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Chemistry has to provide to life sciences the tools necessary to the understanding of biological mechanisms. This
allows the rational design of drugs, through an approach which is complementary to systematic screening as
illustrated by the history of AIDS chemotherapy. The development of a predictive toxicology or the control of
biotechnological processes are further examples of what can be the contribution of chemistry.
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Si on juxtapose les deux mots « chi-
mie et santé » et pour peu que I’on
choisisse résolument le camp de I’ opti-
misme, on pense immédiatement
« médicament » et accessoirement
produits phytosanitaires, nouveaux
cosmétiques...

En fait, les liens entre chimie et
santé vont bien au-dela. Qui dit santé
dit bon fonctionnement et contréle des
processus biologiques qui condition-
nent la vie des organismes et ces pro-
cessus sont régis par les lois de la chi-
mie. Dans toute communication entre
cellules ou entre entités subcellulaires,
des partenaires se reconnaissent a
I’ échelle moléculaire, s adaptent I'un a
I"autre ; il en résulte une réaction, un
changement de conformation, le
déclenchement d’un signal, un trans-
port, le franchissement d'une barriére.
Ce sont les lois de la cinétique et de la
thermodynamique qui régulent les flux
intracellulaires... Ou se situe la diffé-
rence entre un chimiste qui étudie un
mécanisme réactionnel et un biochi-
miste qui décrypte un processus enzy-
matique ?

Le biochimiste Arthur Kornberg,
prix Nobel de médecine, écrivait en
1987 : « Much of life can be understood
in rational terms if expressed in the
language of chemistry. It is an interna-
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tional language, a language for all
time, a language that explains where
we came from, what we are and where
the physical world will allow us to go.
Chemical language has great esthetic
beauty and links the physical sciences
to the biological sciences »... [1].

Le réle du chimiste va donc bien
au-dela d’une intervention sur une
pathologie gréce a une molécule dont
les propriétés ont pu étre découvertes
par criblage. Tout en contribuant bien
évidemment a accroitre |’arsenal des
molécules utiles, il se doit de participer
a la compréhension intime des méca-
nismes du vivant.

L'apport de la chimie :
regard sur les derniéres
décennies

La place de la chimie dans la
recherche biochimique et thérapeutique
et les domaines associés a beaucoup
varié au cours des derniéres décennies.
Comparée a la chimie, la biochimie est
une science relativement jeune et les
problémes abordés d' une complexité
telle que ce n'est qu’ assez récemment
gu’ une description opérationnelle, a
I’ échelle atomique, de certains proces-
sus biologiques a pu étre proposée.

Pendant longtemps, le développe-
ment de la chimie médicinale a donc
reposé sur les modulations de structure
de substances actives, découvertes par
criblage de substances naturelles ou de
molécules de synthese. Les tests étaient
généralement réalisés in vivo ou sur

Etudes mécanistiques, conception rationnelle, criblage, pharmacologie, toxicologie, biotechnologie.
Mechanistic studies, rational design, screening, pharmacology, toxicology, biotechnology.

organes isolés, sans cible moléculaire,
conduisant a des relations structure-
activité empiriques englobant un grand
nombre de paramétres complexes. C'est
I"intuition du chimiste médicinal qui
guidait les programmes de synthése.

Avec les progres réalisés dans la
compréhension des mécanismes biochi-
miques et dans la définition des cibles
et gréce a |’ apport de la biologie struc-
turale, on est entré dans |’ ére de la
pharmacologie moléculaire. La cristal-
lographie, la résonance magnétique
nucléaire, la modélisation moléculaire,
plus récemment |la spectrométrie de
masse permettent d’ atteindre la struc-
ture tridimensionnelle des macromol é-
cules et d'étudier leur dynamique et
leurs interactions. La conception ration-
nelle de principes actifs, faisant appel a
un raisonnement chimique sophistiqué,
est devenue possible et a suscité
beaucoup d’espoirs. Au lieu de fabri-
quer plus ou moins a |’ aveugle des mil-
liers de molécules, on allait pouvoir
aller droit au but et faire I’économie
d’un grand nombre de syntheses impro-
ductives.

