.5).

Bioconjugation of vincristine 105 on totally reduced antibodies

To a solution of antibody (1 equiv., 5 mg/ml, 100 pL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 2% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 6.9 pL, 69 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 3 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-Glu(OH)ValCit-vincristine 105 (20 equiv., 10 mM in DMSO, 6.9 uL, 69 nmol) was
added and the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.
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Buffer was exchanged on viva spin to afforded 109 the final solution in PBS pH 7.5 with 90% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 2).

Bioconjugation of MC-PAB-vincristine 112

1) TCEP, EDTA (2% V/v)
PBS pH 6.5, 37 °C, 3 h

2) MC-Vincristine 112
PBS pH 6.5,25°C,2h
55 - 65%

I

trastuzumab 54 T-MC-vincristine (n ~2) 113
T-MC-vincristine (n = 8) 114

Bioconjugation of vincristine 112 on partially reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 10 mg/ml, 50 pL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 2% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,0 mQ, 0.69 pL, 6.9 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 3 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-PAB-vincristine 112 (14 equiv., 10 mM in DMSO, 4.8 uL, 48.3 nmol) was added and
the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 113 the final solution in PBS pH 7.5 with 50% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (avDAR ~ 2.6).

Bioconjugation of vincristine 112 on totally reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 10 mg/ml, 50 pL, 0.5 mg, 3.45 nmol) in PBS pH 6.5 with
EDTA 2% v/v (solution of 0,5 M), was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,O mQ, 6.9 uL, 69 nmol) and
the mixture was incubated at 37 °C for 3 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-PAB-vincristine 112 (14 equiv., 10 mM in DMSO, 4.8 uL, 48.3 nmol) was added and
the mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.
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Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-vincristine.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 114 the final solution in PBS pH 7.5 with 60% yield
(concentrations were measured by BCA assays).

DoC was determined by native ESI-MS (DAR = 8).
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Développement de nouveaux ADCs conjugués a la vérubuline, une
nouvelle classe de charge thérapeutique

Introduction

Les ADCs sont composés d’'une charge thérapeutique cytotoxique conjuguée a un anticorps
grace a un linker et représentent une classe émergente d’outils thérapeutiques permettant le ciblage
spécifique de cellules cancéreuses?’® . Ainsi les anticorps vont permettre la délivrance spécifique de la
charge thérapeutique directement au sein des cellules ciblées tout en limitant son exposition
systémique.?’” Cela permet de diminuer les effets secondaires néfastes comparés a une

chimiothérapie classique en réduisant le contact avec les cellules saines.?’®

Parmi les douze ADCs approuvés par la FDA, sept d’entre eux sont conjugués a des inhibiteurs
de la polymérisation des microtubules. Cependant, ces charges thérapeutiques sont uniquement des
maytansines (Kadcyla® 11 et Elahere® 13) ou des auristatines (Adcetris® 4, Polivy® 5, Padcev® 6,
Tivdak® 7 et Blenrep® 18) qui sont des composés hydrophobes.?”*%° Lorsqu’elles sont conjuguées a la
surface des protéines, cela entraine une modification de la polarité de I’ADC, menant a des problemes
de stabilité et d’agrégation.?! De plus, ces composés hydrophobes sont sujets aux pompes a efflux
telle que la glycoprotéine-P, responsable du développement de résistance des cellules cancéreuses.?®?

La génération d’ADCs équipés de nouvelles charges thérapeutiques est une stratégie
nécessaire pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses car le choix actuel de
drogues est limité et nécessiterait une diversification, avec I'émergence de nouveaux composés
possédant des propriétés pharmacochimiques variées.?®® [’utilisation de molécules hydrophiles de
faible poids moléculaire permettrait de diminuer les problémes d’agrégation et de résistance.?®* Dans
ce but, nous avons décidé d’évaluer la vérubuline 28, une petite molécule cytotoxique hydrophile
faisant partie de la famille des poisons mitotiques.?®
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Figure 101 : Structure de la vérubuline 28

La vérubuline 28 est une molécule de synthése composée d’un coeur quinazoline lié a un
groupement phénolique par une amine tertiaire (Figure 101).2%¢ Elle a été développé par
Myriad Pharmaceutical et c’est un inhibiteur de la polymérisation des microtubules pouvant

également agir en endommageant les vaisseaux sanguins tumoraux irréguliers,163287

La vérubuline 28 est capable de se lier au site de liaison de la colchicine, présent sur la
tubuline-3, empéchant ainsi la transition de la phase G2 a la phase M de la division cellulaire et
induisant la mort cellulaire de la cellule tumorale ainsi que des cellules endothéliales des vaisseaux
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sanguins tumoraux.28 289 2%0 Ceg altérations vont provoquer des occlusions des vaisseaux sanguins
tumoraux, bloguant ainsi la circulation menant a des nécroses internes a I’environnement tumoral.?!

Cette molécule 28 posséde une activité cytotoxique d’environ 2 nM sur un panel de lignées
cellulaires.?®® N’étant pas un substrat des glycoprotéines-P, la vérubuline 28 ne perd donc pas en
efficacité lorsque des pompes a efflux sont surexprimées, ce qui présente un grand intérét pour lutter
contre les mécanismes de résistance.?”

Cependant, les études cliniques sur cette molécule ont été stoppées car elle présentait une
toxicité systémique trop importante notamment au niveau cardiovasculaire.?® De plus, elle a
également montré une haute toxicité envers les tissus sains. Malgré cela, la vérubuline 28 reste une
molécule cytotoxique tres efficace avec un grand intérét contre les cancers, notamment les cancers du
cerveau.?®® Ainsi, il serait possible de réduire ses effets néfastes en la vectorisant, ce qui diminuerait le
ciblage non-spécifique tout en conservant son activité cytotoxique.

C’est pour cela que nous avons décidé lors de cette thése de vectoriser la vérubuline 28 grace
a un anticorps modele, le trastuzumab 54, ciblant le récepteur HER2 surexprimé sur des cellules de
cancer du sein, les cellules SKBR3. Pour ce faire, la vérubuline 28 sera modifiée avec un linker
comportant un motif maléimide, permettant une étape de conjugaison cystéine. Afin de déterminer
le point d’accroche optimal pour l'incorporation du linker, nous avons étudié l'influence de la
modification de la vérubuline 28 sur plusieurs sites d’attache potentiels.
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Figure 102 : Stratégie de vectorisation de la vérubuline 28 sur le trastuzumab 54, formant ainsi de nouveaux ADCs porteurs
d'un nouveau type de charge thérapeutique

Résultats et discussions

Synthese de la vérubuline 28

La vérubuline 28 a été synthétisée en trois étapes et a été obtenue avec un rendement global
de 35%. Dans un premier temps, une molécule d’anthranilonitrile 121 a été condensée avec du
diméthylacétamide 122 en présence de trichlorure de phosphoryle (ou POCIs), via une réaction de type
Vilsmeier-Haack, menant a la formation de I'amidine 123 avec un rendement de 97%. Une molécule
de p-anisidine 124 a été ensuite additionnée sur le groupement nitrile, avant de subir une cyclisation
intramoléculaire par addition sur le motif amidine suivie de I'élimination de diméthylamine,
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conduisant au tricycle 125 avec un rendement de 50%. Enfin, cet intermédiaire 125 a été N-méthylé
en présence de iodométhane, menant a la vérubuline 28 avec un rendement 73%.

\N/ /O
NH, AcOH/ACN
N N~ POCI, DCM )%N /O\©\ (317 viv) NH
+ —_— + —_—
5 h, reflux CN 120 °C, 48 h
o) NH, ;
97% 50% )\
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N
121 122 123 124 125

CHsl, DMF
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Vérubuline 28

Figure 103 : Synthese de la vérubuline 28 en trois étapes a partir d’anthranilonitrile 121 commercial

Evaluation des potentiels sites de modification de la vérubuline 28

Afin de développer une méthode de conjugaison efficace pour la vérubuline 28, il a été
nécessaire de trouver une position de modification sur la molécule afin de pouvoir y incorporer un
linker. Trois positions ont été évaluées : la position 1 avec la modification du phénol, la position 2 avec
la modification de I'amine tertiaire et la position 3 avec la modification du méthyle de la quinazoline.

Position 2
N ’

Position 3 ~
N
Vérubuline 28

Figure 104 : Positions de la vérubuline 28 pouvant étre modifiées afin d'y incorporer un linker. La position 1 représente une
modification du phénol, la position 2 représente une modification de I'amine tertiaire. La position 3 représente une
modification de le méthyle de la quinazoline.

