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Abréviations

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PD-1 : Programmed cell death protein 1

PD-L1/2 : Programmed cell death protein ligand 1/2
ADN : Acide Désoxyribonucléique

UV : Ultra-violet

V600E : Mutation du triplet de nucléotide codant pour la valine 600 par un triplet codant pour un acide
glutamique.

GnRh : Gonadotropin Releasing Hormone

SMKI : Small molecule kinase inhibitors, petites molecules inhibitrices de kinases
ARN : Acide Ribonucléique

LT CD8'/CD4": Lymphocyte T CD8*/CD4"

NKT : Natural killer T lymphocyte

CMH I : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe |
CMH 1l : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe Il
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigénes

TCR : T-cell receptor ou Récepteur des lymphocytes T

Ig X : Immunoglobuline d’isotype X

CDCC : Complement-dependent cellular cytotoxicity
'ADCC : Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
CDC : Complement-dependent cytotoxicity

CTAL-4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4
CD80-86 : cluster de differenciation 80-86

ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
SHP-1/2 : Scr homology region 2 domain-containing phosphatase-1/2
ITSM : Immunoreceptor tyrosine-based switch motif

INF | et II: Interférons de type | et Il

TNF-a : tumor necrosis factor a

VEGF : Vascular growth factor

IL-4 : Interleukine 4

Val : Valine

lle : Isoleucine

Leu : Leucine
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Ala : Alanine

Tyr : Tyrosine

Met : Méthionine

GIn : Glutamine

Asp : Acide aspartique

Arg : Arginine

PPlls : protein-protein interaction inhibitors ou inhibiteurs d’interaction protéine-protéine
N': Extréminté N terminale d’un peptide ou d’une protéine

IrAEs : Immun related adverse effects
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1166. Les ICsy ont été obtenues a l'aide d’un test d’affinité mesuré par fluorescence avec la technique
d’ HTRF (homogenous time-resolved fluorescence).Image adaptée de Yang et Hu*, et obtenue a
l'aide du logiciel Biovia AraW®. ...............coo ettt e e 50

Figure 21. A] Interaction des composés BMS-200 et BMS-202 au sein du dimer PD-L1,/PD-L1g formé.
B] Modification de conformation de la tyrosine 56 (encadré en rouge) de PD-L1, induite par le
composé BMS-200. C] Liaison du composé BMS-202 au sien du dimer de PD-L1. D] Liaison du
composé BMS-200 au sein du dimer de PD-L1. Image adapté de Guzik et al.®. .............coccvcvvvvcnn.... 51
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Figure 22. Sites d'interactions disponibles pour l'accueil de petites molécules inhibitrices de la
FECONNAISSANCE PD=1/PD-LA%. ...ttt ee ettt es s e en v es s 52
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I] Introduction : le cancer, une préoccupation toujours actuelle

« Malgré les avancées de la recherche, la France (...) comptent toujours,
chaque année, de nouveaux cas de cancer. La mobilisation reste plus que jamais

d’actualité. » D’apres un article de la ligue contre le cancer (2019).

D’aprés les chiffres de I'organisation mondiale de la santé (OMS), le cancer
est responsable de 8,8 millions de décés en 2015. Prés d’'un décés sur six est dU
directement ou indirectement au cancer’. Le cancer se manifeste la plus part du
temps au niveau du poumon, du foie, du colon/rectum, de I'estomac ou encore du
sein. Bien qu’ayant fait de nombreuses découvertes depuis la compréhension plus
fine des mécanismes physiopathologiques du cancer, cette pathologie liée au vieillis-
sement, au mode de vie et a I'exposition au monde extérieure reste préoccupante.
Dans cette thése, l'objectif sera de décrire brievement le processus par lequel
'organisme autorise la prolifération du cancer. Les avancées effectuées en re-
cherche ont permis de démontrer une interaction forte entre cancer et immunité. Plus
récemment, la mise au point et l'utilisation des anticorps monoclonaux ciblant les
points de controle de 'immunité, notamment PD-1 et ses ligands (PD-L1 et PD-L2),
en clinique ont constitué une révolution dans le traitement du cancer. Ces traitements
montrent aujourd’hui quelques limites. Celles-ci peuvent étre résolues par le retour
aux petites molécules de synthese organique. Les premiers inhibiteurs puissants du
systeme PD-1/PD-L1 ont été reportés dans la littérature et découvert grace aux don-

nées structurales obtenues via l'utilisation des anticorps monoclonaux.

A] Processus d’oncogenése : d’'une cellule mére a I'apparition d’'une tu-

meur

Le cancer se définit par une prolifération incontrolée des cellules de
I'organisme impliquant une sortie du cycle cellulaire?®. L’apparition de I'état cancer
d’'une cellule est issu d’une suite de mutation de proto-oncogénes en oncogénes ou
de la désactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Les proto-oncogenes sont
des génes naturellement présents dans le noyau des cellules. lls codent pour la syn-
thése de protéines impliquées dans le cycle cellulaire (pour la réplication de 'ADN, la
division cellulaire...). Des mutations peuvent apparaitre de maniére aléatoire formant

ainsi des oncogénes. Ces mutations peuvent étre d’origine chimique (molécules
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toxiques comme le benzéne par exemple), d’origine physique (comme les radiations
ionisantes, les UVs...), ou épigénétique/environnementale (c'est-a-dire la maniére
dont 'organisme active ou non certains génes par rapport aux autres).

Les protéines mutées issues de I'expression de ces génes ont alors une fonc-
tion perturbée. Il est possible de prendre la kinase Raf, mutée dans le mélanome
pour exemple. Cette kinase est responsable de la phosphorylation d’'une autre kinase
MEK, toutes deux impliquées dans l'entrée en réplication des cellules humaines.
Dans le cadre du mélanome, un cancer de la peau, une mutation se produit chez
certains patients en position 600 de la protéine. Une valine est alors remplacée par
un acide glutamique (V600E)*. Ce remplacement d’acides aminés dans la séquence
de la protéine provoque un changement de conformation qui prend la protéine consti-
tutivement active et engendre une prolifération incontrélée des mélanocytes au ni-

veau de I'épiderme*®.
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Figure 1. Hypothese admise quant au processus d'oncogénése3.

Plusieurs décennies de recherche sur le processus d’oncogénése ont conduit

a valider le caractére multi-étape de celui-ci. Le processus d’apparition du cancer

repose sur quatre/cing étapes définies' .



e (1) Des altérations d’ordre épigénétique, environnementale, des altérations de
chromosomes, ou encore I'apparition de mutations (activation d’'oncogénes ou
inactivation de génes suppresseurs de tumeurs) constituent la premiere étape
de transformation des cellules saines en progéniteurs tumoraux [Figure 1a-b].

e (2) Les progéniteurs tumoraux vont ensuite se multiplier et accumuler d’autres
mutations dans divers endroit du génome pour conduire a I'apparition de cel-
lules transformées [Figure 1b-c].

e (3) La production de cytokines va entrainer une modification d’expression des
profils de génes, au sein des cellules transformées. Certaines d’entre-elles
vont alors passer a un état de transition en cellules mésenchymateuses. Les
cellules mésenchymateuses sont des cellules ayant récupérées des capacités
de prolifération proche de celles des cellules souches multipotentes [Figure
1c-d].

e (4) Ces cellules vont ensuite proliférer dans le microenvironnement tumoral.
Certaines vont perdre leurs adhérences et quitter le site de la tumeur. On
parle de métastases [Figure 1d-e].

e (5) Aprés migration de ces cellules cancéreuses, via le systéeme sanguin ou
lymphatique, les métastases peuvent coloniser d’autres organes et induire des
modifications dans le comportement normal des cellules colonisées. Le cancer

va alors s’étendre jusqu’a épuiser I'organisme [Figure 1e-f].

Le processus d’oncogénese est un processus complexe constitué de plusieurs
étapes successives. Ce processus aboutit a des altérations a différents niveaux au
sein des cellules transformées : génétique, épigénétique, transcriptomique, protéo-

mique, métabolique et enfin phénotypique®*°2.

La compréhension des mécanismes
mis en jeu dans l'apparition du cancer a permis le développement de nombreuses

classes de médicaments a visée anticancéreuse.

B] Apercu de la thérapeutique actuelle concernant les petites molécules

Le traitement du cancer a connu plusieurs révolutions au cours du temps et de
'avancée des connaissances relatives a la physiopathologie du cancer. Dans le cas
de tumeurs solides ou localisées les premiers traitements consistaient en I'exérese
de la tumeur par chirurgie®. Plutét invasive, cette technique reste maintenant utilisée

en dernier recours pour des tumeurs résistantes aux traitements médicamenteux.
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Elle reste néanmoins la technique ayant le plus grand taux de réussite depuis ses
débuts dans les années 20. En effet, dans le cas de tumeurs localisées, la résection
permet d’éradiquer 100% des cellules tumorales aprés drainage lymphatique afin
d’éviter les rechutes.

Vers le début des années 40, la radiothérapie est venue en complément ou en
substitution a la chirurgie. Non sans effets indésirables, elle n'est adaptée que pour
les cancers localisés et non métastatiques comme la chirurgie®.

L’arrivée des premiéres chimiothérapies, a permis, en complément des deux
techniques précédentes, de diminuer le nombre de rechute et d’atteindre les cellules
ayant quittées I'environnement proche de la tumeur. Différentes classes de molé-
cules ont été développées a partir des années 40. Parmi elles, on trouve tout d’abord
les agents cytotoxiques capables de détruire les cellules a haut niveau de réplication.
Peu sélectives ces molécules ont laissé place a des thérapies plus spécifiques de la
tumeur concernée. De I'hormonothérapie aux anticorps monoclonaux, en passant par
la découverte des traitements ciblés (inhibiteurs de kinases mutées) et la mise en
évidence du rdle clé de 'immunité, le paysage de la thérapie anticancéreuse a beau-
coup évolué. La classification Vidal offre un panorama des différentes classes dispo-

nibles actuellement ou dans le passé'®"".

