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Conception de conjugués peptidiques mimant I’activité des anticorps

monoclonaux

La chimiothérapie a été pendant longtemps la principale alternative pour le traitement systémique des
cancers avancés ou métastatiques. Néanmoins, certains des composés utilisés provoquent de graves
effets secondaires en raison de leur toxicité pour les cellules normales. Les bénéfices des médicaments
sont aussi souvent limités en raison de la résistance intrinseque ou acquise des cellules tumorales.
L'efficacité du traitement peut étre augmentée en augmentant les doses, mais cette option aggrave le
probléme de toxicité et est donc rarement considérée. Dans ce contexte, des thérapies ciblées a base
d’anticorps ont été proposées a la fin des années 90. Les anticorps monoclonaux tels que le rituximab
(RTX) et I'Herceptin ont été utilisés avec succes pour le lymphome non-Hodgkin et les tumeurs
mammaires respectivement. Cependant, leur utilisation reste controversée : I'administration répétée
de mAbs peut déclencher une réponse immunitaire qui peut mener a la production d’anticorps
neutralisants, une anaphylaxie aigué ou une maladie sérique.! Les autres limitations sont des difficultés
de production des mAbs liées a I'utilisation de systemes vivants, ce qui implique un colt élevé
production ainsi que des problémes de variation entre lots et de contaminations.? Il est donc important
de mettre en place des stratégies complémentaires pour les patients qui ne répondent pas ou qui
échappent au traitement, en utilisant une approche entierement synthétique qui exploitera
finalement les anticorps de I’h6te et les réponses immunitaires subséquentes. A ce jour, seuls quelques
substituts de mAbs ont été décrits, principalement des cyclopeptides. Malheureusement, ces
molécules souffrent de faibles affinités ou d’activités biologiques limitées. La plupart du temps, les
mauvais résultats sont dus a une incompréhension structurelle de la cible (antigeéne) au niveau
cellulaire.3® Trés récemment, notre groupe a congu des surfaces fonctionnalisées par I’antigéne CD20,
qgui ont montré par la technique de résonance plasmonique de surface (SPR), qu’un espacement inter-
CD20 de prés de 2 nm confére les meilleures conditions pour la liaison au RTX © en accord avec des
études concomitantes de microscopies électroniques.”® Cette distribution a I’échelle nanométrique
représente un point clé pour la conception de mimes du RTX. Dans ce contexte, nous proposons de
concevoir des composés macromoléculaires englobant un domaine ciblant le CD20 constitué de petits
cyclopeptides issus de la séquence du RTX et un domaine effecteur capable d’initier la réponse
immunitaire innée a des fins thérapeutiques (Figure 1).
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Figure 1. Conception de mimes de mAb

Récemment, pour étudier l'interaction entre le RTX et I'antigéne CD20 par SPR, nous avons développé
des surfaces antigéniques en greffant un fragment de I'antigéne CD20 sur des surfaces SAM (Self-
assembled monolayer).6 Nous avons montré la spécificité de ces surfaces pour le RTX avec des affinités
nanomolaires comparables a celles déterminées sur des lignées de lymphocyte B, cellules exprimant
I'antigéne CD20. En utilisant la technique complémentaires SPOT, exploitée pour cartographier les
épitopes antigéniques,® nous avons identifié les fragments peptidiques du RTX impliqués dans la
reconnaissance du CD20, notamment via le criblage de cyclohexapeptides cyclisés par un pont
disulfure.l®Ces fragments appartiennent aux domaines CDR (complementarity-determining region) du
RTX : les boucles H1, H3, L1 et L3, qui forment une large poche au sein du mAb (Figure 2). Ces résultats
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fournissent de nouvelles informations qui permettent d’ouvrir la voie a la découverte de mimes du
RTX au moyen des résidus d’acides aminés impliqués dans la liaison.
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Figure 2. Sélection des peptides