Modification du phénol de la vérubuline 28

Afin de créer un point d’accroche sur la vérubuline 28 et d’y incorporer un linker, des analogues
ont été synthétisés en modifiant la position 1 de la vérubuline 28. Pour ce faire, cette derniére a été
déméthylée en présence de tribromure de bore menant a I'obtention de I'analogue phénol 126 avec
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un rendement quantitatif. Ensuite, cet analogue 126 a été fonctionnalisé avec un PEG, activé par un
groupement tosyle en présence d’une base grace a une réaction de substitution nucléophile menant a
I’'analogue 127 avec rendement de 97%.

0 HO o)
PEG4-OTs
N BBrs, DCM N K,CO3 DMF N

N7 gg"(g/t025°C,1h N7 80°C,4h
o 97%
A A A

Vérubuline 28 126 127

Figure 105 : Synthése des analogues desméthylés 126 et 127 formés a partir de la vérubuline 28 synthétisée précédemment

Evaluation in vitro sur les cellules SKBR3

Ces trois molécules 28, 126 et 127 ont été testées in vitro sur les cellules SKBR3 par un test de
viabilité cellulaire WST-1 apres 72 h d’incubation. Les concentrations de drogue ont été variées de
0,1 a 100 nM afin de déterminer si les molécules possédaient une activité cytotoxique satisfaisante
pour étre utilisées en tant que charge thérapeutique d’ADC. Ainsi, la vérubuline 28 posséde une ICso
d’environ 1 nM sur les cellules SKBR3, ce qui était attendu au vu du profil de cytotoxicité général de
cette molécule. Cependant, les analogues 126 et 127 n’ont pas démontré de cytotoxicité sur les cellules
avec des ICspsupérieur 100 nM, ce qui ne permet pas la mort cellulaire a des concentration de I'ordre
du nanomolaire (Figure 106). Ces résultats montrent que le groupement méthoxy semble nécessaire
a I'activité de la vérubuline 28 et que cette position ne pourra pas étre modifiée afin d’y incorporer un
linker.

SKBR3 — 72 h d’incubation

-m-Vérubuline 28
Vérubuline-OH 126

-+-Vérubuline-O-PEG, 127

0 I I I 1
0.01 0.1 1 10 100

Viabilité cellulaire (% de contréle)

[Concentration] (nM) Mean values + SEM (n=3)

1G5, Vérubuline 28 = 1 nM

IC5, Vérubuline-OH 126 = /
ICsg Vérubuline-O-PEG, 127 = /

Figure 106 : Evaluation in vitro de la vérubuline 28 et des analogues 126 et 127 sur les cellules SKBR3. Aprés 72 h d’incubation
a différentes concentrations, le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé par un test WST-1.
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Stratégie d’alkylation quaternaire

Nous avons ensuite décidé d’utiliser la stratégie de Staben, et al. afin d’incorporer un linker
par une étape d’alkylation quaternaire sur la position 2 de la vérubuline 28.1%% Cette stratégie repose
sur l'utilisation d’un chlorure de benzyle en présence de DIPEA et de TBAI afin d’alkyler des drogues
d’intérét possédant une amine tertiaire.
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Figure 107 : Stratégie d'alkylation quaternaire envisagée de la vérubuline 28 a I'aide de I'analogue 80 afin d’obtenir
I'ammonium 128

Nous avons utilisé I'analogue Ac-N-PAB Cl 80 synthétisé dans le chapitre « Bioconjugaison de
la vincristine 22 » afin de procéder a des tests d’alkylation. D’abord, nous avons décidé de nous
affranchir de l'utilisation de DIPEA. En effet, cette base étant une amine tertiaire, son utilisation
pourrait interférer en étant alkylée a la place de la vérubuline 28. Ensuite, les proportions molaires de
vérubuline 28 et de Ac-N-PAB Cl 80 ont été fixées a 2 équivalents pour 1 équivalent respectivement
afin de maximiser la conversion du chlorure de benzyle. Plusieurs conditions expérimentales ont été
testées, notamment en modifiant la concentration de vérubuline 28, la température ou I'utilisation et
la quantité d’activateur (TBAl ou DMAP). L’ utilisation de DMAP permettrait de former un intermédiaire
alkylé Ac-N-PAB-DMAP réactif. Toutes ces conditions ont été reportées dans le Tableau 7. Enfin, les
conditions utilisées dans le chapitre «Bioconjugaison de la vincristine 22» n’ont pas été évaluées ici car
I'utilisation d’une base inorganique était employée pour déprotoner la vincristine 22, I'amine tertiaire
de la vérubuline 28 n’a quant a elle pas de proton.
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Tableau 7 : Conditions testées afin de procéder a I'alkylation quaternaire de la vérubuline 28 en présence de AC-N-PAB Cl 80
et d’un activateur. Les proportions molaires ont été fixées a 2 équivalents de vérubuline 28 pour 1 équivalent de Ac-N-PAB Cl
80. Les concentrations, la température ainsi que I’équivalence d’activateur ont été évalués a différents temps dans le but
d’obtenir une conversion en ammonium 128

Concentration de , . . Equivalent o
) . Température (°C) Activateur L Conversiona 48 h
vérubuline (M) d’activateur
0,25 25 TBAI 0,5 /
0,25 40 TBAI 0,5 /
0,25 25 TBAI 0,5 /
0,5 25 TBAI 0,5 /
0,25 25 DMAP 0,5 /
0,25 40 DMAP 0,5 /
0,5 25 DMAP 2 /
0,5 25 DMAP 2 /

Cependant, aucune de ces conditions ne nous a permis d’obtenir I'ammonium 128 désiré car
aucune conversion n’a été observée. Nous avons donc décidé d’utiliser une autre stratégie, la synthése
d’analogue possédant des fonctions nucléophiles pouvant étre utilisées afin d’y incorporer un linker.

Synthese d’analogues présentant une fonction nucléophile sur la position quinazoline de la vérubuline
28

Dans le but de synthétiser des analogues composés d’une fonction nucléophile permettant
I'incorporation d’un linker, la modification d’autres parties de la vérubuline 28 a été envisagée.

D’abord, I'intermédiaire amine secondaire 125 en position 2 sera évalué in vitro afin de
déterminer si le méthyle est nécessaire a I'activité cytotoxique. Ensuite, des modifications ont été
apportées sur la position 3 de la vérubuline 28.

Synthese de I'analogue vérubuline-CH,-OH 135

Nous avons décidé dans un premier temps de synthétiser un analogue fonctionnalisé avec un
alcool primaire en position 3 de la vérubuline 28. Pour cela, il nous a fallu employer une autre voie de
synthése. Premiérement, une molécule de chloroacétonitrile 130 a été condensée en milieu basique
sur I'aniline du 2-aminobenzoique 129 par une réaction d’addition nucléophile sur le carbone du
groupement cyano. L'intermédiaire formé a été cyclisé de facon intra-moléculaire aprés une réaction
d’addition-élimination sur I'acide carboxylique, menant a un départ d’eau. L'intermédiaire 131 a été
obtenu avec un rendement moyen de 57%. L'aromatisation de la molécule 131 a ensuite été opérée
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en milieu basique avant de substituer la fonction hydroxy nouvellement générée par un atome de
chlore en présence de POCI;, menant a la molécule 132. Cette derniére a été fonctionnalisée avec de
la 4-méthoxy-N-méthylaniline 133 par une réaction de substitution nucléophile en condition acide,
menant a I'obtention du composé chloré 134 avec un rendement de 86%. Enfin, la molécule 134 a été
modifiée afin d’incorporer la fonction hydroxy par une réaction d’hydrolyse en condition basique,
menant a |'obtention de la molécule finale 135 avec un rendement de 40% (Figure 108). L’analogue
135 a été obtenu avec un rendement global de 19% sur quatre étapes.