1] Les agents cytotoxiques

Les agents alkylants de 'ADN (acide désoxyribonucléique) et apparentés ont
pour fonction d’alkyler les base de 'ADN afin de déstructurer le repliement de la
double hélice au sein du noyau. On trouve comme principaux représentants : le cis-
platine (dérivé du platine), le cyclophosphamide (Endoxan®), le melphalan (Alkeran®)
(moutardes a I'azote) ou encore la carmustine (Bicnu®) (nitroso-urée).

Les poisons du fuseau mitotique permettent d’empécher la division cellulaire
au sein de cellules en anaphase. Les médicaments de cette famille sont pour la plus
part de molécules issues des plantes. On trouve la vincristine, la vinblastine et déri-
vés d’hémisynthéses découverts dans la petite pervenche de Madagascar. D’autres
molécules comme les taxanes (docetaxel (Taxotere®), paclitaxel (Abraxane®) et déri-
vés d’hémisynthéses) ont été découverts dans 'écorce d’ifs du pacifique. Ces der-
niers stabilisent les fuseaux de microtubules afin d’empécher la cellule de ramener

les chromosomes aux poles de la cellule en division.
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La réplication de 'ADN est nécessaire a la division cellulaire et donc a la proli-
fération du cancer. Les antimétabolites viennent perturber le métabolisme de réplica-
tion de 'ADN afin de bloquer le cycle des cellules en division. Cette famille d’agents
anticancéreux est composée des anti-foliques (methotrexate (Novatrex®), pémé-
trexed (Alimta®)) qui bloque principalement la réduction de I'acide folique, nécessaire
a la formation des bases de 'ADN. La seconde sous-classe renferme les antipu-
riques comme la mercaptopurine, et les antipyrimidiques comme I'azathioprine (Imu-
rel®) responsable principalement de I'insertion de thionucléotides au sein de 'ADN et
de 'ARN (acide ribonucléique). Enfin la troisieme sous-classe comporte les inhibi-
teurs du protéazome comme le bortezomib (Velcade®) ou encore la carfilzomib (Ky-
prolis®). Ces molécules sont des inhibiteurs covalents du protéasome qui empéche la
cellule cancéreuse de dégrader les protéines mal conformées ou oxydées.
L’accumulation d’agrégats de protéines conduira a la mort de la cellule. Des cou-
pures de 'ADN peuvent apparaitre plus fréequemment dans les cellules cancéreuses
suite a des divisions répétées et trop rapides®. En conditions physiologiques les topo-
isomérases sont des enzymes capables de cliver les brins d’ADN afin de permettre
une réparation et une diminution des contraintes de torsion de la double hélice
d’ADN. Des inhibiteurs de topo-isomérase ont donc été développés comme agents
anticancéreux. Les dérivés de la camptotécine (irinotecan (Campto®) ou topotécan
(Hycamtin®)) inhibent la topo-isomérase de type | alors que les anthracyclines (dau-
norubucine (Cerubudine®), doxorubicines (Adriblastine®)...), ou les dérivés de la po-

dophyllotoxine (étoposide) inhibent préférentiellement la topo-isomérase de type II.

2] L’hormonothérapie : un pas vers une thérapeutique ciblée du cancer

Par la suite, la découverte du caractere hormonodépendant de certains can-
cers a permis de développer des molécules antagonistes de la prolifération des cel-
lules cancéreuses®. Ces traitements ont été bénéfiques notamment dans le traite-
ment du cancer du sein, de la prostate ou encore de pathologies frontiere comme le
fibrome utérin'?.

Les antagonistes de la GnRh (Gonadotropin Releasing Hormone) comme le
dégarelix (Firmagon®) ont pour role de bloquer le signal hormonal, au niveau hypo-
physaire, responsable de la multiplication incontrélée des cellules cancéreuses. Au
niveau local les anti-androgénes comme I'abirantérone (Zitiga®) permettent égale-

ment de contenir la population de cellules cancéreuses. De maniére similaire des
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anti-oestrogénes ont été développés comme le tamoxiféne (Nolvadex®) ou le fulves-
trant (Faslodex®) par exemple, pour avoir la méme action mais en bloquant les ré-
cepteurs aux cestrogénes. D’autres molécules ont pour réle de neutraliser la produc-
tion d’hormones comme le létrozole (Femara®) (inhibiteur d’aromatase bloquant la

formation des cestrogénes).

3] L’étude du phénotype de la tumeur : les thérapies ciblées

Vers la fin des années 90 et début des années 2000, les nouvelles connais-
sances sur différents types de cancers ont montré une variabilité importante quant
aux protéines impliquées dans la prolifération du cancer®''. L’analyse des voies
métaboliques et des cascades de kinases a permis I'arrivée sur le marché en 2001
de I'imatinib (Glivec®) comme inhibiteur spécifique de la kinase Bcr-Abl dans le trai-

tement de la leucémie myéloide chronique & chromosome Philadelphie'®

[Figure
2]. D’autres thérapies ciblées vers la protéine BRaf V600E ont vu le jour comme dis-

cuté précédemment, avec la mise sur le marché du vémurafénib (Zelboraf®)*°.
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Figure 2. Historique de découverte et de mise sur le marché des inhibiteurs de kinases spécifiques comme
thérapies ciblés du cancer. (a) Nombre d'approbation d'inhibiteurs de kinases depuis 1950. (b) Inhibiteurs de
kinases classés par date de mise sur le marché et par type de kinase inhibée. (c) Proportion des inhibiteurs de
kinases découvert en fonction des laboratoires pharmaceutiques. SMKI = small molecule kinase inhibitors ou
petites molécules inhibitrices de kinases'.

De la méme maniere les études effectuées sur l'interaction entre cancer et

immunité ont permis de mettre en lumiére un réle majeur du systéme immunitaire®.
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En effet, celui-ci est en charge de maintenir 'lhoméostasie immunitaire vis-a-vis de
menaces extérieures ou intérieures. Ainsi ['utilisation d’anticorps monoclonaux
comme le rituximab (Rituxan®) ciblant spécifiquement les cellules au niveau de la
protéine CD20 s’est inscrit dans les thérapeutiques comme nouvelle arme contre le
cancer et a ouvert la porte au développement d’autres biothérapies. L’influence et le
réle du systéme immunitaire dans le cycle du cancer a bénéficié de nouvelles avan-
cées et nous permet aujourd’hui d’envisager de nouveaux modes d’actions pour les
meédicaments de demain. Les anticorps monoclonaux ciblant les points de contrdle
de I'immunité ont constitué une révolution dans le traitement des cancers surexpri-
mant ces types de protéines. Les points de contréle de I'immunité sont un pilier de

I'interaction immunité-cancer.

[I] Interaction immunité versus cancer : les points de contrble de

'immunité

Du fait de leur cohabitation dans I'environnement, les étres vivants sont
exposés en permanence a des agents du soi (ensemble des cellules et antigénes de
notre corps) ainsi qu’a des agents du non-soi ('ensemble des antigénes issus de
bactéries, virus, parasites ou encore de cellules transformées) capables de les
infecter et de compromettre leur survie'®. Les mammiféres ont donc di développer,
au fil de l'évolution, un systéeme de surveillance ingénieux capable de garantir
’homéostasie immunologique du corps: le Systéme Immunitaire. Cet équilibre
immunologique est permis grace a la coopération étroite des cellules de I'immunité
innée (Monocytes, Macrophages, polynucléaires...) et celle de 'immunité adaptatives
(Lymphocytes B, T et NKT)"".

Dans des conditions physiologiques, le systéme immunitaire est alors en me-
sure de détecter et d’éliminer les cellules transformées ainsi que les agresseurs mi-
crobiologiques potentiels tout en épargnant les cellules saines de notre corps. La
présentation ou reconnaissance antigénique est un principe fondamental de
limmunité. Au sein du corps humain, un grand nombre de cellules sont capables de
capter des peptides antigéniques et de les associer a des protéines de présentation,
au niveau de la surface cellulaire®'®. Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité ou
CMH rempli cette fonction par I'intermédiaire de deux sous types : le CMH de classe
| (CMH 1) et de classe Il (CMH II).
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A] Réponse anti-tumorale physiologique

