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L es méthodes de criblage de molécules anti-VIH

Larecherche de molécules capables de limiter la progression de la maladie a débuté
des l'identification, en 1983, de I'agent causal, le VIH. Les techniques mises en
cauvre pour le criblage ne présentent aucune caractéristique particuliere et utilisent
les outils décrits pour tous les criblages pharmacologiques. Les molécules
pharmaceutiques proviennent de deux sources principales:

- les molécules obtenues par synthese chimique
- les molécules d'origine naturelle, microbienne, animale ou végétale.

Les molécules ainsi découvertes sont pour la plupart le fruit du hasard. Le réve est
dans tous les esprits d'étre un jour capable de dessiner ah initio la molécule qui
inhibera de fagon spécifique I'enzyme ou le récepteur visé. Les outils informatiques
qui le permettront commencent a apparaitre, ce qui a permis a la modéisation
moléculaire de contribuer de plus en plus ces dernieres années ala mise au point de
certains médicaments (Verlinde et Mol, 1994). Cette contribution a été
particuliérement importante dans le cas des inhibiteurs de la protéase du VIH.

Aprés anayse du processus de découverte des médicaments aujourd'hui disponibles
pour le traitement de l'infection par le VIH, seront définies les grandes lignes
permettant la mise en place dun test de criblage sur une nouvelle cible pour
laquelle il n'existe pas d' inhibiteur connu.

Historique des molécules anti-VIH disponibles
L es seules molécules commercialisées aujourd’hui comme anti-VIH appartiennent a

la classe des nucléosides et inhibent la transcriptase inverse du virus. L'AZT
(3'-azido-3'-didésoxythymidine, Wellcome) a été la premiére
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molécule disponible dés 1987, suivie par la ddl (2, 3-didésoxyinosine,
Bristol-Myers Squibb) et du ddC (2', 3-didésoxycytidine, Roche).

D'autres nucléosides sont sur le point d'étre enregistrés il sagit du d4T (2, 3-
didéhydro-2', 3'-didésoxythymidine, Bristol-Myers Squibb) et du 3TC (Glaxo).
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La deuxieme famille de molécules & venir est celle des anti-protéases le saquinavir
(Roche), I'indinavir (Merck) et le ritonavir (Abbott) sont les représentants les plus
avancés dans leur développement.
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Enfin, les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse, dont il existe
de nombreux représentants comme le TIBO Janssen) et la névirapine (Boehringer
Ingelheim), bien que trés puissants sur I'enzyme, se heurtent a un probléme majeur
dd au développement extrémement rapide de résistance et ne pourront étre
développés, silsle sont un jour, qu'en association avec d'autres mol écules.
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Comment ces molécules ont-elles éé découvertes ?

Certaines molécules, comme I'AZT et les autres nucléosides, existaient et
provenaient de la recherche d'anticancéreux. L'activité de ces molécules sur la
transcriptase inverse des rétrovirus murins était bien connue (Ostertag et coll.,
1974). Cest donc tres rapidement qu'elles ont été testées sur le VIH. Ces
nucléosides entrent en compétition avec les nucléosides naturels et induisent la
terminaison de |'éongation de la chalne.

Les autres inhibiteurs de la réplication du VIH, a I'exception des inhibiteurs de la
protéase, sont issus d'un criblage au hasard. Dés l'identification du VIH et sa
culture in vitro, des criblages sur I'infection aigué de lymphocytes ont éé entrepris
dans les différents laboratoires. Ce test tres global, puisqu'il mesure la production
de particules virales, aurait di permettre de détecter des molécules agissant aux
différentes étapes du cycle viral. Curieusement, toutes les molécules qui ont été
découvertes dans ce type d'essai n'agissent que sur des étapes trés précoces du
cycle. Ont ains été identifiés

- desinhibiteurs de laliaison du VIH alacellule (polyanions, dextran)

- des inhibiteurs de fusion (dérivés bétuliniques, bicyclams),

- des inhibiteurs non compétitifs de la transcriptase inverse (TIBO, névirapine,
aAPA).

Toutes ces molécules sont en cours d'évaluation prédinique.

La recherche des inhibiteurs de la protéase a bénéficié d'une connaissance préalable
dans un domaine voisin. La protéase du VIH est une aspartyl protéase qui présente
une forte analogie avec la rénine, et sa structure a rapidement été résolue apres
cristallisation (Wlodawer et coll., 1989). Comme les autres protéases, |I'enzyme du
VIH fonctionne en interagissant avec son substrat pour former un état transitionnel
qui facilite le clivage du substrat pour donner les produits de réaction. La recherche
sur la protéase du VIH a donc bénéficié de toute I'expérience existant dans ce
domaine, et notamment des connaissances acquises par la recherche de molécules
peptidomimétiques inhibitrices du systéme rénine-angiotensine, recherche tres
active au début des années 1980 dans de nombreuses firmes pharmaceutiques.