0o Na(O)Me 1) DIPEA, toluéne
N MeOH Reflux 2h N“
HO + =
~7 0°Cto2sC C|\)\ 2) POCl;, 80°C  Cl

HN 16 h, 57% 16 h, 96%
129 130 131 132 133
Isopropanol, HCI
25°C,16 h
86%
Y Y
NaOH
N~ 1,4-dioxane N~
Z 80 °C, 4 days _
NS NS
N N
135 134

Figure 108 : Synthese de I'analogue vérubuline-CH,-OH 135 en quatre étapes a partir d’acide 2-aminobenzoique 129
commercial

Synthese de 'analogue vérubuline-NH-Me 139

Un autre analogue 139 fonctionnalisé avec un groupement méthylamine sur la position 3 a été
synthétisé. D’abord, la forme diénole de la quinazolinedione 136 a été générée en conditions basiques
et grace a une aromatisation avant d’activer la molécule par du trichlorure de phosphoryle par une
substitution nucléophile. Cette molécule 137, peu stable car facilement hydrolysable, a été obtenue
avec un rendement de 97% et a été utilisée telle quelle sans étape de purification. Le composé
dichloré 137 a été fonctionnalisé avec de la 4-méthoxy-N-méthylaniline 133 en présence d'une base
menant a [I'obtention de [Iintermédiaire 138 avec un rendement de 82%. Enfin, la
vérubuline-NH-Me 139 a été obtenue aprés une étape de substitution nucléophile en présence de
méthylamine avec un rendement de 67% (Figure 109). L’analogue 139 a été obtenu avec un rendement
global de 53% sur trois étapes.
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Figure 109 : Synthese de I'analogue vérubuline-NH-Me 139 en trois étapes a partir de 2,4(1H, 3H)-quinazolinedione 136
commercial

Evaluation in vitro des analogues fonctionnalisés de la vérubuline 28

Les différents analogues de la vérubuline 28 avec une fonction réactive ont été évalués in vitro
sur les cellules SKBR3 par un test de viabilité cellulaire WST-1 apres 72 h d’incubation. Les analogues
composés d’une fonction nucléophile 125, 135 et 139 ont été évalués en méme temps que les
intermédiaires électrophiles 134 et 138. Enfin, I'activité cytotoxique de toutes ces molécules a été
comparée a celle de la vérubuline 28.

L'intermédiaire 125 possédant une amine secondaire ne s’est pas révélé efficace, avec une
activité supérieure a 100 nM, traduisant le fait que le méthyle présent sur cette amine est nécessaire
a l'activité cytotoxique. L'intermédiaire électrophile 138 ne possede pas non plus une activité
cytotoxique suffisante, supérieure a 100 nM ; cependant l'intermédiaire électrophile 135 CH,-Cl
présentait une bonne efficacité, ainsi ce composé sera investigué ultérieurement. Les analogues
nucléophiles 135 et 139 ont présenté une activité cytotoxique satisfaisante, entre 3 et 10 nM, faisant
de ces molécules des composés intéressants a vectoriser (Figure 110).
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Figure 110 : Evaluation in vitro de la vérubuline 28 et de ces analogues sur les cellules SKBR3. Aprés 72 h d’incubation a
différentes concentrations, le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé par un test WST-1.

Nous avons donc décidé d’utiliser les analogues 135 et 139 afin d’y incorporer un linker en vue
de les conjuguer sur I'anticorps trastuzumab et de tester leur efficacité in vitro sur les cellules SKBR3.
Les ICso de la vérubuline 28 et de tous ses analogues ont été rapportés dans le Tableau 8.

Tableau 8 : ICsp de la vérubuline 28 et de ses analogues évalués par WST-1 sur les cellules SKBR3 aprés 72 h d'incubation

Molécules ICso (NM)
Vérubuline 28 1
Vérubuline-OH 126 >100
Vérubuline-O-PEG, 127 >100

Vérubuline-NH 125 >100
Vérubuline-CH,-Cl 134 1
Vérubuline-CH,-OH 135 6

Vérubuline-Cl 138 >100
Vérubuline-NH-Me 139 5

Bioconjugaison de la vérubuline-CH,-OH 135

Incorporation d’un linker non-clivable sur la vérubuline-CH,-OH 135

La vérubuline-CH,-OH 135 a été fonctionnalisée avec un linker MC 3 qui a été incorporé grace
a une liaison ester. Nous avons choisis ce linker car il est possible que la liaison ester soit clivée en
présence d’estérases dans le milieu cellulaire. L'analogue 135 a été mis en présence du linker 3,
formant ainsi la molécule MC-O-vérubuline 140 par une réaction d’addition-élimination. Cette
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molécule a été obtenue avec un rendement de 91% et est fonctionnalisée avec un motif maléimide,
permettant directement sa bioconjugaison sur un anticorps (Figure 111).
/O
N/
DMF

_0
0] (0]

4 Q N~

N\/\/\)J\O/N * 25°C. 41 o) NZ
NZ °C, 4 jours
© © Ho s 91% N/\/\/\H/O\)\\N
N \ o)
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Linker MC 3 Vérubuline-CH,-OH 135 MC-O-vérubuline 140

Figure 111 : Synthése du MC-O-vérubuline 140 a partir de vérubuline-CH,-OH 135 synthétisé précédemment

Bioconjugaison du MC-O-vérubuline 140

La MC-O-vérubuline 140 a été conjuguée sur I'anticorps trastuzumab 54 par une étape de
conjugaison cystéine grace a une addition de 1-4 de Michael des thiolates sur le motif maléimide. Les
ponts disulfures du trastuzumab ont été réduits (partiellement ou totalement, en fonction du DAR
désiré) en utilisant du TCEP, dans un tampon PBS a un pH de 6,5 contenant 1% v/v d’EDTA et
permettant I'obtention de deux ADC trastuzumab-vérubuline (T-MC-O-vérubuline) avec deux DAR
différents, le T-MC-O-vérubuline D4 141 et le T-MC-O-vérubuline D8 142 (Figure 112).

_0O
T,
1) TCEP, EDTA (2% V/v)

N e
PBS pH 6.5, 37 °C, 3 h 9 ok
2) MC-O-vérubuline 140 fS N N >
PBS pH 6.5, 25 °C, 2 h o 0 h
70 - 75%

JU JU

T-MC-O-vérubuline (n~4) 141
T-MC-O-vérubuline (n~8) 142

trastuzumab 54

Figure 112 : Bioconjugaison du MC-O-vérubuline 140 sur l'anticorps trastuzumab 54

Ces ADCs ont été filtrés sur des filtres SpinX (membrane en acétate de cellulose avec un
diameétre de pores de 0,22 uM) afin d’éliminer les traces de bactéries et ont été obtenus avec des
rendements allant de 70% a 75%.

Ils ont été ensuite analysés par spectrométrie de masse ESI native. Cependant, ces analyses
ont démontré une mauvaise stabilité des conjugués car les spectres de masse présentent des mélanges
trés hétérogenes. Les spectres de masse présentaient un incrément de 203 Da répété plusieurs fois
(Figure 113). Cet incrément correspond a la taille du linker, menant vers I’hypothése que la liaison ester
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a été hydrolysée, aboutissant a la déconjugaison de la drogue, ou a une instabilité due a I'analyse et a

une fragmentation de cette liaison.
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Malgré cette mauvaise stabilité, ces ADCs ont tout de méme été évalués in vitro sur les cellules

SKBR3 directement aprés I'étape de bioconjugaison. lls ont été incubés pendant 72 h sur les cellules
SKBR3 et MDA-MB-231. Ces tests de viabilité cellulaire ont montré que le T-MC-O-vérubuline D4 141
et D8 142 présentaient bien une activité cytotoxique de I'ordre du nanomolaire. Cependant, aucune

sélectivité n’a été observée ; I'activité cytotoxique des composés étant similaire sur les cellules HER2

positives et négatives. Ceci tend a prouver l'instabilité du linker ester et la libération de vérubuline 135

dans le milieu, menant a

une absence de sélectivité. De plus, le contréle vérubuline-CH,-OH 135

présente une activité plus faible sur ce set d’analyse ; ce composé étant surement peu stable en

solution dans du DMSO car ces résultats ne sont pas en accords avec ceux obtenus précédemment

(Figure 114).