L’ensemble des mutations acquises lors du processus d’oncogenése, au sein
de la cellule tumorale est responsable d’'une modification de son métabolisme et
donc de modifications dans le peptidome de surface. Ces modifications rendent les
cellules cancéreuses plus immunogénes et donc plus visibles par le systeme immuni-
taire. Les cellules immunitaires de I'héte sont capables de capter et d’internaliser des
antigénes tumoraux et de les présenter associées aux molécules du CMH Il. Les cel-
lules présentatrices d’antigénes ou CPA (Cellules dendritiques, Macrophages, Lym-
phocyte B périphériques activés...) naives vont alors migrer dans les ganglions lym-
phatiques et autres organes lymphoides (thymus, rate) afin d’initier un processus de
coopération cellulaire®®. Durant cette migration les protéines du CMH ainsi que les
protéines de co-stimulation (CD80 par exemple) vont étre surexprimées. A ce niveau,
les CPAs vont faire interagir leur complexe CMH-antigéne avec le TCR (T-cell recep-
tor) des Lymphocytes T'®. La sélection du clone de LT spécifique de I'antigéne pré-
senté, conduira a I'activation de celui-ci. Une fois activés, les LT spécifiques de la
tumeur vont rejoindre le foyer tumoral afin de détruire les cellules les plus immuno-
génes par le biais de leurs capacités cytotoxiques (interaction FAS/FAS-Ligand,
Granzyme-Perforine...)". La destruction des premiéres cellules de la tumeur va con-
duire a la libération de nouveaux antigénes tumoraux. Captés par les CPAs, ceux-ci
vont permettre d’alimenter et d’entretenir I'activation et 'expansion de la réponse

immunitaire adaptative et spécifique de la tumeur [Figure 3]>°.
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Figure 3. Etablissement, propagation et expansion de la réponse immunitaire anti tumorale. (1) Les antigenes les
plus immunogenes de la tumeur sont captés et présentés sur le CMH des cellules présentatrices d’antigenes
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CPA. (2) Apres migration dans les organes lymphoides (ganglions lymphatiques, thymus, rate...), (3) les CPAs
vont étre responsables de ['activation du clone de Lymphocyte T (LT) spécifique de la tumeur. (4-5) Apres
migration vers le foyer tumorale les LT, notamment CD8', (6) vont activer leurs capacités cytotoxiques
(interaction FAS/ FAS-Lg, Granzyme-Perforine) et détruire les cellules tumorales apres reconnaissance de leur
antigéne spécifique, présenté sur le CMH de classe Il. Certains Lymphocytes B (LB) seront a lorigine de la
sécrétion d’anticorps tumeur-spécifique (apres différenciation en plasmocyte). Ceux-ci permettront I'activation du
complément afin d’accroitre le phénomene de lyse tumorale. Les antigénes issus de la lyse de ces cellules vont
permettre 'amplification de ce cyc/e6.

En paralléle de I'activation des LT CD8" ou cytotoxiques, les CPAs vont sélec-
tionner une population de lymphocytes T CD4" ou auxiliaires orientant le profil de la
réponse immunitaire. La sécrétion d’'un panel de cytokines et de chimiokines, par ces
mémes cellules, sera responsable de la création d’'une mémoire immunitaire et de la
multiplication des cellules activées®. Cette mémoire sera alors en mesure de ré-
pondre plus rapidement et plus fortement lors d’un contact ultérieur avec I'antigéne
tumoral. Des lymphocytes B seront également activés. Certains choisiront une voie
de différenciation en cellules mémoires, d’autre évolueront en plasmocytes. Les

plasmocytes sont les cellules compétentes pour la synthése d’anticorps.
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Figure 4. A] Structure d'un anticorps (immunoglobuline d'isotype G (IgG)). Les IgG sont constituées de deux
chaines protéiques présentant en C terminal une partie constante, conservé entre tous les anticorps et une partie
variable responsable de la spécificité de reconnaissance de I'antigéne en N terminale. B] Cytotoxicité cellulaire
médiée par les anticorps (ADCC). Et cytotoxicité cellulaire médiée par l'activation du complément grace aux
anticorps (CDC)’Q’ZO.

Il existe différents type d’anticorps produit par les plasmocytes : les IgG, les
IgA (dimérique), les IgD, les IgM (pentamérique), et les IgE (présent a la surface des
mastocytes fixés au récepteurs FceRl et 11)'°. Les anticorps de types IgG constituent
la majeure partie des immunoglobulines produites dans I'organisme. lls sont issus de
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'assemblage de deux chaines protéiques : une chaine légére et une chaine lourde
reliées par quatre ponts disulfures [Figure 4]. De I'extrémité C terminale (C') vers le
N terminale (N) on trouve les domaines CH3-CH2-CH1-VH (pour la chaine lourde
« heavy chain») et CL-VL (pour la chaine légére « light chain »). Les régions cons-
tantes (CH et CL) sont conservées entre toutes les IgG, alors que la région variable
(VH et VL) donne la spécificité de reconnaissance épitope-paratope. L’'interaction
anticorps-antigéne est l'une des interactions possédant naturellement le plus
d’affinité.
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Figure 5. Différentes isoformes d'immunoglobulines ainsi que leur structure quaternaire .

En parallele de l'action de neutralisation, les anticorps participent a
I'élimination des cibles reconnues. lls assistent les phénoménes de cytotoxicités me-
diés par les lymphocytes T, cellules NK ou les autres phagocytes. Le fragment Fc en
partie C' peut étre reconnu par les récepteurs FcyR a la surface des cellules immuni-
taires. Apres reconnaissance a la fois de I'antigéne spécifique et du FcyR, la proximi-
té entre cellule immunitaire et cellule tumorale va aboutir a la destruction de la cible
par le mécanisme de 'ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [Figure
4]. Les anticorps jouent enfin un dernier réle dans la clairance des cellules tumorales.
De maniére indépendante des cellules immunitaires, deux IgG adjacentes fixés sur
leurs antigénes tumoraux vont pouvoir activer la voie du complément ou CDC (Com-
plement-dependent cytotoxicity). Le complément est une série de protéases solubles
dont le role est de créer des pores dans la membrane des cellules a détruire. Durant
I'activation du complément la C3 convertase (complexe du C2a et C4b) libére la pro-
téine C3b. Celle-ci va pouvoir s’insérer dans la membrane de la cellule tumorale et

étre reconnu par le récepteur C3bR a la surface des macrophages. A I'issu de cette
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reconnaissance les macrophages pourront également participer a la réponse antitu-

morale par CDCC (Complement-dependent cellular cytotoxicity)°.

Les cellules cancéreuses sont des cellules a haut niveau métabolique présentant
un taux de mutation élevé. Ainsi de multiples antigénes vont étre créés et libérés
perpétuant la réponse anti-tumorale jusqu’a sélection des cellules les moins immu-
nogénes®.

B] Tolérance et échappement tumorale®”**'

En oncologie, la reconnaissance de peptides antigéniques spécifiques de la
cellule cancéreuse est a l'origine de la destruction du foyer tumoral au sein d’'un or-
ganisme non malade®. En cas de modification de I'immunopeptidome de surface, ou
de surexpression de protéines inhibitrices de la réponse immunitaire, une non-
reconnaissance de cellules transformées, infectées ou cancéreuses peut perturber
’homéostasie vis-a-vis du cancer. Le cycle immunitaire du cancer est constitué de

trois étapes majeures :

e L’élimination des cellules tumorales par le systéme immunitaire grace a la clai-
rance des cellules tumorales aprés reconnaissance des peptides présentés sur le
CMH I (pCMH |) par le TCR (T-cell receptor) des LT.

e Une phase d’équilibre ou cohabitent des cellules cancéreuses non détruites mais
dont la prolifération est contrélée par 'immunité. Ainsi lors des phases d'élimina-
tion et d'équilibre, les cellules immunitaires parviennent a détruire et contrdler la
progression de la tumeur. Cependant, certaines cellules ont acquis des mutations
leur conférant une immunogénicité amoindrie. Il se produit alors un phénoméne
de sélection des cellules les moins immunogenes.

e Et enfin I'étape d’échappement ou tolérance immunologique. Suite a la sélection
immunitaire, certaines cellules tumorales ont développé des mécanismes permet-
tant d’inhiber la réponse immunitaire. Certaines d’entre-elles sont par exemple
capables, de reproduire le phénomene d'anergie ou d'induire I'apoptose des cel-
lules immunitaires. Ce processus est souvent di a I'expression en surface des
cellules cancéreuses, de signaux inhibiteurs de I'immunité (PD1-PD1L et CTLA4-
CD80/86). Ainsi, la balance entre signaux inhibiteurs et activateurs de la réponse

immunitaire penche fortement en faveur de l'inhibition des cellules immunitaires et
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donc de la prolifération des cellules tumorales. D’autres cellules quant a elles, ex-
posent un immunopeptidome modifié ne présentant pas de peptides caractéris-
tiques de cellules transformées. Elles ne peuvent donc pas étre reconnues par les

LT et échappent au contréle immunitaire.

Trafficking
of Tcellsto
peripheral
tissues

Co-stimulating
ligand

or PDL2

Ant'\gen—expérienced Tcell

= | Priming
of T cells

Figure 6. Activation d’'un lymphocyte T CD8+ par une cellule présentatrice d’antigene (a gauche). L’antigéne
présenté par la cellule dendritique (en vert) sur son complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH 1l) est
reconnu par le TCR (T cell receptor) du lymphocyte T CD8+. Cette reconnaissance constitue le premier signal
d’activation de la synapse immunologique. Le second signal activateur de la réponse immunologique repose sur
l'interaction entre les protéines de co-stimulation (CD20/CD80-86 par exemple). Aprés migration vers le site
tumorale (a droite), le microenvironnement inflammatoire de la tumeur va promouvoir le recrutement des ligands
de la protéine « programmed cell death 1) 1 et 2 (PDL1/2). Cette reconnaissance provoque ainsi une inhibition de
la réponse immunitaire conduisant a 'échappement tumoral 2

La tolérance immunitaire naturelle ou induite en reconnaissance des antigénes du
soi ou du non-soi est essentielle au maintien d'une réponse immunitaire physiolo-
gique. Cela permet de répondre efficacement aux antigénes non-soi tout en évitant
les phénoménes d'auto-immunité. L'apprentissage de cette tolérance immunitaire
intervient au stade primaire de développement des lymphocytes dans le thymus
(pour les lymphocytes T) est dans la moelle osseuse (pour les lymphocytes B) c'est
ce que I'on appelle la tolérance centrale?*?*. L'ensemble des lymphocytes de la
moelle osseuse ou du thymus sont mis en contact avec des antigénes du soi. Ceux
présentant une trop grande affinité (auto-réactivité) seront alors éliminés. De cette
maniére, I'organisme est en mesure de ne libérer dans la circulation que les lympho-
cytes qui ne seront pas auto-réactifs. Ce systéme n'étant pas parfait, il arrive que
certaines cellules auto-réactives sortent de la moelle osseuse ou du thymus, et se
voient impliquées dans des phénoménes auto-inflammatoires. Pour pallier a cela, le
systéme immunitaire est doté de lymphocytes T régulateur, capables d'induire des

phénomeénes d'apoptose ou d'anergie.