Malgré quelques exemples spectacu-
laires de médicaments ou de produits
phytosanitaires élaborés gréce a cette
démarche rationnelle, largement utilisés
par les enseignants pour motiver les
futurs chercheurs, force est de constater
que les résultats en terme de molécules
utiles, ne sont pas directement corrélés
aux investissements intellectuels
consentis. Il est vrai que, par cette
approche, « on ne trouve que ce que
I”on cherche », car on raisonne par rap-
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port au ligand naturel de la macromolé-
cule cible, en termes de forme ou de
réactivité. On ne congoit pas, a priori,
les structures extrémement complexes
des produits naturels et I’on n’aurait,
par exemple, jamais imaginé le taxol.
Et pourtant, les activités découvertes
« par hasard » font souvent faire des
sauts qualitatifs importants en termes
d’innovation et également de compré-
hension mécanistique.

Il faut aussi se méfier des « dogmes
mécanistiques ». C'est ce qu'illustre
trés bien, par exemple, le cas des hor-
mones stéroides. Découvertes dans les
années 30, elles ont fait I’ objet d'un
nombre incroyable de modifications
chimiques et d’ études biologiques plus
ou moins empiriques, ce qui a abouti
aux succes que I'on sait avec la mise
sur le marché des corticoides, des diffé-
rentes pilules etc. Ce n'est qu’ ensuite
gue I'on a découvert leurs cibles molé-
culaires qui sont des récepteurs situés
dans le noyau de la cellule, le complexe
stéroide-récepteur régulant la biosyn-
thése de certaines protéines. Les struc-
tures cristallines de cette famille de
récepteurs viennent d’ étre établies et
une nouvelle ére de « conception
rationnelle » est en train de s ouvrir.
Mais, voici que |I’on découvre que
nombre de « réponses rapides » aux sté-
roides ne peuvent s expliquer via leurs
interactions avec les récepteurs
nucléaires...

Le débat sur les mérites relatifs de
I"approche rationnelle et du screening
systématique a été relancé, avec acuité
ces derniéres années, avec |’ avénement
de la chimie combinatoire et des tests &
haut débit s'appuyant sur la robotisa-
tion. Il s'agit d' accéder rapidement au
plus grand nombre de molécules pos-
sible, souvent testées d’'abord en
mélanges. L’industrie pharmaceutique
S est engagée afond dans cette voie.

Est-ceadirequ’il n'y aplus de place
pour la recherche mécanistique en
dehors d'un légitime besoin de
recherche fondamentale ? Il s'agit d’un
faux débat et il n’est pas question, per-
sonne n'y songe sérieusement, de
retourner au Moyen-Age de la chimie
médicinale. Les deux approches doi-
vent étre utilisées en méme temps de
maniére interactive, leur poids relatif
dépendant du probléme abordé et du
degré de définition de la cible. C'est ce

gue les quelques exemples développés
ci-dessous vont tenter d’illustrer. Ils
sont volontairement choisis dans des
domaines différents (pharmacochimie,
toxicologie, biotechnologie), afin de
montrer |’ universalité de la démarche,
guel que soit le secteur concerné des
sciences de lavie.

La chimiothérapie du sida :
un exemple de démarche
de recherche

Méme si nous attendons tous avec
anxiété les progres de la lutte contre le
virus du sida (syndrome immuno défi-
citaire acquis), le VIH (virus de
I"immunodéficience humaine), force est
de constater que les résultats déja obte-
nus, aboutissant a la trithérapie [2],
I"ont été en un temps record au vu de
I’ échelle de temps généralement néces-
saire ala découverte d’' un médicament.

En effet, c'est en 1981-1982 que la
maladie est officiellement connue et
désignée sous le nom de sida et en 1983
que le virus responsable, le VIH, a été
identifié. En 1985, tous ses genes
étaient séquencés. Dés 1985, la proté-
ase a été repérée comme une bonne
cible et en 1988 elle était disponible,
soit par clonage, soit par synthese chi-
mique. Sa structure cristallographique a
été résolue en 1989. Les premiers inhi-
biteurs efficaces ont été obtenus en
1990 et la mise sur le marché des anti-
protéases actuellement utilisées date de
1995. L'AZT, quant alui, a été autorisé
dées 1987.

Comment est-on arrivé si vite ? Il y a
plusieurs raisons a cela. Tout d abord,
I’agent infectieux est une entité relative-
ment simple. |l appartient a la famille
des rétrovirus dont le mécanisme de
réplication est assez bien connu, au
moins dans ses grandes lignes et des
cibles biologiques ont pu étre définies
assez aisement. 1l s'agit en I’ occurrence :

« de la transcriptase inverse (TI),
I’enzyme qui permet de transférer
I'information génétique du virus, stoc-
kée sous forme d' acide ribonucléique,
en acide désoxyribonucléique qui peut
sintégrer dans le génome de la cellule
hote ;

« de la protéase qui découpe un cer-
tain nombre de protéines virales synthé-
tisées par la cellule héte en fragments

fonctionnels nécessaires a la formation
d’ un nouveau virus.