SKBR3 (HER2")
= ]
£
g 100 L]
Qo
s
=
2 50-
=
o
g N
= Y
© 0 1 1 1 T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100

[Compound] (nM)

Mean values + SEM (n=4)

ICs, vérubuline-CH,-OH 135 = / nM
IC5p T-MC-O-vérubuline D4 141 = 12 nM
1Cgo T-MC-O-vérubuline D8 142 = 7 nM

Cell viability (% of control)

MDA-MB-231 (HER2)

-m- Vérubuline-CH,-OH 135
—&— T-MC-O-vérubuline D4 141
¥- T-MC-O-vérubuline D8 142

n
L
100 4—B—
L
50—
0 T T T | 1
0.001 0.01 0.1 1 10

[Compound] (nM)

IC5 vérubuline-CH,-OH 135 = / nM
IC5o T-MC-O-vérubuline D4 141 = 18 nM
ICgo T-MC-O-vérubuline D8 142 = 8 nM

Mean values + SEM (n=2)

Figure 114 : Evaluation in vitro des conjugués 141 et 142 par des tests de viabilité cellulaire sur des cellules SKBR et

MDA-MB-231. Aprés 72 h d’incubation a différentes concentrations, le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé par

un test WST-1.
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Conclusion

Pour conclure, la vérubuline 28 a été synthétisée afin d’évaluer son activité cytotoxique sur
une lignée cellulaire modeéle, la lignée SKBR3. Elle a présenté une tres bonne efficacité, traduite par
une ICso d’environ 1 nM. Afin de développer une méthode de bioconjugaison adéquate, il a été décidé
dans un premier temps d’utiliser une stratégie d’alkylation quaternaire via [I'utilisation du
Ac-N-PAB Cl 80 afin de voir s’il était possible de modifier la vérubuline 28 dans le but de former
I"ammonium 128. Cependant cette stratégie s’est révélée inefficace car aucune conversion n’a été
observée malgré les différentes conditions expérimentales testées. Nous avons donc, dans un
deuxieme temps, déméthyler la vérubuline 28 afin de libérer une fonction phénol pouvant étre utilisée
comme point d’accroche afin d’évaluer si 'utilisation d’un linker clivable pourrait étre envisagée. Nous
avons ensuite modifié cette fonction a I'aide d’'un PEG, activé afin d’évaluer I'influence que pourrait
avoir un linker non-clivable sur cette molécule. Malheureusement, ces analogues 126 et 127 n’ont pas
démontré d’activité cytotoxique sur les cellules SKBR3 lors d’un test de viabilité cellulaire WST-1. Dans
un troisieme temps, nous avons synthétisé des analogues porteurs de fonctions nucléophiles facilitant
I'incorporation d’un linker. Ainsi, deux analogues ont été synthétisés : I'un porteur d’'une fonction
alcool primaire 135 et I'autre porteur d’'un motif méthylamine secondaire 139. Ces molécules ont
démontré de bonnes activités cytotoxiques et sont donc de bonnes candidates a la vectorisation par
anticorps. Par conséquent, nous avons modifié la vérubuline-CH,-OH 135 avec un linker
non-clivable 3. L'ester 140 ainsi formé a été utilisé afin d’étre bioconjugué sur I'anticorps
trastuzumab 54. Cependant, les immunoconjugués 141 et 142 se sont révélés non-sélectifs. Les
évaluations in vitro ont révélé une activité cytotoxique de 'ordre du nanomolaire sur les cellules
SKBR3, HER2 positives, mais également sur une lignée MDA-MB-231, HER2 négative. De plus, ces
composés ont montré une trés mauvaise stabilité, sGrement due a I'hydrolyse de la liaison ester.

Cependant, afin de générer des ADCs stables et efficaces, I'analogue vérubuline-NH-Me 139
semble étre un bon candidat. Cette molécule est composée d’'une amine secondaire pouvant étre
modifiée en vue d’y incorporer un linker. Dans le but de bioconjuguer cette molécule, nous prévoyons
de tester différents linkers, clivables et non-clivables, qui seront attachés a la vérubuline-NH-Me 139
a l'aide d’une liaison amide ou carbamate. Ainsi, ces liaisons, plus stables qu’un lien ester, nous
permettraient d’obtenir des immunoconjugués stables dont I’activité cytotoxique sera évaluée in vitro.
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Partie expérimentale

Material and methods.

All reagents were obtained from commercial sources and used without prior purifications. Dry solvents
were obtained from Merck. Unless otherwise indicated, reactions were carried out under an argon
atmosphere in flame-dried glassware with magnetic stirring. Air and/or moisture-sensitive liquids were
transferred via syringe. Organic solutions were concentrated by rotary evaporation at 40-60 °C.
Volume ratios (v/v) are indicated when referring to mixtures of solvents (e.g. DCM/MeOH 95:5).
Analytical thin layer chromatography (TLC) was performed using plates aluminium sheets
(silica gel 60 Fasa, Merck, Ref. 1.05554). Visualization was achieved under a 254 or 365 nm UV light and
by immersion in an appropriate staining solution. Silica gel for column chromatography was purchased
from Merck (Geduran® Si 60, 40-63 um).

NMR: 1H and 13C NMR spectra were recorded at 23 °C on Bruker Advance Ill - 400 MHz / 500 MHz
spectrometers. Recorded shifts are reported in parts per million (6) and calibrated using residual
nondeuterated solvent. Data are represented as follows: chemical shift, multiplicity (s = singlet,
d = doublet, t = triplet, g = quartet, m = multiplet, br = broad, app = apparent), coupling constant
(4, Hz), integration and assignment for 1H NMR data.

Analytical LC-MS analyses were carried out on Waters ARC separations module equipped with Waters
2998 PDA UV detector, Waters Acquity QDa mass detector and XBridge®, 3.5 um, C18, 50 x 4.6 mm
column. The flow rate was 1 mL/min and the solvent system was composed as follows: solvent A:
0.05% TFA in water; solvent B: acetonitrile. The gradient run was: 0 to 5 min. — 5% to 95% B;
5 to 6 min. — 95% B; 6 to 7 min. — 5% B. Mass detector was operated in positive MS Scan mode with
600 °C probe temperature, 1.5 kV capillary voltage and 10 V cone voltage.

High resolution mass spectra (HRMS) were obtained using an Agilent Q-TOF 6520.

IR spectra were recorded in a Thermo-Nicolet FT/IR-380 spectrometer. Spectra were interpreted with
OMNIC 9 software and are reporter in cm-1. The abbreviations used are w (weak), m (medium),
s (strong).

Melting points (Mp) were measured with a Stuart Scientific Melting point apparatus SMP3.

The concentration in antibody and antibody conjugates was determined either by UV absorbance using
a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France) or using a BCA Protein Assay
Kit (Ref. 23225, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France). Antibody deglycosylation was achieved with
Remove-iT® Endo S (New England Biolabs, Ipswich, U.S.A.).

Size Exclusion Chromatography hyphenated to non-denaturing Mass Spectrometry The BioAccord
system (Waters, Manchester, UK) comprising a binary solvent manager, a sample manager cooled at 8
°C, a column oven maintained at room temperature and an UV detector operating at 280 nm and 214
nm hyphenated to the ACQUITY RDa detector was used for the online SEC-native MS instrumentation.
Around twenty micrograms of antibody were loaded on the ACQUITY UPLC Protein BEH SEC column
(2.1x150 mm, 1.7 um particle size, 200 A pore size) from Waters (Manchester, UK) using 0.100 mL/min
flow rate and isocratic elution of 100 mM ammonium acetate (NH40Ac) at pH 6.9 for a 6 minutes total
run. The ACQUITY RDa detector (TOF analyzer) was operated in positive mode with a capillary voltage
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of 1.5 kV while sample cone and desolvation temperature were set to 120 or 160 V (cystein or lysine
conjugate) and 250 °C, respectively. Acquisitions were performed under full scan mode and high mass
range (400—7,000 m/z) with 2 Hz scan rate. The mass spectrometer was calibrated using the ACQUITY
RDa Detector Calibrant and Wash Kit (Waters, Manchester, UK, ref. 186009013). The ACQUITY RDa
Waters connect LockMass Kit (Waters, Manchester, UK, ref. 186009298) was used before and after
each injection in order to compensate for mass variations due to temperature changes in the
laboratory. UNIFI Scientific Information System (Waters, Manchester, UK) was used as a single solution
to encompass data acquisition and processing. Average DoC values were calculated using equation (1):

(ZLO k xintensity DoCk) (1)
¥8_, intensity DoCk)

These results were derived from the relative peak intensities measured from deconvoluted mass

DoC =

spectra, following a method developed and validated by the Cianférani group.27®

Synthesis of (E)-N’-(2-cyanophenyl)-N, N-dimethylacetimidamide 123

1\N/1
NH
® oN , N7 PoCl; DeM Q)QN
0 5 h, reflux 3 CN
97%
121 122 4 6
5
123

Dimethylacetamide 122 (1 equiv., 1,05 mL, 11.28 mmol) and POCIs (1.1 equiv., 1.16 mL, 12.4 mmol)
were dissolved in DCM (40 mL) and the mixture was allowed to stir 30 min at 25 °C. Then
anthranilonitrile 121 (1.5 equiv., 2 g, 16.92 mmol) was added and the mixture was allowed to stir at
reflux for 5 h. The reaction mixture was cooled down to room temperature and the solvent was
removed under reduced pressure. Cold water (70 mL) is added and the pH was adjusted to 8 with
NaOH (1 M) and the aqueous layer was extracted with DCM (3x100 mL). Organic layers were combined,
dried over Na,SO,, filtered and the solvent was removed under reduced pressure. The crude product
was purified by chromatographic column (eluent, 100% EtOAc) and afforded 123 with 97% vyield
(2.05 g, 10.97 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (EtOAc 3:7 cyclohexane) = 0.32.