Les premieres molécules ont donc été des molécules peptidomimeétiques capables
de mimer I'éat de transition et d'entrer en compétition avec les protéines
endogenes. Ces molécules tres actives in vitro mais assez complexes sont souvent
peu biodisponibles et/ou difficiles a synthéiser a une échelle industrielle. Pour
certains de ces inhibiteurs, I'activité in vivo peut considérablement diminuer du fait
de linterférence dune glycoprotéine sérique, I-a-1 glycoprotéine acide
(Sommadossi et al, communication Washington). On trouve dans cette catégorie le
Saquinavir de Roche, qui devrait étre prochainement commercialisé.
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Derriere le Saquinavir, deux autres molécules ont partiellement résolu les
problemes de biodisponibilité, I'indinavir de Merck et surtout le ritonavir d'’Abbott,
qui est probablement 1a molécule la plus prometteuse de cette premiére génération
d'anti-protéases.
De nouvelles molécules, beaucoup plus innovantes, sont en cours d'évaluation -
phases cliniques précoces - comme celles de Vertex et d'Upjohn.
Toutes ces molécules ont été optimisées a I'aide de la modélisation moléculaire,
souvent en co-cristalisant I'enzyme en présence d'un premier inhibiteur et en
analysant les points d'interactions.
Stratégie de recher che de nouvelles molécules
Malgré le nombre croissant de molécules anti-VIH, cela ne concerne que peu de
cibles pharmacologiques - transcriptase inverse et protéase. De plus, |'apparition
rapide de virus résistant a ces molécules plaide en faveur d'une polychimiothérapie
associant des molécules agissant a différents stades du cycle viral. Il existe donc un
besoin urgent de découvrir de nouveaux inhibiteurs de la réplication agissant sur de
nouvelles cibles.
La premiére éape dans la recherche d'un médicament consiste a définir la cible
(enzyme, récepteur ou autre protéine..) et a valider son intérét thérapeutique
potentiel. Quand il n'existe pas dinhibiteur connu, on a souvent recours a des
méthodes génétiques - mutagenése, antisens.
Une fois la cible identifiée et validée, deux grand types de stratégies peuvent
sappliquer
- En théorie, s I'on dispose d'informations structurales suffisantes sur e récepteur
ou le site cataytique de I'enzyme visée, on peut analyser les interactions possibles
avec la protéine et tenter de dessiner et de synthéiser un certain nombre de
molécules qui interagiront avec la cible choisie. Certains logiciels comme GRIB
(Goodford et coll., 1985), ALLADIN (Van Drie et call., 1989), DOCK (Kuntz et
coll., 1982) et LUDI (Bohm et coll., 1992) permettent ce type d'étude. Ces outils
ont permis de dessiner les nouvelles molécules anti-protéases qui ne sont plus des
analogues peptidiques, comme le DMP 323 de Du Pont-Merck, le AG 1284 de
Vertex et le u 96988 de Upjohn.
- Plus classiquement, on met en place un test de criblage, dont il importe de définir
le principe. Ce criblage doit permettre didentifier des représentants de familles
chimiques qui pourront ére améiorés par la suite. 1l ne nécessite pas de
connaissances structurales. La limitation du criblage systématique repose sur le
nombre et la diversité des molécules que I'on est capable de passer dans le test.
Toutes les grandes sociétés pharmaceutiques ont de grandes collections de
molécules, souvent restreintes dans leur diversité par le fait qu'elles sont le reflet de
I'histoire de la recherche thérapeutique de la société (collection de benzodiazépines
chez Roche et de benzothiazines chez Rhéne-Poulenc Rorer, par exemple).
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Le criblage de molécules d'origine naturelle est un moyen d'avoir accés a des
structures chimiques difficilement synthétisables au laboratoire.

Pour remédier au manque de diversité, de grands efforts sont entrepris depuis
quelques années dans différents laboratoires pharmaceutiques pour rédiser des
banques de produits résultant de la chimie combinatoire sur des répartiteurs. Ces
banques sont réalisées sur le méme principe que les banques de peptides et
permettent de générer des millions de nouvelles structures.

En ce qui concerne le test de criblage proprement dit, deux grands types de tests
peuvent étre envisagés

- Un test biochimique qui a, en généra, I'avantage d'étre rapide et trés spécifique,
et d'avoir une trés grande capacité, plusieurs milliers de produits/semaine pouvant
étre testés dans ce type de crible. En revanche, il faut disposer d'une enzyme de
qualité suffisante, recombinante ou non, et en grande quantité. Bien sOr, seuls des
produits agissant sur l'interaction de I'enzyme (ou protéine) avec son substrat
pourront étre identifiés dans ce type de tests. Le test biochimique saffranchit des
problémes d'accessibilité de la cible pour la molécule étudiée, et notamment du
probléme de pénétration cellulaire, qui pourront ére résolus dans un deuxiéme
temps par des modifications chimiques.
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- Un test cellulaire, qui sera un test fonctionnel dans le contexte cellulaire et qui
devra donc intégrer les partenaires cellulaires de la protéine ciblée. C'est le type de
test développé pour la recherche d'inhibiteurs de tat ou de rev. Ces tests, comparés
aux premiers, ont une capacité souvent limitée, méme s certaines automatisations
sont possibles. En revanche, ils doivent permettre I'identification de molécules
inhibant les partenaires cellulaires impliqués, ce qui dans le cas du VIH pourrait
étre un moyen de trouver des molécules moins susceptibles dinduire des
résistances.

Dans un deuxiéme temps, et quelle que soit la stratégie retenue, il faudra mettre en
place les tests secondaires, qui permettront de trier, parmi les molécules détectées
dans le criblage, les molécules inhibant réellement la cible visée. Le choix des tests
aréaliser a cette étape est capital. En effet, tous |es tests de criblage présentent des
biais méthodologiques. Ces tests secondaires doivent donc permettre d'éiminer
tous les produits interférant avec le test de criblage et ne relevant pas du
mécanisme recherché. Ce n'est que lorsque la molécule aura franchi ces différentes
étapes qu'une synthése chimique et une analyse de la relation structure-fonction
pourront étre envisagees.

C'est a cette phase que la connaissance des données structurales, et s possible la
co-cristallisation avec l'inhibiteur potentiel, peut aider le chimiste a dessiner la
molécule idédle.
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