C] Découverte des points de contréle de I'immunité
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Cest au 19°™ siécle que William Coley testa I'hypothése d’'une interaction
entre cancer et immunité. Coley montra que l'utilisation d’une toxine bactérienne
connue sous le nom de toxine de Coley a I'époque pouvait induire une rémission
spontanée et de longue durée, chez des patients atteints de sarcomes inopérables®.
Suite a ces expériences, le réle de la réponse immunitaire fut mis en lumiére dans la
destruction des cellules tumorales. Le mécanisme inflammatoire induit par I'injection
de cette toxine, inconnu a I'époque, a conduit pendant les années suivantes a la
mise a I'écart de cette approche innovante utilisant le systéme immunitaire pour éra-
diquer les tumeurs. Ainsi d’autres traitements de chimiothérapies conventionnels ont
vu le jour (Alkylants de 'ADN, poison du fuseau, intercalant de I’ADN, inhibiteur du
protéasome...) accompagnés par la suite de la radiothérapie et de la chirurgie’.
Aprés plusieurs décennies de recherche, 'accumulation de nouvelles connaissances
sur la physiopathologie du cancer et sur le fonctionnement du systéme immunitaire

ont remis au go(t du jour les travaux de Coley [Figure 7].

2010: Survival advaniage reported in patients
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* Pembrolizumab: NSCLC

2017:
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Figure 7. Historique de découverte des premiers anticorps monoclonaux ciblant les points de contrble de

l'immunité jusqu'en 2012°.

Avant l'arrivée des premieres thérapies, ciblant les points de contréle de I'im-

munité, coeur de cette thése, le traitement du fond du cancer consistait en I'injection
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d'interleukin-2 ou d'agents cytotoxiques non spécifiques utilisés dans les chimiothé-
rapies®. Le profil de toxicité de ces molécules, accompagné d'une faible amélioration
de la survie chez les patients ont poussé la recherche a développer de nouvelles the-
rapies ciblées (notamment les premiers inhibiteurs des kinases BRAF et MEK: le
vémurafénib et le tramétinib (Mekinist®) dans le traitement du mélanome). Dans I'es-
sai clinique brim 3 par exemple, plus de la moitié des patients ont montré une ré-
ponse au vémurafénib, deux d'entre eux ont montré une réponse compléte
et 104 une réponse partielle. A linverse, dans le groupe traité par chimiothérapie
conventionnelle a base de dacarbazine et de paclitaxel seulement 5% de réponse au
traitement a été constaté®.

Malheureusement le ciblage direct des protéines mutées au sein des tumeurs
montre de plus en plus, un épuisement de la réponse thérapeutique aprés 6 a 7 mois
de traitement. C'est finalement dans les débuts du 21°™ siécle que la découverte
des points de régulation de l'immunité a permis le développement de nouveaux régu-
lateurs de ces protéines.

C'est en 2011, que le premier anticorps monoclonal ciblant un des points de
contréle de I'immunité a été approuvé pour les patients atteints de mélanome. L'ipili-
mumab, premier anticorps monoclonal ciblant la protéine CTLA-4. Tres rapidement,
la mise sur le marché du nivolumab et du pembrolizumab (en 2014), tous deux ci-
blant la protéine PD-1, est venue compléter I'arsenal thérapeutique dans le traite-
ment du mélanome [Figure 7]. En comparaison aux chimiothérapies convention-
nelles, les inhibiteurs des points de contrdle de limmunité ne montrent pas seule-
ment une augmentation de la survie sans progression mais également une réponse
durable avec un effet de plateau au cours du temps. L'intérét pour les inhibiteurs des
points contrdle de I'immunité est alors désormais grandissant. Ainsi en 2013, le jour-
nal scientifique Science a dénommé l'immunothérapie du cancer comme la révolution
de I'année?®. Par la suite en 2015, de nombreux anticorps monoclonaux ont obtenu
des extensions d'indication pour le traitement de cancers hématologiques. Plus ré-
cemment sont également été mis sur le marché en 2016 I'atezolimumab et en 2017

I'avelumab et le darvalumab ciblant I'interaction PD-1/PD-L1.

Au regard de ces avancées ciblant les points de contrble de I'immunité dans le
traitement du cancer, peu de conception rationnelle de petites molécules inhibitrices,
de ces mémes protéines, ont été effectué durant les 10 a 20 derniéres années. L'im-
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portance biologique des points de régulation de I'immunité n'est plus a démontrer a
I'neure actuelle. Les limitations observées lors de traitement par les anticorps mono-
clonaux ciblant ces protéines nous conduisent a penser que le développement de
petites molécules organiques ciblant ces protéines pourrait venir compléter 'arsenal
thérapeutique déja disponible en oncologie. Par ailleurs, les avancées dans I'étude
fonctionnelle et structurale de ces protéines de contrdle de I'immunité permettent ac-
tuellement de déterminer des hotspots d'interaction pouvant étre ciblés par de petites

molécules organiques®.

[1I]PD-1/PD-L1-2: cibles thérapeutiques prometteuses

Le développement de petites molécules inhibitrices, par conception ration-
nelle, requiere une compréhension fine de la structure des protéines ciblées ainsi
que du mode d’interaction mise en jeu. Les études effectuées sur les protéines PD-
1/PD-L1.2 (programmed cell death protein 1/ programmed cell death protein ligand
1.2) et CTAL-4/CD80-86 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4/ cluster de
differenciation 80-86) ont permis d’élucider les acides aminés essentiels respon-

sables de l'interaction inhibitrice du systéme immunitaire?’.

A] Réle physiologique du complexe PD-1/PD-L1.2

Depuis la fin des années 90 [Figure 7], le complexe PD-1/PD-L1 a été identifié
comme une voie majeure entrainant I'anergie et I'apoptose des cellules immunitaires.
A linverse du complexe CTLA-4/B7, affectant les lymphocytes T a leur stade pri-
maire de développement, I'expression de PD-1 intervient en périphérie au niveau du
microenvironnement tumorale. |l se produit alors une diminution de I'activation des
lymphocytes T CD8" au sein de la tumeur qui est responsable de I'inhibition de la

réponse immunitaire & médiation cellulaire par les LT CD8" pré-activés?®.
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Figure 8. Induction de I'anergie des lymphocytes T CD8" via l'interaction PD-1/PD-L1 et ciblage par des anticorps
monoclonaux. 1gC, constant immunoglobulin domain; IgV, variable immunoglobulin domain; ITIM,
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif; ITSM, immunoreceptor tyrosine-based switch motif; MHC, major
histocompatibility complex; PD-1, programmed cell death-1; PD-L, programmed cell death ligand; SHP, Scr
homology region 2 domain-containing phosphatase; TCR, T cell receptor; Treg, regulatory T/ymphocytesS.

En conditions physiologiques, l'interaction entre le pCMH [, d'une cellule can-
céreuse, et le TCR d'un LT aboutie a I'activation d’'une cascade de kinase intracellu-
laire. Une vive réponse cytotoxique avec destruction de la cellule tumorale permet
ensuite d’éliminer les cellules malades. En paralléle, I'activation des cellules immuni-
taires permet aussi d’accroitre la prolifération, la survie, la production de cytokine et
diminue l'orientation en profil T régulateur des lymphocytes T CD4". L’interaction
PD1-PD-L1 est également responsable de l'induction de la tolérance immunologique
du soi. En effet, I'activation de ce point de contréle de 'immunité permet de diminuer
'occurrence et l'intensité des réactions inflammatoires indésirables, comme celles
responsables des poussées inflammatoires en cas de maladies auto-immunes. Ainsi,
des déficits de signalisation PD-1/PD-L1 ont été mis en évidence comme respon-
sable de l'apparition de différentes maladies dysimmunitaires : glomérulonéphrite de
type lupique?®, arthrite®, cardiomyopathie auto-immune®, diabéte*’, colite inflamma-
toire®? ou encore sclérose en plaque® dans divers modéle animaux.

L’exposition en surface, par les cellules cancéreuses, des ligands de la pro-
téine PD-1 (PD-L1 ou 2) sera responsable de l'activation de phosphatases SHP-1/2
(Scr homology region 2 domain-containing phosphatase 1/2), au niveau de domaine
ITIM (immunoreceptor tyrosine - based inhibitory motif) [Figure 8]°. Ces phospha-
tases pourront venir inhiber le signal activateur de la réponse immunitaire afin de
provoquer I'anergie ou I'apoptose du lymphocyte T. Le développement de molécules

anti PD-1 ou anti PD-L1/2 est alors un moyen efficace pour briser la tolérance immu-
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nologique induite par certaines tumeurs et ainsi retrouver '’homéostasie vis-a-vis du
cancer [Figure 8%,

Le complexe PD-1/PD-L1 joue également un réle trés important dans la ré-
ponse immunitaire a divers pathogenes. Par exemple, chez les patients atteint d’'une
tuberculose active, I'expression de PD-1 est augmentée. Cela conduit a une aug-
mentation du pool de lymphocyte T anergique d’activité amoindrie. Par ailleurs, des
essais de neutralisation utilisant des antagonistes de PD-1 ou de ces ligands ont
permis de mettre en évidence un éveil du systéme immunitaire accompagné de la
prolifération des lymphocytes T spécifique du pathogéne et d’'un contréle de la mala-

die34.

B] Preuve de concept : vers une réactivation du systéme immunitaire

Exprimé plus tardivement a la membrane des lymphocytes T activés, la pro-
téine PD-1 est induite de maniére forte dans le microenvironnement tumoral®. Ainsi la
proportion de lymphocytes surexprimant PD-1 est plus forte dans le cas de tumeurs
solides.