H NMR (400 MHz, CDCI3, § ppm): 7.49 (ddd, J = 7.7, 1.4, 1H, H3), 7.39 (ddd, J = 8.2, 7.7, 1.4 Hz, 1H,
H4), 6.94 (td, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H, H5), 6.81 — 6.77 (m, 1H, H6), 3.07 (s, 6H, H1), 1.90 (s, 3H, H2).

13C NMR (101 MHz, CDCl;, 6 ppm): 157.8, 155.6, 133.2, 132.8, 123.5, 121.3, 118.6, 105.9, 38.2, 15.4.

Vmax (thin film) /em™: 2929, w), 2799 (w), 2214 (s), 1582( s), 1549 (s), 1463 (m), 1441 (m), 1412 (m),
1395 (s), 1363 (s), 1314 (m), 1291 (m), 1218 (m), 1191 (m), 1168 (m), 1099 (w), 1060 (w), 1043 (w),
1021 (m), 960 (w), 874 (w), 838 (w), 784 (m), 755 (s), 721 (w), 594 (w), 565 (m), 519 (m), 487 (m),
456 (w).

HRMS (ESI*) calcd for C11H14N3s* [M+H]* 188.1182, found 188.1186.

Melting point: 73.9 °C.
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Synthesis of verubulin-NH 125

SN 1/0\@
SN /@/O\ ACOH/ACN (3/7 viv) 2 NH
* 3
NN 120 °C, 72 h > 6

50%
0 )\\N 7

125

123 124

To a solution of (E)-N’-(2-cyanophenyl)-N,N-dimethylacetimidamide 123 (1 equiv., 400 mg, 2.14 mmol)
in 10 mL of AcOH/ACN (3/7 v/v) was added p-anisidine 124 (1.1 equiv., 289.6 mg, 2.35 mmol) and the
solution was stirred at 120 °C for 72 h. The reaction mixture was cooled down to room temperature
and the solvent was removed under reduced pressure. 50 mL of EtOAc was added, the organic layer
was washed with NaHCOs; (3x50 mL, aq., sat.), dried over Na,SO, and the solvent was removed under
reduced pressure. The crude product was purified by chromatographic column (eluent, DCM 1:1
EtOAc) and afforded 125 with 50% yield (289.2 mg, 1.09 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (DCM 1:1 EtOAc) = 0.45.

1H NMR (400 MHz, CDCI3, & ppm): 7.90 — 7.84 (m, 1H, H8), 7.81 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H, H5), 7.71
(ddd, J = 8.4, 6.9, 1.2 Hz, 1H, H7), 7.69 — 7.63 (m, 2H, H2), 7.43 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.2 Hz, 1H, H6),
6.97 — 6.89 (m, 2H, H3), 3.81 (s, 3H, H1), 2.66 (s, 3H, H4).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 164.1, 157.5, 156.5, 150.2, 132.8, 131.5, 127.8, 125.5, 123.3, 120.5,
114.2,113.1, 55.5, 26.5.

Vmax (thin film) /em™: 3052 (w), 3003 (w), 2914 (w), 2837 (w), 1645 (w), 1615 (m), 1598 (m), 1558 (m),
1509 (s), 1464 (m), 1441 (m), 1421 (m), 1406 (m), 1384 (s), 1353 (m), 1299 (m), 1235 (s), 1222 (s),
1182 (m), 1170 (m), 1131 (w), 1104 (m), 1029 (m), 1029 (w), 999 (w), 882 (w), 854 (w), 822 (w),
793 (m), 768 (m), 756 (m), 713 (w), 678 (m), 644 (m), 627 (w), 565 (m), 522 (m), 512 (m), 464 (w),
442 (w).

HRMS (ESI*) calcd for C16H16N30* [M+H]* 266.1288, found 266.1294.
Melting point: 189.4 °C.

Synthesis of Verubulin 28

2
0 1/0 3
CHjl, NaH 4
NH DMF 2 N
3 6
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)\\N 73% )\\N 7
> 8
125 28
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Verubulin-NH 125 (1equiv., 100 mg, 0.38 mmol) was dissolved in DMF (10 mL) and was cooled down
to 0 °C. Sodium hydride 60% in mineral oil (2 equiv., 29 mg, 0.76 mmol) and iodomethane (24 equiv.,
1.4 mL, 9.12 mmol) were added and the solution was stirred at 0 °C for
1 h and warmed to 25 °C for 1 h. Reaction was quenched by addition of of water (0.5 mL) and diluted
with EtOAc (50 mL). The organic layer was washed with water (1x50 mL) and brine
(5x50 mL, aq., sat.), dried over Na,SO4 and the solvent was removed under reduced pressure. The
crude product was purified by chromatographic column (eluent, 100% EtOAc) and afforded 28 with
73% yield (77 mg, 0.28 mmol) as a light brown solid.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.38.

H NMR (400 MHz, CDCI3, & ppm): 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H8), 7.51 (ddd, J = 8.4, 6.5, 1.7 Hz, 1H, H7),
7.13 = 7.07 (m, 2H, H2), 7.02 — 6.93 (m, 2H, H6), 6.90 (dd, J = 7.3, 5.1 Hz, 2H, H3), 3.82 (s, 3H, H1), 3.58
(s, 3H, H4), 2.72 (s, 3H, H5).

13C NMR (100 MHz, CDCls, § ppm): 163.2, 161.6, 157.9,151.8, 141.4,131.7, 127.4,127.2,126.2, 123.9,
115.2,114.6,55.5, 42.7, 26.4.

HRMS (ESI*) calcd for C17H1sN3O* [M+H]* 280.1444, found 280.1451.
Synthesis of Verubulin-OH 126

1

0 HO 5
3
N~ BBrs DCM 1 N~

2 4
NZ 0°Cto25°C,1h N7 5
)\\ Quantative )\\
N 8 N7 6
28
126

Verubulin 28 (1 equiv., 89 mg, 0.319 mmol) was dissolved in DCM (5 mL) and was cooled down to 0 °C.
Boron tribromide (4 equiv., 123 uL, 1.275 mmol) was added slowly and the solution was stirred 1 h at
25 °C. Reaction was followed with LC-MS by addition of 10 pL of reaction media in 190 mL of methanol
to quench the reaction. After all starting material was consumed, methanol (2 mL) was added to
guench the reaction at 0 °C. The mixture was diluted with water (10 mL) and extracted twice with DCM
(30 mL) then twice with EtOAc (30 mL). Organic layers were combined and washed with brine (aq.,
sat., 60 mL), dried over Na,SO, and concentrated under reduced pressure. The residue was triturated
in Et,0 and afforded 126 with a quantitive yield (84 mg, 0.317 mmol) as a yellow solid.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.38.

H NMR (400 MHz, Methanol-ds, & ppm): 7.82 (ddd, J = 8.4, 7.1, 1.2 Hz, 1H, H6), 7.68 (dd, J = 8.4, 1.2
Hz, 1H, H7), 7.28 = 7.22 (m, H1 & H4), 7.08 — 6.90 (m, 3H, H2 & H5), 3.81 (s, 3H, H3), 2.77 (s, 3H, H8).

13C NMR (100 MHz, CDCls, § ppm): 162.3, 161.3, 159.9, 141.7, 137.4, 136.4, 128.9, 128.6, 127.8, 119.7,
118.4, 113.6, 44.9, 22.4.