La trithérapie associe deux molé-
cules qui sont des inhibiteurs de la Tl,
dont I'AZT, et un inhibiteur de la pro-
téase. Il est intéressant de se pencher
sur la fagcon dont on est arrivé a ces
outils thérapeutiques qui relévent en
fait de deux démarches différentes.

L'AZT est le produit d' une phar-
macochimie classique. Il a été synthé-
tisé pour la premiére fois en 1964, dans
le cadre d’ études de réactivité, puis
testé sur divers systémes parmi de nom-
breux autres analogues de nucléosides.
En 1974, on a observé qu'il inhibait la
réplication d'un rétrovirus. C'est donc
tout a fait logiquement qu’il a été testé
sur des cellules infectées par le VIH et
trouvé efficace en 1985.

C’est un inhibiteur de la Tl dont le
mécanisme d’ action est assez évident. Il
suffit de regarder la formule pour voir
qu'il s'agit d’'un terminateur de chaine.
A partir de ce concept de base, d’ autres
analogues ont été préparés et certains
sont également sur le marché (ddl,
ddC...) (figure 1). La structure tridi-
mensionnelle de la Tl n’est parue qu’en
1992 [3]. On peut maintenant affiner la
conception des inhibiteurs, mais
I’essentiel a été trouvé avant et ceci
illustre bien le potentiel de la phar-
macochimie classique.

La mise au point des antiprotéases
reléve d’'une tout autre démarche et
repose sur une approche trées rationnelle
basée sur |’ expérience acquise avec
diverses familles de protéases [2a]. Ce
sont des enzymes hien connues qui
fonctionnent selon un mécanisme
simple puisgu’il s'agit tout simplement
de I’hydrolyse d'une liaison peptidique
dont le mécanisme est représenté sur la
figure 2. C'est certainement la famille
d’enzymes sur laguelle on arecuellli le
plus grand nombre de données structu-
rales et mécanistiques. On classe les
protéases en familles d’ aprés leurs
mécanismes d’ action ; des réactifs et
des inhibiteurs spécifiques de chacune
d elles ont été développés.

Il a donc été trés facile de caracté-
riser la protéase du VIH et de montrer
qu'’ elle appartient au groupe des « pro-
téases acides » ou « aspartyl pro-
téases ». Gréce atoutes les études anté-
rieures, on connait bien le mécanisme
des enzymes de cette famille et on
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Figure 2 - La statine mime |’intermédiaire de |’ hydrolyse d’ une liaison peptidique.

savait d'emblée quel type d'inhibiteur
viser. Les meilleurs ont été congus par
analogie avec un produit naturel, la
pepstatine. Ce produit isolé a partir de
cultures de micro-organismes s’ est
révélé étre un inhibiteur de la rénine,
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une autre aspartyl protéase impliquée
dans la boucle de contréle de la pres-
sion artérielle qui a, par conséquent, fait
I’ objet de nombreuses études.

En essayant de comprendre I’ origine
de ce pouvoir inhibiteur de la pepstatine

découvert par criblage, on s apercoit
gu'elle contient un acide aminé « exo-
tique » la statine et on a trés vite sup-
posé que sa structure mimait celle de
I"intermédiaire réactionnel produit au
cours de I’ hydrolyse du substrat (figure
2). Des approches théoriques permet-
tent en effet de prévoir qu’ une structure
proche de celle d’un intermédiaire réac-
tionnel de haute énergie doit conduire a
un inhibiteur possédant une trés bonne
affinité pour I'enzyme. L’ analogie entre
la statine et I"'intermédiaire est impar-
faite, cependant de nombreuses struc-
tures cristallines de complexes de pro-
téases acides avec des inhibiteurs de ce
type ont montreé qu’ils étaient bien posi-
tionnés comme prévu, ¢’ est-a-dire avec
le groupe OH situé a I’endroit attendu
pour I'un des OH de I'intermédiaire
(figure 2). On trouve dans la littérature
de nombreux exemples montrant la
fécondité de cette combinaison de
hasard et d' approche rationnelle.

Pour revenir a la protéase du VIH, il
falait guster la nature des groupes situés
autour du motif central de maniére & obte-
nir la meilleure affinité possible entre
I"inhibiteur et I'enzyme. La structure tridi-
mensionnelle de celle-ci éant disponible,
il aété possible de concevoir « sur écran »
des structures a priori affines... Il a ensui-
te fdlu en synthétiser un certain nombre
et les tester... Les structures des antipro-
téases utilisées actuellement en trithérapie
sont représentées sur la figure 3. On voit
gue toutes contiennent le motif central (-
amino-alcool.