A linverse, les ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2 sont exprimés dans diverses
cancers qu’ils soient solides ou non. L’expression de PD-L2 en grande quantité est
également corrélée a de meilleurs pronostics que celle de PD-L1%°. En effet,
I'expression du ligand PD-L1 reste trés faible voire absente dans les tissus sains. Elle
n‘augmente qu’en conditions inflammatoires, sous l'effet des interférons, afin d’éviter
la destruction d’un trop grand nombre de cellules normales®***°. Cependant, comme
décrit préecédemment, I'expression de cette protéine par des cellules cancéreuses
(colonniques, ovariennes, pulmonaires ou encore dans le mélanome) peut conduire
a une tolérance vis a vis du cancer par les cellules immunitaires>®.

Des tests effectués chez des souris immunodéficientes afin de prouver que le
blocage du systeme PD-1/PD-L1 pouvait permettre de réactiver le systéme immuni-
taire et de rétablir une réponse anticancéreuse physiologique. Des souris de type
RAG-1"", immunodéficientes, ont été inoculées en intra péritonéale, par des cellules
de mastocytome P815 présentant (B7-H1/P815) ou non (P815) une surexpression de
PD-L1 (B7-H1). L’injection de lymphocytes T CD8" activés pour le groupe de souris
P815 (cellules tumorales de mastocytome ne surexprimant pas le ligand de PD-1) a
conduit a une diminution du nombre de cellules tumorales. A linverse, cette méme

injection dans le groupe de souris B7-H1/P815 (cellules tumorales de mastocytome
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surexprimant le ligand de PD-1) a conduit a un phénomeéne d’apoptose des lympho-
cytes T activés et & une augmentation de la charge tumorale®.

Par ailleurs, d’autres essais ont été effectués chez des souris immunodéfi-
cientes, xénogréffées par des cellules C38 de cancer colorectal. |l a été montré que
'absence de la protéine PD-1 sur les lymphocytes T, provoquait une destruction de
la tumeur®.

Au-dela des essais effectués chez I'animal, les résultats obtenus lors de la
phase 1 d’escalade de dose du nivolumab en 2008, ont permis de fonder des bases
solides quant au bénéfice de I'utilisation des agents interférents avec le systéme PD-
1/PD-L1. Dés la phase initiale des essais clinique, les premiers signes d’'une réponse
partielle ont été montrés. En effet, les données reportées pour le patient 4033, atteint
d’un carcinome rénal, ont laissé observer une diminution de la taille de la tumeur

aprés trois doses de nivolumab®’ [Figure 9].

01/15/08 | 04/22/08 C_o9/22/08

Figure 9. Imagerie IRM de la régression d'une tumeur rénale chez le patient 4033 dans l'essai de phase 1 du
nivo/uma3b7. Une réponse partielle est visible au 22 avril 2008. Au 22 juillet 2008 la taille de la tumeur a été divisée
par deux’".

Devant la révolution observée en usage clinique des inhibiteurs du complexe
PD-1/PD-L1, la recherche s’est progressivement tourné vers l'analyse structurale

plus fine des ces protéines.

C] Structures protéiques et interactions au sein du complexe PD-1/PD-L1.2

1] Structure de la protéine PD-1

La découverte et l'utilisation des anticorps monoclonaux ciblant I'un ou l'autre
des intéractants, PD-1 ou PD-L1/2, a permis d’élucider plus en détail la structure pro-
téique du complexe. Ainsi, la détermination de hotspots permet d’envisager, a I'heure

actuelle, le développement de nouvelles entités chimiques (petites molécules ou
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pseudo-peptides) ayant une affinité comparable aux anticorps monoclonaux afin de
remédier a leurs inconvénients.

Le récepteur PD-1 est une protéine codé sur le chromosome 2, bras long
(2.937)%. Il s’agit d’une protéine membranaire de type | constituée de trois domaines
principaux. Le domaine N-terminal, extracellulaire, comporte une séquence signal, un
domaine immunoglobuline-like a partie variable (IgV), utile pour la reconnaissance
des ligands ainsi qu’une région stalk suivant le motif transmembranaire [Figure 8 et
Figure 10]. Ce domaine comporte plusieurs sites de glycosylation. Le domaine
transmembranaire repose sur une hélice alpha hydrophobe unique. Enfin le domaine
intracellulaire est responsable de l'initiation du signal inhibiteur de la réponse immuni-
taire. Il est pourvu de deux motifs structuraux riche en tyrosine : ITIM (Immunorecep-
tor tyrosine-based inhibitory motif) et ITSM (immunoreceptor tyrosine - based switch
motif)>%3°_ Aprés reconnaissance du ligand, les résidus tyrosine subissent une
phosphorylation. Celle-ci permet alors d’obtenir une conformation capable de recruter
les phosphatases SHP 1 et/ou 2 (Scr homology region 2 domain-containing phos-
phatase 1-2) et de les activer. Une fois active, SHP 1 et/ou 2 seront capables
d’atténuer le signal activateur de la réponse immunitaire en déphosphorylant les ki-
nases induites par la reconnaissance p-CMH I-TCR (cascade PI3K-AKT-mTorc et
RAS-MEK-ERK) [Figure 10]°°4°.
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Figure 10. Interaction PD-1/PD-L1 inhibant la cascade de kinases des voies PI3K-Akt-mTOR et Ras-MEK-ERK.
L'expression de PD-L1, induit par différentes mutation au sein de la cellule cancéreuse, conduit a une tolérance
immunologique vis-a-vis du cancer (a gauche). Séquence d’acides aminés de la protéine PD-1 accompagné de la
structure annoté par domaine®.
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2] Structure des ligands de PD-1: PD-L1 et 2

Pour étre activée et inhiber la réponse immunitaire, la protéine PD-1 posséde
deux ligands PD-L1 et PD-L2 appartenant a la méme famille protéique que les récep-
teurs CTLA-4/B7/CD28*'. Ces protéines transmembranaires sont codées sur le
chromosome 9, bras court (9.p24)%.

D’un point de vue structural, PD-L1 et PD-L2 sont des protéines transmem-
branaires de type | présentant, comme leur récepteur PD-1, un seul et unique do-
maine transmembranaire. Le domaine extracellulaire responsable de la liaison avec
PD-1 présente deux sous-parties relié par un linker de petite taille. Les domaines de
liaison de PD-L1 et PD-L2 sont des domaines immunoglobulin-like comme ceux de
PD-1*2. Le domaine N-terminal est responsable de la reconnaissance avec PD-1
alors que la fonction du domaine C-terminal reste encore indéfinie. Il est supposé
que ce domaine serait nécessaire pour élonger la protéine de la membrane cellulaire
afin d’étre disponible pour lier son récepteur.

PD-L1 et PD-L2 présente un profil d’expression différent. En effet, PD-L1 est
constitutivement exprimé a bas niveau sur les cellules présentatrices d’antigénes
activées ou quiescentes (cellules dendritiques, macrophages...), tout comme sur les
cellules de I'endothélium vasculaire, les ilots pancréatiques, ou encore sur des sites
privilégiés de 'immunité (placenta, testicules, yeux...)***%*2 ’expression de PD-L1
est induite suite a I'exposition a des signaux pro-inflammatoires tels que les interfe-
rons (INF | et Il), le tumor necrosis factor a (TNF-a), ou le vascular endothelial growth
factor (VEGF). L’expression de PD-L2 est principalement augmentée en présence de
cytokines comme les interleukines (IL-4) mais répond également aux mémes stimuli
que celle de PD-L1. PD-L2 est exprimé a la surface des cellules dendritiques et ma-

crophages activées.
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Figure 11. A] Structure de la partie extracellulaire de la protéine PD-L1 humaine*. B] Profil de reconnaissance de
PD-L1 et PD-L2%.

Bien qu’étant reconnu par PD-1, ces deux ligands sont aussi capables de re-
connaitre d’autres récepteurs membranaires impliqués dans I'immunité. PD-L1 peut
reconnaitre le récepteur B7-1, exprimé comme PD-1 sur les lymphocytes T activés.
Cette reconnaissance produit aussi un signal inhibiteur de la réponse immunitaire
[Figure 11].

3] Interaction au sein du complexe PD-1/PD-L1

L’interaction PD-1 murin avec PD-L1 humain a été décrite en 2008. Plus ré-
cemment, la structure du complexe PD-1/PD-L1 humain a été reporté Krzysztof M.
Zak et al en 2015 (code PBD : 3RRQ)*. Les données obtenues ont permis de distin-
guer les acides aminés responsables de l'interaction entre les deux protéines [Figure
13]. Les protéines PD-1 et PD-L1 sont constituées d’'un assemblage de 9 feuillets 3
(ABCC’C”’DEFGQG) paralléles. Un pont disulfure, entre les feuillets B et F, permet en-
suite d’obtenir une organisation en forme de sandwich. La premiere face étant consti-
tuée des feuillets ABED et l'autre des feuillets GFCC’ [Figure 12].
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Figure 12. Structure annotée par feuillets de la protéine PD-1 interagissant avec son ligand PD-L1. L’organisation
en sandwich des feuillets des deux protéines est indiquée par des pointillés (en A). Les chaines latérales des
acides aminés clés de l'interaction sont présentées (en B) “,

L’ensemble de la surface d’interaction représente environ 1900 A2. Elle résulte

de la connexion entre les structures en feuillet f GFCC’ disposé de fagon antiparal-

lele. S’établit alors trois niveaux d’interaction entre les deux protéines®*®

e Un ceceur central composé essentiellement de résidus hydrophobes.

e Un second cercle d’interaction composé d'une alternance de résidus hydro-
phobes et polaire.

e Et d'une troisiéme sphére d’interaction constituée de résidus plus polaire utilisant
le solvant pour créer des liaisons hydrogenes entre les chaines principales des

protéines.