HRMS (ESI*) calcd for C16H16N30* [M+H*] 266.1288, found 266.1301.
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Synthesis of Verubulin-O-PEG, 127

HO Oy
\©\ PEG,-OTs I
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7 10
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9)\\N 11
12
127

Verubulin-OH 126 (1.05 equiv., 11.9 mg, 0.045 mmol), PEG4-OTs (1 equiv., 14.9 mg, 0.043) and K,CO3
(2.5 equiv., 14 mg, 0.101 mmol) were dissolved in DMF (2 mL) and the mixture was allowed to stir 4 h
at 80 °C. Solvent was removed under reduced pressure and the residue was dissolved in a mix of water
(10 mL) and DCM (10 mL). Aqueous layer was extracted with DCM (3 x 20 mL). The combined organic
phases were washed with a solution of NaOH 10% (aq., 20 mL), with water (20 mL) and brine (aq., sat.,
3 x 20 mL), dried over Na,SO, and concentrated under reduced pressure. The crude product was
purified by chromatography (eluent, 100% EtOAc, then DCM 95:5 MeOH) and afforded 126 with 97%
yield (18.3 mg, 0.042 mmol) as a yellow oil.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.38.

H NMR (400 MHz, Methanol-da, & ppm): 7.64 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H, H12), 7.56 (ddd, J = 8.3, 5.6,
2.6 Hz, 1H, H11), 7.16 — 7.13 (m, 2H, H6), 7.00 (m, 4H, H7 & H10), 4.17 — 4.12 (m, 2H, H5), 3.88 —3.82
(m, 2H, H1), 3.73 = 3.70 (m, 2H, H4), 3.69 — 3.62 (m, 8H, H3), 3.57 (s, 3H, H8), 3.55 (dd, J = 5.5, 4.0 Hz,
2H, H2), 2.64 (s, 3H, HI).

13C NMR (101 MHz, Methanol-d. 6 ppm): 163.0, 161.6, 157.8, 150.8, 140.9, 131.9, 127.3, 126.2, 125.7,
123.99, 115.7, 114.1, 72.3, 70.3, 70.2, 70.2, 70.0, 69.4, 67.5, 60.8, 24.4.

HRMS (ESI*) calcd for Cy4H3,N305* [M+H*] 442.2336, found 442.2372.

Synthesis of 2-(chloromethyl)quinazolin-4(1H)-one 131

(0]
HO N NaOMe MeOH
\/Cl 0°Cto 25 °C CI\)\
HoN 16 h, 57%

129 130 131

NaOMe (1.1 equiv., 864 mg, 15.99 mmol) was dissolved in methanol (16 mL) and was allowed to stir
at 0 °C. Chloroacetonitrile 130 (3 equiv., 2.8 mL, 43.8 mmol) was added dropwise over 30 min at 0 °C.
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A solution of anthranilic acid 129 (1 equiv., 2 g, 14.59 mmol) in MeOH (4 mL) was added dropwise over
30 min at 0 °C and the mixture was allowed to stir 16 h at 25 °C. The final product appeared as a white
precipitate. The precipitate was filtered and washed with cold water. The pure compound was dried
under reduced pressure and afforded 131 with 57% vyield (1.61 g, 8.27 mmol) as a white solid.

TLC: Rf (EtOAc 4:6 cyclohexane) = 0.29.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 12.58 (s, 1H, H5), 8.12 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H, H1), 7.83 (td,
J=8.1,7.3,1.4 Hz, 1H, H3), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H4), 7.55 (td, J = 8.1, 7.3, 1.4 Hz, 1H, H2), 4.55 (s, 2H,
H6).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6§ ppm): 161.5, 152.3, 148.2, 134.6, 127.3 (2C), 125.9, 121.2, 43.2.

Vmax (thin film) /em™: 3041 (br), 2809 (m), 1680 (s), 1607 (s), 1563 (w), 1513 (w), 1467 (m), 1453 (m),
1343 (w), 1328 (s), 1267 (m), 1253 (m), 1157 (m), 1132 (w), 1031 (w), 1006 (m), 941 (w), 898 (m),
864 (m), 775 (s), 755 (m), 694 (s), 686 (s), 637 (m), 597 (m), 576 (w), 534 (w), 493 (w), 469 (w), 430 (w).

HRMS (ESI*) calcd for CoHgCIN,O>* [M+H*] 195.0320, found 195.0326.
Melting point: 251.0 °C.

Synthesis of 4-chloro-2-(chloromethyl)quinazoline 132

O 1) DIPEA, toluene o]
Reflux, 2 h 1
CI\)\N 2) POCI, CI\)\\ 5
H 80 °C, 16 h N
131 96% 132

To a solution of 2-(chloromethyl)quinazolin-4(1H)-one 131 (1 equiv., 1 g, 5.14 mmol) in toluene (20
mL) was added DIPEA (1.5 equiv., 1.35 mL, 7.72 mmol) and the mixture was allowed to stir at reflux
for 2 h. The mixture was cooled down to 80 °C and phosphoryl chloride (1.5 equiv.,
0.72 mL, 7.71 mmol) was added to the warm solution. The mixture was allowed to stir 16 h at
80 °C. The reaction media was cooled down to room temperature and diluted with EtOAc (50 mL). The
organic layer was washed with water (20 mL), citric acid 1 M (4 x 20 mL, aq.), water (20 mL), NaHCO;
(20 mL, aq., sat.), brine (20 mL, aq., sat.), dried over Na,SO, and the solvent was removed under
reduced pressure. The pure product was dried under reduced pressure and afforded 132 with 96%
yield (1.06 g, 4.92 mmol) as a brown solid.

TLC: Rf (EtOAc 1:9 cyclohexane) = 0.37.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 8.29 (ddd, J = 8.4, 1.4, 1.3 Hz, 1H, H1), 8.12 — 8.05 (m, H4), 7.99
(ddd, J = 8.4, 6.9, 1.3 Hz, 1H, H3), 7.76 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.3 Hz, 1H, H2), 4.85 (s, 2H, H5).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, § ppm): 163.4, 160.9, 151.4, 135.5, 129.5, 128.9, 125.9, 122.7, 46.9.

Vmax (thin film) /em™: 3065 (w), 3020 (w), 2967 (w), 1611 (m), 1556 (s), 1504 (w), 1480 (s), 1458 (m),
1425 (m), 1382 (m), 1339 (m), 1325 (m), 1299 (s), 1252 (m), 1215 (m), 1162 (w), 1150 (w), 1131 (w),
1020 (w), 992 (m), 945 (m), 917 (m), 870 (w), 842 (w), 819 (w), 796 (w), 766 (s), 751 (s), 679 (m),
639 (s), 605 (m), 543 (w), 527 (w), 501 (w), 471 (m).
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HRMS (ESI*) calcd for CoH,ClLN,* [M+H*] 212.9981, found 212.9979.
Melting point: 106.3 °C.

Synthesis of verubulin-CH,-Cl 134

2
cl 1 /O 3
_O 4
N)K) \©\ HCI, Isopropanol 2 2 N~ 6
+
I ~ oF o
25°C, 16 h
CI\)\N H 0 N7 8
86%
H o] N
132 133 e N 7 9
134

4-chloro-2-(chloromethyl)quinazoline 132 (1  equiv., 300 mg, 139 mmol) and
4-methoxy-N-methylaniline 133 (1.1 equiv., 210.5 mg, 1.53 mmol) were dissolved in isopropanol
(5 mL). Concentrated HCI (12 M in water, 90 uL) was added and the mixture was stirred 16 h at 25 °C
resulting of a yellow precipitate. The precipitate was filtered and washed with cold isopropanol. The
pure product was dried under reduced pressure and afforded 134 with 86% yield (373 mg, 1.19 mmol)
as a yellow solid.

TLC: Rf (EtOAc 2:8 cyclohexane) = 0.34.

H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): & 8.25 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H7), 7.52 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H9), 7.02
(d,J=8.2 Hz, 2H, H2), 6.97 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H8), 6.84 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H3), 6.56 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H6),
4.84 (s, 2H, H5), 3.68 (s, 3H, H1), 3.62 (s, 3H, H4).

13C NMR (100 MHz, CDCl3, § ppm): 161.1, 160.4, 157.4, 140.8, 136.9, 135.5, 127.8, 127.4, 126.8, 121.5,
116.3,112.6, 55.9, 45.0, 41.8.

HRMS (ESI*) calcd for C7H17CIN3O* [M+H*] 314.1055, found 314.1061.

Synthesis of verubulin-CH,-OH 135

0 1.0 3
NaOH 4
N~ 1,4-dioxane 2 Nl
NES 80 °C, 4 days NES 8
39%
Cl NS HO >
134 135

Verubulin-CH,-Cl 134 (1 equiv., 150 mg, mmol) was dissolved in 1,4-dioxane (7 mL). NaOH (2 M,

2.2 mL) was added and the mixture was stirred 4 days at 80 °C. The cooled crude product was diluted
with EtOAc (50 mL), washed once with water (50 mL), dried over Na,SO4 and solvent was removed
under reduced pressure. The crude product was purified by chromatographic column (eluent, EtOAc
1:1 cyclohexane) and afforded 135 with 39% yield (55.1 mg, 0.19 mmol) as a yellow solid.