Dans ce contexte, nous proposons de préparer par synthése peptidique sur support solide (SPPS) et en
solution, de petits cyclopeptides issus des CDRs du RTX (Figure 2). L'avantage des cyclopeptides est
une réduction de I'espace conformationnel du composé, générant souvent une meilleure activité
biologique ainsi qu’une meilleure stabilité.!! Les peptides seront sélectionnés par SPR sur des surfaces
fonctionnalisées par le CD20 développées dans notre laboratoire.® Les peptides ayant la meilleure
affinité, marqués par un fluorophore, seront alors testés par cytométrie en flux sur des cellules
disponibles dans le commerce exprimant le CD20 (cellules Raji) et contrblés sur des cellules
n’exprimant pas le CD20 (cellules Jurkat) (Figure 2). Cette étape nous permettra d’éliminer des
composés dépourvus de sélectivité notable.

Dans un deuxieme temps, les cyclopeptides sélectionnés seront assemblés par ligations
chimiosélectives (ligations oxime, CuAAC...) ¥ sur des chassis moléculaires « RAFT » développés au
DCM pour obtenir des composés multivalents (Figure 1). Les composés RAFTs ont largement été
utilisés au sein de notre laboratoire pour leurs propriétés intrinseques leur permettant de greffer des
agents de ciblage, et des agents de détection et/ou cytotoxique dans des domaines bien distincts,
conférant aux composés les activités biologiques désirées.’>* Des expériences seront menées pour
évaluer I'influence de I'architecture moléculaire des conjugués peptidiques, en particulier I'effet de la
multivalence mais également si besoin, |'effet de la longueur et de la nature des bras d’espacement
entre les cyclopeptides d’intérét et I'’échafaudage moléculaire RAFT. Pour ce faire, les parameétres
cinétiques (Kon, Koft, Kp) seront alors évalués par SPR et comparées au RTX, le mAb de référence, sur les
surfaces fonctionnalisées par le CD20. Toutes ces études viseront a optimiser les composés pour les
expériences biologiques.

L’addition d’un fluorophore aux composés permettra I’évaluation des composés in vitro, sur plusieurs
lignées cellulaires exprimant ou non CD20, et également via 'utilisation de lymphocytes B primaires
isolés du sang humain et fournis par I'EFS (Etablissement Frangais du Sang, La Tronche). L'interaction
des cellules avec les composés fluorescents sera étudiée par cytométrie en flux. Des études
complémentaires de microscopie confocale nous permettront de visualiser la localisation des
composés au niveau cellulaire. Le RTX en interaction avec I'antigéne CD20 n’est pas internalisé au sein
des cellules, ce qui est essentiel pour obtenir une réponse immunitaire. Dans ce contexte, nous
vérifierons la non-internalisation de nos composés.

Pour le(s) composé(s) le(s) plus sélectif(s), nous conjuguerons un glycodendrimere de rhamnose qui
est capable d’initier une réponse immunitaire innée telle que nous I'avons montré trés récemment.’>
16 Nous utiliserons une méthode de synthése convergente pour conjuguer les deux domaines de
reconnaissance (cyclpeptides d’intérét) et effecteur (dendrimere de rhamnose) basée sur la chimie
CuAAC.

Enfin, la derniere étape du projet consistera a évaluer la capacité des composés mimes du RTX a
déclencher a la fois les réponses ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) et CDC
(complement-dependent cytotoxicity) via le recrutement d’anticorps endogéne anti-rhamnose. La
réponse CDC sera évaluée a l'aide de cellules B purifiées incubées avec les composés mimes et du
sérum humain contenant de I'anticorps anti-rhamnose, décomplémenté ou non. Pour I'étude ADCC,



@ CBH Graduate School
N,

Y Université Grenoble Alpes

des cellules NK (Natural killer) purifiées et des monocytes seront ajoutés. Sur les bases des résultats
obtenus, les perspectives de pré maturation du projet seront d’aller sur des modeles animaux a |'aide
d’un modele de souris transgénique CD20 humain pour vérifier la capacité des composés a dépléter
les lymphocytes B in vivo.

Contact : didier.boturyn@univ-grenoble-alpes.fr
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