L’interface d’interaction de ces deux protéines est donc composé a la fois de
résidus hydrophobes et de résidus polaires entourant une séquence apolaire de cinq
acides aminés. |l s’agit respectivement des acides aminés : Val64, lle126, Leu128,
Ala132 et lle134 pour PD-1 et lle54, Tyr56, Met115, Ala121 et de la Tyr123 pour PD-
L1 humain®* [Figure 13].
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Figure 13. interface d’interaction entre la protéine PD-1 et PD-L1 394344

Un réseau complexe de liaison hydrogenes s’établie alors entre les deux par-
tenaires. Des études de mutagenéses dirigées utilisant la technique de I'Alascan vir-
tuel ont conduit a la détermination de plusieurs résidus clés, ou hotspots, respon-
sables de l'affinité entre PD-1 et PD-L1. Cette technique consiste a remplacer cha-
cun des résidus par une alanine, un a un, et de mesurer de la force d’interaction
entre les protéines aprés perte de 'acide aminé remplacé. Sur PD-L1 se trouve les
hotspots suivants : Tyr56, GIn66, Met115, Asp122, Tyr123 et Arg125. Ceux-ci sont a
I'origine de liaisons hydrogénes intermoléculaires entre les chaines latérales de rési-

dus inclus dans une architecture anti paralléle entre les deux interactants [Figure 14].

JN

N\

Figure 14. Exemple d'interactions hotspots entre PD-1 et PD-L1. Deux liaisons hydrogénes sont visibles entre les
résidus D122 (Asp122), Y123 (Tyr123) de PD-L1 et Y68 (Tyr68) et E136 (Glu 136) de PD-1.Une interaction de
type pi-pi est également visible entre les tyrosines 123 et 68 des deux protéines. Images obtenues avec le logiciel
Pymol® (code PDB : 3RRQ).

Ces mémes résidus sont impliqués dans l'interaction entre le PD-L1 et ses an-

ticorps monoclonaux spécifiques [Figure 16 - Figure 19].
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V] Des Anticorps monoclonaux aux petites molécules orga-

nigues de synthése

En 2019, pas moins de cing anticorps monoclonaux ciblant le complexe PD-
1/PD-L1 ont été approuvés depuis la découverte du nivolumab en 2008'0373%45 Cij-
blant PD-1, deux spécialités sont disponibles : le nivolumab (OPDIVO®) commerciali-
sé par le laboratoire Bristol-Myers Squibb (BMS) et le pembrolizumab (KEYTRUDA®)
commercialisé par le laboratoire Merck Sharp & Dohme (MSD). Concernant PD-L1
trois spécialités sont disponibles : I'atezolizumab (TECENTRIQ®), l'avelumab (BA-
VENCIO®), et le durvalumab (IMFINZI®), commercialisés respectivement par Roche,

Pfizer, et AstraZeneca [Figure 15].
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Figure 15. lllustrations des différentes spécialités sur le marché en 2019 ciblant le complexe PD-1/PD-L1. Image
obtenues sur les différents sites web des laboratoires pharmaceutiques exploitants : BMS, MSD, Genentech
(Roche), Pfizer et AstraZeneca.

Toujours source d’intéréts pour la santé humaine, ces spécialités font I'objet
d’études cliniques visant a connaitre leur efficacité seul versus en combinaison avec

d’autres stratégies anticancéreuses.

A] Les anticorps monoclonaux anti-PD-1/PD-L1 : mode d’action, avantages

et limites
1] Bases structurales d’interaction des anticorps monoclonaux avec PD-
1 et PD-L1
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Depuis l'apparition des anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1, de nombreuses
structures co-cristallisées ont été reportées dans la littérature scientifique afin de
comprendre plus en détail le mode de liaison de ces inhibiteurs d’'interaction protéine-

protéine (PPIIs ou protein-protein interaction inhibitors)?’3%44:4¢

a] Mode de liaison des anti-PD-1

Les données issues de I'analyse des co-cristallographies entre PD-1 et le ni-

volumab ou pembrolizumab ont permis de mettre en évidence un mode d’interaction

127,44

similaire a celui effectué par le ligand de PD-1, PD-L [Figure 16a et Figure 16c].

Nivolumab Pembroﬁzumab

Figure 16. a] Superposition de PD-1 (représenté en surface grise) avec le nivolumab (en vert) et le
pembrolizumab (en magenta). b]Surface de liaison de PD-1 avec le nivolumab (en vert) et le pembrolizumab (en
magenta)”. c] Superposition du fragment Fab du pembrolizumab avec le PD-L1, liant la protéine PD-1 humaine®.

Cependant, le nivolumab et le pembrolizumab vont lier deux parties distinctes
de la protéine PD-1 tout en partageant une zone d’interaction commune au niveau
des résidus Asp66, Valo4, Leu128 et Ala129 [Figure 16b].

a.1] Liaison du pembrolizumab avec PD-1

L’interaction entre le pembrolizumab et la protéine PD-1 représente une sur-
face d’environ 1 774 A? soit la quasi-totalité de l'interface entre PD-1 et son ligand

PD-L1. Elle peut étre divisée en deux parties comme représenté en [Figure 166"

e Une premiére partie de la reconnaissance anticorps/PD-1 s’effectue entre la

boucle reliant le feuillet C'D de PD-1 et les domaines L1, L3 et H2 du fragment
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variable (Fab) du pembrolizumab. (Par soucis de compréehension les résidus des
chaines variables du pembrolizumab seront labélisés de la lettre L pour la chaine

légére « light chain » et de la lettre H pour la chaine lourde « heavy chain »).

Cette premiére région d’interaction est majoritairement constituée de résidus a
chaine polaire ou hydrophobe. L’asparagine 85 interagit par deux liaisons hydro-
génes avec l'arginine H99 du pembrolizumab. La sérine 87 fait elle aussi une interac-
tion hydrogéne avec cette arginine mais au niveau de la chaine principale de
I'anticorps. Les chaines latérales des résidus tyrosine L36, tyrosine H35, asparagine
H59 et de la thréonine H58, du pembrolizumab, entrent également en interaction
avec les résidus glutamate 84, glutamine 88, et glycine 90 de la protéine PD-1. Enfin
deux arginines sont disposés de fagon perpendiculaire, « T-stacking », en position 86
de PD-1 et L96 sur I'anticorps [Figure 17].
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Figure 17. Vue des deux sous surface d'interaction entre PD-1 et la partie variable du Fab du Pembrolizumab.
PD-1 est représenté en bleu, les domaines L1 et L3 des chaines légeres du pembrolizumab sont représentés en
orange clair et le domaine H3 de la chaine lourde du pembrolizumab est représenté en vert clair®.

e La seconde sous surface d’interaction est majoritairement représentée par des

interactions hydrophiles.

L’asparagine 66 de PD-1 lie 'arginine H102 du pembrolizumab par une liaison
hydrogéne (non représenté sur la figure ci-dessus). Il est également a noter une inte-

raction entre la chaine latérale de la tyrosine H101 du pembrolizumab avec le grou-
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pement hydroxyle de la thréonine 76 de PD-1. Cette méme tyrosine H101 effectue
une liaison de type hydrogéne avec la chaine latérale de la lysine 78 de PD-1. Enfin,
la phénylalanine H103 vient occuper une poche hydrophobe formée par la valine 64,
la proline 83 de PD-1 et la tyrosine L34 de la chaine légére du pembrolizumab
[Figure 17].

En tant qu’anticorps, le pembrolizumab posséde une trés forte affinité pour sa
cible PD-1. Cette affinité est expliquée par un nombre important d’'interactions syner-
giques entre la partie variable de I'anticorps et I'épitope de la protéine cible. Par ail-
leurs le pembrolizumab neutralise, par sa liaison, deux des résidus précédemment

identifiés comme hotspots d’interaction que sont la valine 64 et I'asparagine 66304344

a.2] Liaison du nivolumab avec PD-1

Le nivolumab présente également une forte affinité pour sa cible PD-1. Il est
aussi capable de lier une partie de PD-1 intervenant dans la reconnaissance du li-
gand de PD-1, PD-L1%"* [Figure 16].

Nivolumab j_

HCDR1

HCDR3
D100 Nivolumab

Figure 18. Vue de linteraction entre les boucles N-terminale et BC de PD-1 avec les domaines variables du
nivolumab (a gauche). Vue de linteraction entre la boucle FG de PD-1 et les domaines variables du
pembrolizumab (a droite)27. CDR =Complementary determinig regions ou région hypervariable responsable de
I'affinité entre paratope et épitope”.

La surface d’interaction entre le nivolumab et la protéine PD-1 est plus impor-
tante que celle effectuée avec le pembrolizumab et représente 1 932.5 A?%’. La forte
affinité entre cet anticorps et PD-1 s’explique également par une somme d’intéraction

synergique présente dans deux sous surfaces :
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e La premiére sous surface renferme les interactions entre la boucle N-terminale
(NY), la boucle reliant les feuillets B et C de PD-1 et les domaines H1 (HCDR1) et
H2 (HCDR2) du nivolumab.

Longtemps sous-estimé jusqu’au travaux de Tan et al.?’, 1a boucle N' de PD-1
est pourtant responsable de dix interactions de type hydrogéne sur seize entre
I'anticorps et la protéine. Les résidus impliqués dans ces liaisons hydrogéne entre
chaines latérales et/ou chaine principale sont : la lysine 25, la proline 28, 'aspartate
29, I'arginine 30. lls sont reconnus par la sérine H30, I'asparagine H31 et la chaine
principale de la glycine H33 dans le domaine H1. Au niveau du domaine H2, ceux
sont les résidus tryptophane H52, tyrosine H53 et lysine H57 qui forment des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés de PD-1%>%". (Par soucis de simplification et de
compréhension les résidus des chaines variables du nivolumab ont été labélisés de
la lettre L pour la chaine Iégére « light chain » et de la lettre H pour la chaine lourde
« heavy chain » comme précédemment pour le pembrolizumab).