TLC: Rf (EtOAc 4:6 cyclohexane) = 0.30.
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1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 7.77 (dt, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H, H7), 7.56 (dt, J = 8.3, 4.1 Hz, 1H, H6),
7.17 - 7.08 (m, 2H, H2), 7.05 — 6.97 (m, 2H, H3), 6.96 — 6.89 (m, 2H, H8), 4.79 (s, 2H, H5), 3.84 (s, 3H,
H1),3.59 (s, 3H, H4).

3C NMR (100 MHz, , CDCl;,  ppm): 163.3,161.7,158.5,151.2, 141.0,132.3, 127.7,127.5, 126.6, 124.6,
115.6, 115.5, 64.5, 55.7, 43.0.

HRMS (ESI*) calcd for C17H1sN30,* [M+H*] 296.1394, found 296.1400.

Synthesis of 2,4-dichloroquinazoline 137

Cl
H/E\ DIPEA, POCI; N7
Reflux, 4 h
o ” 97% Cl)\\N
136 137

To a round bottom flask containing benzoyleneurea 136 (1 equiv., 200 mg, 1.23 mmol) were added
phosphoryl chloride (5 mL) and DIPEA (2 equiv., 430 uL, 2.47 mmol). The reaction was allowed to stir
at reflux for 4 h. The reaction was allowed to cooled down to room temperature and excess of
phosphoryl chloride was removed by evaporation under reduced pressure. Cold water was added to
the residue, the resulting suspension was filtered and washed with water to afford 137 as a white solid
(237 mg, 1.19 mmol, 97%). Due to the instability of this compound, it was used as-it-is with no further
purification.

Synthesis of verubulin-Cl 138

2

o
cl 0 4
-~ TEA, THF 2 N~
N/ + _ —_— 3 5
s N™ 25°C,16h NZ 7
ClI” °N H o 82% PN
NS
CI” "N 7 8
137 133 138

To a solution of 2,4-dichloroquinazoline 137 (1.1 equiv., 237 mg, 1.19 mmol) in THF (5 mL) was added
TEA (1.7 equiv., 256.5 pL, 1.84 mmol) and 4-methoxy-N-methylaniline 133 (1 equiv., 148.4 mg,
1.08 mmol). The reaction was allowed to stir 16 h at 25 °C. 20 mL of DCM was added, organic layer was
washed once with brine (aq., sat., 20 mL), dried over Na,;SOs and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by chromatographic column (eluent, EtOAc 1:9 cyclohexane)
and afforded 138 with 82% yield (72% over two steps) (264 mg, 0.88 mmol) as a pale yellow solid.

TLC: Rf (EA 1:9 cyclohexane) = 0.3.

H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): & 7.76 — 7.70 (m, 1H, H, H6), 7.55 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.5 Hz, 1H, H8),
7.18 — 7.11 (m, 2H, H2), 7.00 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.5 Hz, 1H, H5), 6.96 — 6.93 (m, 2H, H3), 6.91 (ddd,
J=8.4,1.5, 1.5 Hz, 1H, H7), 3.85 (s, 3H, H1), 3.60 (s, 3H, H4).

13C NMR (100 MHz, , CDCls, § ppm): 162.7, 158.9, 156.6, 152.9, 140.1, 132.8, 127.7, 127.6, 126.5, 125.1,
115.6, 114.9, 55.7, 43.4.
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HRMS (ESI*) calcd for C16H15CIN3O* [M+H*] 300.0898, found 300.0907.

Synthesis of verubulin-NH-Me 139

2

_O 1.0 3

N Methylamine, THF 3 N g
N7 8h, 120 °C N7 8
0,

B 67% 5 o
H 7

138 139

Verubulin-Cl 138 (1 equiv., 100 mg, 0.33 mmol) was added to a solution of methylamine in THF (2 M,
2 mL, 12 equiv., 4 mmol) and the reaction was allowed to stir 8 h at 120 °C (microwave). Solvent was
removed under reduced pressure and crude product was dissolved with 20 mL of EtOAc. Organic layer
was washed one with brine (aqg., sat., 20 mL), dried over Na,SO4 and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by chromatographic column (eluent: EtOAc 1:1 cyclohexane,
then 100% EtOAc) and afforded 139 with 67% yield (64 mg, 0.22 mmol) as a white/yellow solid.

TLC: Rf (100% EtOAc) = 0.22

H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): & 7.45 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H, H7), 7.37 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H,
H9), 7.13 — 7.08 (m, 2H, H2), 6.92 — 6.88 (m, 2H, H3), 6.86 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H, H6), 6.67
(ddd, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H, H8), 3.83 (s, 3H, H1), 3.51 (s, 3H, H4), 3.11 (d, J = 5.0 Hz, 3H, H5).

13C NMR (100 MHz, , CDCl;,  ppm): § 162.7, 159.3, 158.0, 153.3, 141.7, 132.1, 127.4, 126.9, 125.2,
120.4,115.2, 112.6, 55.6, 42.9, 28.6.

HRMS (ESI*) calcd for C17H19N4O* [M+H*] 295.1553, found 295.1561.

Synthesis of MC-O-verubulin 140

L
N~
q\/\/\)J\ p N=
NZ 25 °C, 4 days
ﬁ@ 91% /\/\/\f( oAy
Linker MC 3 Verubulin-CH,-OH 135 MC-O-verubulin 140

Verubulin-CH,-OH 135 (1 equiv., 10 mg, 0.034 mmol) and linker MC 3 (1.2 equiv., 12.6 mg, 0.041 mmol)
were dissolved in DMF (300 pL) and the mixture was allowed to stir for 4 days at 25 °C. Reaction media
was concentrated under reduced pressure. Crude product was purified by chromatographic column
(eluent EtOAc 1:1 cyclohexane) and afforded 140 with 91 % yield (15.1 mg, 0.031 mmol) as a yellow
oil.

TLC: Rf (EtOAc 1:1 cyclohexane) = 0.35.

HRMS (ESI*) calcd for Ca7H29N405* [M+H]* 489.2132, found 489.2150.
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Bioconjugaison of MC-O-verubulin 140

1) TCEP, EDTA (2% V/v)
PBS pH 6.5, 37 °C, 3 h O\)\

2) MC-O-verubulin 140 f \&/\/\/\ﬂ/ >
PBS pH 6.5,25°C,2h n
70 - 75%

UU Uu

T-MC-O-vérubuline (n~4) 141
T-MC-O-vérubuline (n~8) 142

trastuzumab 54

Bioconjugation of MC-O-verubulin 140 on partially reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 pL, 0.5 mg, 3.45 nmol) PBS pH 6.5 with EDTA
(solution of 0,5 M) 1% v/v, was added TCEP (2 equiv., 10 mM in H,O mQ, 0.69 pL, 6.9 nmol) and the
mixture was incubated at 37 °C for 3 h. Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography
using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad, Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a
solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-O-verubulin 140 (20 equiv., 20 mM in DMSO, 3.45 pL, 69 nmol) was added and the
mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-verubulin.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 141 the final solution in PBS pH 7.5 with 70% yield
(concentrations were measured by BCA assays). DoC was determined by native ESI-MS.

Bioconjugation of MC-O-verubulin 140 on totally reduced antibodies

To a solution of trastuzumab 54 (1 equiv., 5 mg/ml, 100 uL, 0.5 mg, 3.45 nmol, PBS pH 6.5 with EDTA
(solution of 0,5 M) 1% v/v, was added TCEP (20 equiv., 10 mM in H,0O mQ, 6.9 pL, 69 nmol) and the
mixture was incubated at 37 °C for 3 h.

Excess of reagent was removed by gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated with PBS pH 6.5 to give a solution of partially reduced antibody.

Directly after, MC-O-verubulin 140 (20 equiv., 20 mM in DMSO, 3.45 puL, 69 nmol) was added and the
mixture was incubated at 25 °C for 2 h under argon atmosphere. Excess of reagent was removed by
gel filtration chromatography using Bio-spin P-30 columns (Bio-Rad, Hercules, U.S.A.) pre-equilibrated
with PBS pH 7.5 to give a solution of antibody-verubulin.