Chacun sait que la lutte n’ est pas ter-
minée. Le virus deviendra probable-
ment résistant et il faut concevoir
d’autres inhibiteurs, en faisant appel
aux mémes concepts, ou a d’autres...
Bien évidemment, on s attaque en
méme temps a d’ autres cibles.

Vers une toxicologie prédictive
par la compréhension
des mécanismes chimiques

La toxicité d'un composé, qu'il
s agisse des molécules issues de notre
environnement, apportées par la nourri-
ture ou des médicaments ou produits
phytosanitaires potentiels, est souvent
due a la métabolisation des dites molé-
cules qui les transforme en espéces dont
laréactivité chimique est accrue.
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Figure 3 - Les antiprotéases.

Les tests de toxicité ont longtemps
été faitsin vivo sur animal, conduisant &
une toxicologie principalement descrip-
tive. Comme le souligne un récent rap-
port de I’ Académie des sciences [4], les
limitations prévisibles de I’ expérimenta-
tion animale et la lourdeur des essais
exigent, d’'une part, la mise au point de
méthodes alter natives utilisant par
exemple des cultures de cellules
humaines ou des protéines humaines
recombinantes et, d’autre part, le déve-
loppement d’ une toxicologie de plus en
plus explicative et prédictive. Il faut
évaluer le risque al’ avance et ceci exige
beaucoup de rationnel. On entre de
plain-pied dans les études de mécanisme
basées sur |I’enzymologie. La aussi, le
(bio)chimiste aun grand role ajouer.

La connaissance de la réactivité
intrinseque des molécules, la prévision
de leur comportement vis-a-vis des
principaux enzymes de métabolisation
sont indispensables et il faudrait arriver
a établir des relations structure molécu-
laire/(hépato)toxicité.

La toxicité peut étre directe, ' est-a
dire que le métabolite réactif peut se
fixer de maniére covalente a une proté-
ine ou a un acide nucléque, entrainant
leur inactivation et on peut générale-
ment la détecter lors des essais sur
I’animal. Elle peut étre aussi d ordre
immuno-allergique et dépendante de
I"individu : le médicament, ou plus

généralement un de ses métabolites,
peut, de la méme maniére, se coupler a
une protéine, la rendant antigénique et
provoquant la sécrétion d’auto-anti-
corps. Dans cette derniére situation, le
systéme immunitaire humain joue un
réle clé et on ne dispose pas de modéles
animaux. La rationalisation du phéno-
meéne est alors absolument indispen-
sable.

C’est ainsi qu’un anesthésique,
I” hal othane, a montré une toxicité hépa-
tique importante, dont le mécanisme a
été bien étudié (figure 4) [5]. L’ halotha
ne est d’abord hydroxylé par un cyto-
chrome P450 en un produit instable qui
se décompose en halogénure de tri-
fluoroacétyle, responsable de la trifluo-
roacétylation d'une protéine. Cette pro-
téine trifluoroacétylée devient antigé-
nique et provoque des réactions auto-
immunes chez le patient. Ceci étant

compris, il ne reste plus... qu’'a conce-
voir des analogues de |’ halothane qui
conservent les propriétés anesthésiques
et ne peuvent pas subir cette transfor-
mation ou qui sont métabolisés beau-
coup plus lentement.

Un autre exemple intéressant concer-
ne I’acide tiénilique (AT) (figure 5),
un diurétique qui a da étre retiré du
marché a cause de ses effets secon-
daires hépatotoxiques. Aucun effet
n'avait été observé au cours des tests
sur animaux lors des essais précliniques
et de nombreuses observations indi-
quent qu'il s agit d’'une toxicité d’ origi-
ne auto-immunel. Par contre son iso-
mere (ATI) qui correspond a un simple
déplacement du substituant du thio-
phéne de la position 2 a la position 3
présente, quant a lui, une toxicité direc-
te mise en évidence chez lerat.