La boucle BC de PD-1 ne forme qu’une seule des seize liaisons hydrogénes
de la surface d’interaction entre I'anticorps et la protéine cible. Celle-ci s’effectue

entre la thréonine 59 de PD-1 et la lysine H31du domaine H1 de I'anticorps.

e La seconde sous surface d’interaction met en contacte la boucle reliant les feuil-
lets F et G de PD-1 avec les domaines L2 et H3 des chaines variable du nivolu-
mab. Les cinq interactions restantes (sur les seize au total) sont effectuées entre
les résidus alanine 129, proline 130, lysine 131 et alanine 132 de PD-1 et les
acides aminés : tyrosine L49, thréonine L56, aspartate H100 et H101 de

I'anticorps.

b] Mode de liaison des anti-PD-L1

Aprés la découverte et l'utilisation révolutionnaire des anticorps anti-PD-1, la
recherche s’est intéressée a la découverte d’autres anticorps ciblant désormais
'autre partenaire de cette interaction inhibitrice du systéme immunitaire : PD-L1 (li-
gand donnant le moins bon pronostic vital).

Ainsi en 2017, la publication de la structure co-cristallisée du complexe atezo-
limumab/PD-L1 a permis de confirmer I'importance des résidus « hotspots » tel que
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la tyrosine 56, la méthionine 115, la tyrosine 123 [Figure 14] et I'arginine 125 par

exemple®®.

Figure 19. Structure co-cristallisé montrant l'interaction entre l'atezolizumab (anticorps monoclonal humanisé
ciblant la protéine PD-L1) et PD-L1. Les résidus de l'atezolizumab sont représentés en couleurs (violet, jaune,
orange) et les résidus de PD-L1 sont représentés en 6gris. Les acides aminés clés de l'interaction entre PD-1 et
PD-L1 sont entourés par des cercles pointillés rouges4 .

Possédant une forte affinité pour leur cible, les anticorps monoclonaux ciblant
'une ou l'autre de ces protéines immunomodulatrices ont été une vrai révolution
dans la thérapeutique de certains cancers comme le mélanome ou encore le cancer

du poumon non a petites cellules??>"4",

2] Utilisation en clinique des anticorps monoclonaux : avantages et li-

mites

Apres quelques années d’utilisation clinique des anti-PD-1/PD-L1, ces biothé-
rapies se sont révélées tres avantageuses. Entre autre, il s’agit des premiéres théra-
pies permettant d’obtenir une réponse efficace et durable (réduction de la charge
tumorale) chez les patients atteints de cancers immunodépendants®*°*°. La survie
de patients atteints de cancer a pronostic défavorable a été améliorée d’une durée
moyenne de 6 a 21 mois apres un cycle de 3 a 5 injections pour le nivolumab par
exemple®”*°. Par ailleurs, il s’agit également du premier systéme de thérapie ciblée
[a@ une protéine] permettant une utilisation dans des cancers de topologie différente :

e Pembrolizumab : mélanome de stade avancé non résercable ou métastatique,

cancer bronchique non & petites cellules, lymphomes de hodgkin '8
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¢ Nivolumab : mélanome de stade avancé non résercable ou métastatique, cancer
bronchique non a petites cellules, carcinome a cellules rénales, cancer épider-
moide de la téte et du cou, lymphomes de Hodgkin, carcinome urothéliale ',

e Atezolizumab : mélanome de stade avancé non résercable ou métastatique, can-

cer bronchique non a petites cellules'®%.

e Avelumab : carcinome a cellule de Merkel'®*8.

e Durvalumab : cancer du poumon non & petites cellules .

Bien qu’ayant montré un intérét certain et défendu leur place dans I'arsenal
thérapeutique anticancéreux, cette approche nouvelle génération souffre d’ores et
déja de limites poussant de plus en plus la recherche a innover. Les anticorps mono-
clonaux appartenant a cette famille d’inhibiteur du systéme PD-1/PD-L1 ont montré
une variabilité quant au profil de réponse chez des patients atteints du méme type de
cancer (localisation identique), notamment pour les cancers de la vessie®. D’autres
préoccupations existent quant a leurs propriétés intrinséques et leur mode d’action
anticorps spécifique. En effet, la réactivation des lymphocytes T CD4/8" dans
d’autres tissus peut étre a l'origine de réaction inflammatoires indésirables de type
auto-immunes. Ces effets sont communément appelés effets indésirables reliés a
limmunité ou au systéme immunitaire (irAEs ou immun related adverse effects en

anglais)**2.

La réactivation trop forte du systéme immunitaire peut conduire a
I'utilisation de corticostéroides, la prédnisone (Cortancyl®) étant souvent préférée, ou
d'immunosuppresseurs afin de diminuer I'agressivité des cellules immunitaires. Ce-
pendant, ces adjuvants entrent dans un phénoméene d’antagonisme fonctionnel vis-a-
vis du mode d’action de nos anticorps immunomodulateurs®.

Du fait de leur taille et de leur caractére protéique, les anticorps monoclonaux,
en geénéral, peuvent engendrer des réactions d’hypersensibilités comme de
l'urticaire, cedemes, rash cutané jusqu’au choc anaphylactique. De plus, la généra-
tion d’anticorps dirigés contre I'anticorps thérapeutique rend l'utilisation du médica-
ment inefficace. L’'escalade de dose étant impossible au risque de provoquer des
dommages rénaux ou d’augmenter de maniére trop importante la viscosité du sang,
ce type de biothérapie devient alors risqué.

Un autre désavantage largement décrié dans la littérature scientifique des an-

52045 | es anti-

ticorps monoclonaux reste les problemes de pharmacocinétique
PD1/PD-L1 présentent des demi-vies trés longue, allant de 6 a 27 jours. Les volumes

47



de distribution (Vd) de ces macromolécules restent limités et circonscrivent le péri-
meétre d’action de ces médicaments au compartiment vasculaire et quelques organes
richement irrigués (cf. utilisation dans les lymphomes hodgkiniens, cancer du rein et
du poumon non a petites cellules). La difficulté de diffusion au sein de la tumeur re-
lie a la taille de ces protéines, aux alentours de 150 kDa, constitue un autre frein a
I'obtention d’une efficacité chez les patients de stades avancés'0394°49-52

Enfin, sur le plan médico-économique, l'utilisation de ces anticorps représente
un colt non négligeable pour les systémes de santé des pays ou ils sont disponibles.
Tout d’abord sur le plan de la fabrication, il est nécessaire de qualifier 'ensemble des
lots par des tests pharmacodynamique afin de valider continuellement le mécanisme
d’action. Il est également nécessaire de tenir compte de la dérive génétique des sys-
téemes biologiques vivant utilisés pour la production afin d’éviter I'apparition de plu-
sieurs populations d’anticorps®*°. Les conditions de stockage et de transports sont
aussi trés onéreuses, conservation a -4°C pour la plus part des spécialités qui
n’existe pas sous forme préte a I'emploi. Il est alors nécessaire de les reconstituer au
sein des unités de préparations aseptiques et de cytotoxiques des établissements de
santé. Le colt d’administration reste aussi point noir de la thérapeutique utilisant les
anticorps monoclonaux en général. L’administration doit étre effectuée en intravei-
neuse sous surveillance minutieuse du personnel de santé (infirmier et médecins). A
cela s’ajoute les frais de transport en ambulance nécessaire tous les 2 a 3 semaines
en fonction du protocole de soin et du schéma d’administration de la spécialité con-

cernée™.

B] Recherche d’inhibiteurs peptidiques et pseudo-peptidiques

Au vu de l'efficacité clinique des anticorps anti-PD-1/PD-L1 et des limites
quant a leurs usages, discutées dans les parties précédentes, plusieurs équipes de
recherche ont décidé d’axer leurs efforts sur la recherche de molécules de plus petite

masse moléculaire partageant le méme mode d’action.

C] Vers un contréle plus fin de la pharmacocinétique : les petites molécules

organigues
1] Avantages des petites molécules de synthése organique

Plus en aval des peptides et pseudo-peptides cycliques ou non, plusieurs in-

hibiteurs prometteurs ciblant PD-1 ou PD-L1/2 sont présentés dans la littérature
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comme point de départ pour un programme de découverte de nouveaux médica-
ments>>**. En effet, certains inconvénients rencontrés lors de I'utilisation de macro-
molécules, tels que les anticorps monoclonaux, peuvent étre totalement ou partielle-
ment résolus grace au recours a de plus petites molécules issu de la synthése chi-
mique. Ces petites molécules ont comme premiers avantages d’étre mieux absor-
bées dans I'organisme, permettant méme d’obtenir de bon profil pharmacocinétique
ainsi qu’une bonne biodisponibilité par voie orale (voie d’administration trés souvent
plébiscitée par les patients polymédicamentés). Pour le chimiste médicinale, de pe-
tites modifications de la structure, au niveau de positions silencieuses de la molécule
(c’est-a-dire sur des sites moléculaires ne possédant aucune influence sur 'activité)
peuvent permettre par exemple d’augmenter le volume de distribution afin d’atteindre
des cibles extravasculaires, de s’accumuler dans le microenvironnement tumorale ou
encore de traiter des cancers d’acces difficiles (ostéomes malins, métastases os-
seuses...)*®%°. Les petites molécules peuvent étre designées pour avoir des demi-
vies de moins d’'une journée affin de contréler l'intensité et I'apparition des effets in-
désirables relevant d’'une hyper-activation du systéme immunitaire (irAEs). D’'un point
de vue pratique ces médicaments sont aussi plus faciles a formuler et a stocker en
comparaison aux anticorps monoclonaux, souvent sensibles. De plus la synthése
chimique de petites molécules est plus reproductible en terme de qualité, de stabilité
et d’'uniformité des lots fabriqués. Les molécules sont identifiées et caractérisées de
maniéres totales et précises par tout un arsenal d’analyses conventionnelles. Le re-
cours a la spectrométrie de masse (temps de vol — TOF), la chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse (LCMS), les expériences de résonnance ma-
gnétique nucléaire (RMN), I'analyse élémentaire, la mesure du point de fusion, ...,
permettent d’obtenir la certitude quant a la structure exacte des composés synthéti-
sés et ceci pour chacun des lots.