Buffer was exchanged on viva spin to afforded 142 the final solution in PBS pH 7.5 with 75% yield
(concentrations were measured by BCA assays). DoC was determined by native ESI-MS.

144



Conclusion Générale

Projet 1 : Développement d’anticorps bi-conjugués porteurs d’agents ciblant PARP3 et
de molécules cytotoxiques pour le ciblage des cancers du sein triple négatif

Notre stratégie de thérapie combinatoire, entre le Me0328 49 et |'étoposide 50, a d’abord été
évaluée, mais s’est avérée inefficace sur nos cellules. L’action de I'inhibiteur 49 ne permettait pas de
générer une bonne inhibition de I'enzyme et I'action de I'étoposide 50 ne s’est pas vue améliorée en
combinaison avec le siPARP3 53. Une autre combinaison a alors été évaluée, mettant en avant le fait
que la déplétion de PARP3 par I'action du siPARP3 53 potentialisait les effets cytotoxiques de la
vincristine 22 sur nos cellules modeéles. En se basant sur ces résultats, des anticorps conjugués au
siPARP3 53 ont été synthétisés et caractérisés. Le conjugué T-siPARP3 77 a permis une déplétion de
PARP3 de 80% a 100 nM, menant a une potentialisation des effets de la vincristine 22 libre d’un
facteur 10. Ensuite, deux conjugués trastuzumab-vincristine ont été générés avec succes (I'un avec un
DAR moyen de 4, I'autre avec un DAR homogene de 8) et ont montré une excellente cytotoxicité de
0,03 nM et 0,01 nM respectivement, ce qui est 20 fois plus toxique que la vincristine 22 seule. Ce
résultat nous démontre que la vectorisation de la vincristine 22 permet d’augmenter fortement son
activité cytotoxique, grace a une meilleure internalisation. De plus, un ADC avec un DAR homogéne
apres une réduction totale a été synthétisé, montrant qu’il est possible avec la vincristine 22 de pallier
les problémes d’hétérogénéité rencontrés avec les ADCs classiques tout en obtenant une activité
cytotoxique encore meilleure. Afin d’évaluer les effets des conjugués anticorps-vincristine in vivo, un
linker tripeptidique basé sur un motif Glu-Val-Cit a été synthétisé et utilisé pour la fonctionnalisation
de la vincristine 22. De nouveaux ADCs ont été générés et sont actuellement en phase d’études sur
des modeles de souris xénogreffées.

A la suite de ces résultats prometteurs, nous avons décidé de produire un anticorps conjugué
a la fois a la vincristine 22 et au siPARP3 53. Ainsi, les méthodes de conjugaison ont été opérées de
fagon successive sur un méme anticorps, le trastuzumab 54, et nous avons pu générer ces
double-conjugués. Cependant, leur évaluation in vitro n’a pas pu permettre d’observer une réelle
potentialisation, sGrement due a une mauvaise déplétion de PARP3 par le conjugué a de faibles
concentrations et a des soucis de cinétique entre le siPARP3 53 et la vincristine 22. Afin d’améliorer la
déplétion de PARP3, il serait possible de modifier différents parametres tels que la proportion
siPARP3/vincristine par anticorps, notamment en diminuant la quantité de vincristine conjuguée.

Une autre perspective serait de remplacer le siPARP3 53 par un autre composé efficace a de
plus faibles doses et fonctionnant par un mode d’action de nature catalytique. Dans ce but, il serait
possible de générer des PROTACs (pour proteolysis-targeting chimeras) ciblant PARP3. Les PROTACs
sont des molécules bi-fonctionnalisées permettant la dégradation de protéines par le systeme
ubiquitine-protéasome. Cette stratégie pourrait nous permettre de nous affranchir de I'utilisation de
siRNA, qui nécessite de grandes concentrations (par rapport au trastuzumab-vincristine) car les
PROTACs fonctionnent de maniere catalytique, donc a de faibles concentrations.
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Projet 2 : Développement de nouveaux ADCs conjugués a la vérubuline, une nouvelle
classe de charge thérapeutique

Afin de développer une nouvelle classe de charges thérapeutiques hydrophiles, nous nous
sommes penchés sur I'étude de la vérubuline 28, un inhibiteur de la polymérisation des microtubules.
Cette molécule 28 a été synthétisée et différentes stratégies ont été mises en ceuvre afin d’y incorporer
un linker permettant sa vectorisation. |l s’avere que des analogues fonctionnalisés avec des
groupements nucléophiles sont prometteurs, car ces groupements permettent d’avoir un point
d’accroche sur la vérubuline 28 tout en conservant son activité. Deux molécules ont alors été générées
en modifiant le motif quinazoline. Le premier analogue 135, comportant un alcool primaire en position
3, a été fonctionnalisé avec un linker 3 via une liaison ester clivable ; permettant I'isolement d’un
premier dérivé conjugable 140 de la vérubuline 28. Cependant, aprés conjugaison, des soucis de
stabilité dus a la fragilité de la liaison ester ont été observés par spectrométrie de masse. Ces premiers
ADCs 141 et 142 ne sont donc pas révélés efficaces, ne permettant ni une sélectivité de cellules grace
a I'anticorps, ni une réelle augmentation de la cytotoxicité. Ainsi, le second analogue 139, comportant
une amine secondaire, a été synthétisé et permettrait, via la formation d’'une liaison amide ou
carbamate, d’obtenir des molécules plus stables. Des essais de conjugaison de ce dérivé sont en cours.
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Développement d’anticorps mono- ou bi-conjugués innovants
pour le ciblage des cancers du sein triple négatifs

Résumé

Les cancers du sein triple négatifs, un sous-type de cancer du sein présentant un déficit de trois récepteurs
communément utilisés en thérapie, représentent un important défi thérapeutique en raison de leur mauvais
pronostic di a d’importants risques de récidive, dont 40% des patients sont victimes malgré les traitements
actuels. De plus, le taux de survie des patients ne dépasse pas les 13 mois environ aprés I'apparition de
métastases. L'objectif de ce projet est de développer une stratégie induisant la mort de ces cellules
cancéreuses grace a une thérapie ciblée et combinée. Celle-ci repose sur la création d’'un nouveau
systéme thérapeutique synergique, basé sur l'utilisation d’une molécule cytotoxique et d’'un agent
inhibiteur d’'une nouvelle cible intracellulaire, impliquée dans la réparation de ’'ADN et dans la progression
mitotique, 'enzyme PARP3. La stratégie explorée dans ce projet est de générer un conjugué anticorps-
médicaments sur lequel sera conjugué un petit ARN interférant ciblant PARP3 (siPARP3), ainsi qu'une
molécule cytotoxique, la vincristine un poison mitotique. Ces deux molécules thérapeutiques seront alors
délivrées spécifiquement directement dans les cellules du cancer du sein triple négatif. Dans un premier
temps, nous nous sommes concentré sur la mono-conjugaison du siPARP3 ou de la vincristine. Puis,
dans un deuxieme temps, les méthodes de mono-conjugaison utilisées ont été appliquées de fagon
séquentielle afin de générer un anticorps bi-conjugué siPARP3-vincristine.

Mots-clés : cancer du sein triple négatif, anticorps, bioconjugaison, conjugués anticorps-médicaments,
PARP3, petit ARN interférant, vincristine, synergie.

Summary

Triple negative breast cancers, a subtype of breast cancer with a lack of three receptors commonly used
in therapy, represent a major therapeutic challenge because of a high risk of recurrence, that can affect
40% of patients despite current treatments. Moreover, the survival rate of victims does not exceed 13
months after the metastases appearance. The objective of this project is to develop a strategy to induce
cancer cells death by a targeted and combined therapy. This strategy is based on the generation of a new
synergistic system composed of a cytotoxic molecule and an agent that can deplete a new intracellular
target involved in DNA repair and mitotic progression, the enzyme PARP3. The strategy explored in this
project is to generate an antibody-drug conjugate that will be conjugate with a siRNA targeting PARP3
(siPARP3) and a cytotoxic molecule, the vincristine a mitotic poison. These two therapeutic molecules will
be specifically delivered directly into triple negative breast cancer cells. First, we focused on the mono-
conjugation of siPARP3 or vincristine. Then, the mono-conjugation methods were applied sequentially in
order to generate a bi-conjugated siPARP3-vincristine antibody.

Keywords: triple negative breast cancer, antibody, bioconjugation, antibody-drug conjugates, PARP3,
SiRNA, vincristine, synergy.