Une interprétation convaincante a
été proposée [6] pour rationaliser ces
comportements. Les deux composés
seraient activés par un cytochrome
P450 en métabolites réactifs (les sul-
foxydes de thiophéne correspondants,
électrophiles puissants) qui peuvent se
lier de maniére covalente a la protéine
par attague d’un nucléophile. Il se trou-
ve que la position de la chaine latérale
influence laréactivité : le site d' attaque
est le carbone 5 dans le cas de I'acide
tiénilique et le carbone 2 dans le cas
de son isomére. Le cytochrome P450
qui posséde un site d' attaque proche du
carbone 5 peut se lier au métabolite de
AT et devenir immunogéne. Par contre
ATI activé ne peut réagir, pour des rai-
sons géomeétriques, avec la protéine qui
I"a produit. Il s échappe et va se lier de
maniére non spécifique a d' autres pro-
téines hépatiques provoquant la toxicité
directe.

C’'est en multipliant les études de ce
type que I’on parviendra, au simple

OH
CFQ—C

/CI P4so
CFa—CH ——
Br
Halothane
Prot—NH
& Prot—NH—C—CF4

o}
Ct ||
CF3— Cc—X
Br

Figure 4 - Le mécanisme de la toxicité de |’ halothane.
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Figure5 - Le métabolisme de I’ acide thiénylique.

examen de la structure des molécules, a
prévoir avec un certain degré de
confiance la toxicité d'un principe actif
et donc a évaluer le risque a priori et
a faire entrer le raisonnement dés le
stade de la recherche d’une nouvelle
substance active.

En biotechnologie aussi,
il faut comprendre
les mécanismes

La biotine, une vitamine principale-
ment utilisée en alimentation animale et
en cosmétologie, est actuellement fabri-
guée industriellement par synthése chi-
mique. Elle est produite naturellement
par les micro-organismes et les plantes,
mais en trés faibles quantités et des
efforts considérables ont été déployés
dans I'industrie depuis une quinzaine
d’années pour |’ obtenir par fermenta-
tion & I’aide de bactéries recombi-
nantes. Ceci supposait I'identification
des génes codant pour les enzymes
impliquées et les recherches génétiques
ont été conduites avec succés. Des
souches bactériennes surexprimant lar-
gement les protéines visées ont été
construites par différents groupes®. On
a annoncé (Le Monde du 2/12/87)
gu’ un systéme de production microbio-
logique de biotine venait d étre mis au
point. Et pourtant, on n'a jamais obtenu
la production de biotine & un niveau
intéressant, malgré les nombreuses ten-
tatives de mise au point au niveau de la
fermentation.
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La difficulté vient, entre autre, de ce
gue deux étapes de cette voie de bio-
synthése étaient encore incomprises
(figure 6). L’ origine métabolique du
précurseur, le pimeloyl CoA, une molé-
cule pourtant fort simple, n’était pas
établie et ne |’ est toujours pas...

La derniére étape (formation du
cycle tétrahydrothiopheéne), quant a
elle, représentait une véritable énigme
mécanistique. Elle commence a étre
décryptée et s'avéere d’ une extraordi-
naire complexité [7]. Il a été montré
gue, outre la protéine spécifique qui
avait été identifiée initialement, la bioti-
ne synthase, plusieurs autres protéines
étaient impliquées, protéines normale-
ment présentes chez tous les micro-
organismes qui ne sont pas surexpri-
meées dans les souches recombinantes
utilisées. Mais, plus grave encore, il
vient d’étre montré que I’ enzyme était
substrat de la réaction en méme temps
que catalyseur. En effet, des recherches
mécanistiques mettant en jeu I'arsena
chimique nécessaire a ce genre d’ études
(marquage isotopique, synthése d'inter-
meédiaires postulés, cinétique) ont mon-
tré que le centre [Fe-§] contenu dans la

biotine synthase était |a source de
soufre pour la biotine. Il doit donc a
chague tour se reconstituer pour que
I’ enzyme puisse fonctionner.

Ces résultats doivent a I’ évidence
étre pris en compte s I’on veut aboutir
a des souches plus performantes...

*

* *

Ces quelques exemples choisis arbi-
trairement parmi une multitude possible
montrent, je I’ espére clairement, d’'une
part, que le débat « approche ration-
nelle ou screening systématique » est
un faux débat et, d’'autre part, que le
réle du chimiste face aux problémes
posés par la biologie va bien au-dela de
celui d’'un pourvoyeur de molécules....

Notes

IProduction o anticorps par une protéine
du soi modifiée par ladrogue.

2La méthode consiste a introduire dans
une souche bactérienne de nombreuses
copies des génes qui codent pour les
enzymes nécessaires a la biosynthése. Ces
protéines seront alors produites en quantités
« anormalement » élevées. L’ augmentation
de la concentration de « catalyseur » doit
augmenter la vitesse de réaction et la pro-
duction du produit recherché.
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