Par ailleurs, le colt de production de ces petites entités médicamenteuses
reste moindre que se soit pour les patients, les institutions de santé ou les systeme

d’assurance maladie publiques ou privés®®.

2] Premiers inhibiteurs du complexe PD-1/PD-L1 décrit dans la littéra-

ture

Les premiéres structures reportées dans la littérature sont des molécules is-
sues des travaux du laboratoire pharmaceutique Bristol-Myers Squibb (BMS). Deux
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familles de composés biphényliques possédant des activités intéressantes sur PD-L1
ont fait 'objet de brevets et de publication dans le Journal of Medicinal Chemistry en
2017°%° |l s’agit de la famille du (2-Méthyl-3-biphenylyl)méthanol et de la famille du
[3-(2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-2-méthylphénylJméthanol®*® [Figure 20)].
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Figure 20. Structures accompagnées des activités (ICsy) des composés du laboratoire BMS possédant une
activité inhibitrice sur PD-L1. La famille du (2-Méthyl-3-biphenylyl)méthanol est encadrée en rouge et représenté
par le composé BMS-202. La famille du [3-(2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-2-méthylphénylJméthanol est
encadrée en bleu et représentée par les composés BMS-200, 1001 et 1166. Les ICso ont été obtenues a l'aide
d’un test daffinit¢ mesuré par fluorescence avec la technique d° HTRF (homogenous time-resolved
fluorescence).Image adaptée de Yang et Hu*, et obtenue a I'aide du logiciel Biovia draw®.

Avec des activités inhibitrices de I'ordre du nanomolaire (de 80 plus la plus
faible a 1.4 pour le meilleur produit), les composés biphényliques développés par
BMS peuvent empécher la reconnaissance de PD-1 avec PD-L1. Ces deux familles
de composés sont de puissants inhibiteurs de PD-L1. L’affinité de ces molécules
pour le PD-L1 est telle qu’ils sont capables de dimériser deux protéines ligands. Les
dimer de PD-L1 ainsi formés, avec les composés de BMS, sont alors incapables
d’interagir avec leur récepteur spécifique PD-1%°. Le composé BMS-202 se lie au
sien d’'une poche hydrophobe fermée par la tyrosine 56, l'un des hotspots
d’interaction présent sur PD-L1. Ce site étant également trés proche du site
d’interaction de PD-1 avec PD-L1. Aprés interaction avec le composé, la protéine
PD-L1 change légérement de conformation. C’est au niveau des feuillets CC’FG que
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la dimérisation va avoir lieu®® [Figure 21]. La formation de ’lhomodimer PD-L1a5 avec
linhibiteur va masquer le site de reconnaissance de PD-1%°>%", C’est par ce méca-
nisme d’action tout a fait inédit que le signal inhibiteur provoquant la tolérance immu-

nologique vis-a-vis du cancer va étre empéché.

Figure 21. A] Interaction des composés BMS-200 et BMS-202 au sein du dimer PD-L14/PD-L1g formé. B]
Modification de conformation de la tyrosine 56 (encadré en rouge) de PD-L1, induite par le composé BMS-200.
C] Liaison du composé BMS-202 au sien du dimer de PD-L1. D] Liaison du composé BMS-200 au sein du dimer
de PD-L1. Image adapté de Guzik et al.”.

Concernant le mode de liaison des composés de BMS, le changement de con-
formation induit aprés liaison du composé BMS-200 permet d’obtenir deux interac-
tions n’existant pas avec le composé BMS-202 [Figure 21 C et D]. Celles-ci sont res-
ponsables de la différence d’activité observée entre les deux composés [Figure 20].
L’'une d’entre elle s’établie avec la thréonine 20 de PD-L1, et I'acide carboxylique du
BMS-200. La seconde interaction créée et une liaison hydrogéne entre I'alcool du

compose et la glutamine 66 de PD-L1g.
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Figure 22. Sites d'interactions disponibles pour I'accueil de petites molécules inhibitrices de la reconnaissance
PD-1/PD-L1%.

Suite aux études menées sur la série de composés synthétisés par BMS, trois

« pseudo-poches » ou sillons d’interactions ont été mis en évidence afin d’obtenir

une bonne activité inhibitrice du systeme PD-1/PD-L1 [Figure 22] :

e (1) Une premiére poche se situe entre les chaines latérales de résidus Tyr56,
Glu58, Arg113, Met115 et Tyr123.

e (2) Une seconde cavité potentiellement accessible par un groupement de petite
molécule est formée par les résidus Met115, Ala121 et Tyr123.

e (3) Enfin, un troisiéme sillon est créé entre les résidus Asp122, Tyr123, Lys 124 et

Arg125.

Le composé BMS-202 remplie aisément les zones 1 et 3. La partie méthyl-
phényl est alors positionnée non loin de la zone 2.

Bien que prometteur, ces composés ne présentent pas les propriétés physico-
chimique détenus par la majorité des médicaments. lls ne sont pas « drug-like » et
ne répondent pas aux régles classiques permettant de prédire une bonne biodispo-
nibilité par voie orale (F) ainsi qu’'un bon volume de distribution (Vd) : la régle des 5
de Lipinski, la regle de Weber... Aprés tests cellulaires, effectués en co-incubant des
lymphocytes activés avec des cellules tumorales surexprimant la protéine PD-L1, les
composés de BMS ont montré une activité plus faible que les anticorps monoclonaux
inscrit dans cette méme classe thérapeutique®. Cette différence d’activité a ensuite
été confirmée par une étude établissant les courbes de dose-réponse. Ces molé-
cules restent néanmoins de bons points de départ ayant permis de preuve de con-
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cept quant a la possibilité de bloquer le systtme PD-1/PD-L1 par de petites molé-

cules.

V] Conclusion et perspectives de recherche

Les efforts déployés ces derniéres années afin de cibler les interactions pro-
téines-protéines ont permis de développer des nouveaux médicaments ayant un me-
canisme d’action innovant pour des petites molécules organiques.

C’est par exemple le cas du Vénétoclax (Venclyxto®), actuellement sur le mar-
ché pour le traitement de la leucémie lymphoide chronique (LLC) a délétion 17p du
géne TP53. Le mode d’action repose sur l'inhibition de I'interaction Bcl-2/Bax au sein
des cellules cancéreuses surexprimant des protéines anti-apoptotiques. La structure
de ce nouveau principe actif ne répond pas aux régles connues permettant de pré-
dire une bonne biodisponibilité par voie orale (régle des 5, régle de Weber...). Ces
observations ainsi que l'utilisation en clinique de cette molécule, ont permis d’ouvrir
la voie vers la recherche de nouvelles structures potentiellement actives ne répon-
dant pas aux régles d’antan.

Concernant le systeme PD-1/PD-L1, l'efficacité des anticorps monoclonaux
n’est alors plus a prouver dans le traitement de diverses pathologies d’ordre cancé-
reuses ou immunologiques. Cependant, les difficultés de contréle de la pharmacoci-
nétique de ces macromolécules ainsi que les effets indésirables tel que I'auto-
immunisation, les réactions d’hypersensibilité (chocs anaphylactiques, urticaire...) ou
encore les atteintes spécifiques d’organes (modification de la viscosité du sang, car-
diomyopathie, atteintes rénales...), posent la question du retour vers de plus petites
entités chimiques issus de la synthese organique.

A Tlinstar de la revue publiée par Yang et Hu*, cette thése de pharmacie vise
a stimuler I'intérét du ciblage des points de contréle de 'immunité par de petites mo-
lécules organiques. Ces molécules bénéficient de nombreuses années d’études
(propriétés physico-chimiques permettant une bonne pharmacocinétique, de la toxici-
té structure-dépendante...) et présente un colt moindre comparé aux biothérapies.
Les contréles de fabrication, de mise sur le marché et de surveillance sont mainte-
nant bien maitrisés de l'industrie pharmaceutique et des autorités compétentes.

Pour le moment, seules quelques structures inhibant l'interaction PD-1/PD-L1
ont été publiées dans la littérature scientifique. Les composés de BMS, premiers in-

hibiteurs décrits, n'ont pas montré une activité suffisante en tests cellulaires en com-
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paraison aux anticorps monoclonaux. Cependant, ils constituent un point de départ
pour les programmes de drug discovery ciblant ces mémes protéines. La différence
d’activité pourrait étre directement liee au mode d’action de ces molécules. En effet
la dimérisation de PD-L1 nécessite la présence simultanée de deux ligands de PD-1
trés proche sur la membrane de la cellule cancéreuse. Par ailleurs, il a été montré
que la liaison, seule, des composés de BMS n’était pas suffisante pour bloquer
linteraction des deux protéines transmembranaires®*2,

La recherche de nouvelles structures se poursuit afin de trouver a terme des
structures capables de bloquer l'interaction de PD-1 avec PD-L1 sans nécessiter une

dimérisation de I'une ou l'autre des protéines.
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