Chimie combinatoire
et nouveaux méedicaments

MATTHEW PLUNKETT = JONATHAN ELLMAN

Gréce a cette nouvelle technique, on fabrique rapidement
de nombreuses molécules de structures apparentées, accélérant ainsi
la découverte de médicaments potentiels.

our combattre les maladies, le sys-
teme immunitaire fabrique des
protéines, les anticorps, qui neu-
tralisent les micro-organismes
envahisseurs ; plus d"un milliard d’an-
ticorps peuvent étre synthétisés par des
combinaisons variées des divers genes
qui codent les parties de ces anticorps.
Pourtant le systeme immunitaire ne
fabrique pas de nouveaux anticorps
chaque fois qu'il est confronté a un nou-
vel agent pathogene. Il crible tous les
anticorps disponibles, sélectionne
les plus efficaces et les fabrique
en grande quantité. Pour trouver
de nouvelles molécules théra-
peutiques, les chimistes ont
décidé de suivre cet exemple : la
chimie combinatoire qu’ils ont
récemment mise au point syn-
thétise de nombreux composés
apparentés dont on évalue ensuite
I'éventuel pouvoir thérapeutique.
La méthode differe notable-
ment de celle qu’utilisaient jus-
qu’a présent les laboratoires
pharmaceutiques : la recherche
systématique d'une activité bio-
logique dans des composés de
synthese et dans toutes les
substances d’origine naturelle,
par exemple extraites de bacté-
ries ou de plantes. Quand on
identifie une substance intéres-
sante, qui constitue alors une «téte
de série», les chimistes modifient
pas a pas la structure, vérifiant
systématiquement comment évo-
luent les propriétés chimiques
et biologiques de la molécule.
L'efficacité et la sécurité des
composés ainsi obtenus sont
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généralement correctes, mais, pour un
médicament qui est mis sur le marché,
des milliers d’autres sont élaborés, puis
abandonnés. Cette méthode estlongue
et cotiteuse : il faut plusieurs années
de travail et des centaines de millions
de francs pour passer d’une téte de
série a un médicament commercialisé.

La méthode a été améliorée par la
mise au point de tests rapides et fiables
d’évaluation de I'efficacité et de la toxi-
cité ; en outre, on sait mieux aujour-

1. LE MELANGE aléatoire de sous-unités moléculaires est le
fondement de la chimie combinatoire. Cette méthode per-
met de synthétiser rapidement d’innombrables molécules.
Un robot (ci-dessus) répartit dans des tubes a essai (ci-des-
sus et a droite) les sous-unités qui réagissent pour former
une grande variété de molécules.

d’hui prévoir comment évoluera l'ac-
tivité biologique d’une molécule en
fonction des modifications imposées a
sa structure. Toutefois, a mesure que
la médecine progresse, la demande
de médicaments s’accélere. Les biolo-
gistes demandent toujours plus de
molécules a tester et des tétes de série
qui nécessitent de moins en moins de
modifications.

La bonne
combinaison

La chimie combinatoire répond
a ces exigences, en produi-
sant rapidement des millions
de molécules de structures
apparentées. Il ne s’agit pas de
molécules quelconques, car les
chimistes sélectionnent celles
qu’ils font réagir, afin d’obte-
nir les propriétés voulues. Le
criblage des molécules obte-
nues révele les plus actives :
la chimie combinatoire fournit
des médicaments potentiels,
disponibles pour les tests cli-
niques beaucoup plus rapide-
ment qu’auparavant et a un
cott inférieur.

Les collections, ou ban-
ques, combinatoires de pro-
duits a cribler s’obtiennent
facilement : on utilise des réac-
tions standards pour assem-
bler des éléments constitutifs
sélectionnés de fagon aussi
variée que possible. Consi-
dérons, par exemple, quatre
molécules, A1, A2, Bl et B2.
Les molécules Al et A2, dont
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les structures sont voisines, appar-
tiennent a une méme classe de com-
posés ; Bl et B2 a une deuxieme classe.
Supposons que les composés de type
A puissent réagir avec les composés
de type B et former de nouvelles molé-
cules dont on a toute raison de croire
que certaines auraient une efficacité
thérapeutique. La chimie combina-
toire permet de construire toutes les
combinaisons possibles : A1-B1, Al-
B2, A2-B1 et A2-B2.

Naturellement, les chimistes utili-
sent beaucoup plus de deux molécules
par famille. Soit 30 molécules de struc-
ture proche ayant toutes un groupe
amine (-NH,), par exemple, et 30 molé-
cules portant un acide carboxylique
(-CO,H). Dans des conditions appro-
priées, la réaction des amines et des
acides forme de nouvelles molécules,
nommées amides (elles ont un groupe
—CONH-). La réaction des 30 amines
et des 30 acides donne au total 30 x 30,
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La synthéese en paralléele

Etape 1

On part d’'une feuille de plastique moulée (une
plaque de microtitrage) comportant des puits ;
les puits sont partiellement remplis avec une solu-
tion contenant des billes de polystyrene inertes
(les cercles gris). Les plaques de microtitrage ont
généralement 8 rangées et 12 colonnes, soit 96
puits ; on n'a représenté ici que le coin supé-
rieur gauche de la plaque.

Etape 2

On ajoute une premiére série de molécules —celles
de la classe A (les carrés) — aux billes, en met-
tant les molécules Al dans la premiére rangee,
les molécules A2 dans la deuxieme rangée, et
ainsi de suite. Apres avoir ajouté la premiére classe
de molécules, on filtre le contenu de chaque puits
afin d’éliminer toutes les molécules qui ne se sont
pas fixées aux billes.

Etape 3

On ajoute la deuxiéme série de molécules — celle
de laclasse B (les triangles) —dans les colonnes :
les molécules B1 dans la premiére colonne, les
molécules B2 dans la deuxieme, etc. Comme dans
I'étape 2, on élimine les réactifs en exces.

Etape 4

Quand la banque des 96 produits est achevée, on
détache les produits obtenus de leur support
solide, afin d’en tester I'activité biologique.
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soit 900 combinaisons différentes. Si
I’on effectue une réaction avec 30 molé-
cules d’une troisiéme série, le nombre
total de combinaisons sera égal a27 000
(30 x 30 x 30). Et avec plus de 30 molé-
cules dans chaque série, le nombre de
combinaisons augmente rapidement.

Les chimistes disposent de deux
techniques combinatoires : la premiere,
la synthese en parallele, a été élabo-
rée au milieu des années 1980 par Mario
Geysen, des Laboratoires Glaxo Well-
come ; la seconde, la synthese par
mélange et répartition, a été mise au
point ala fin des années 1980 par Arpad
Furkan, du Laboratoire Advanced Chem-
Tech, a Louisville.

Initialement, M. Geysen utilisait
la synthese en parallele pour identifier
rapidement le site de fixation d'une
protéine a un anticorps. Il fabriquait
des fragments de protéine, ou peptides,
en combinant plusieurs acides aminés
(les protéines et les peptides sont des
enchafnements d’acides aminés). En
réalisant des dizaines, voire des cen-
taines de réactions simultanées, puis
en vérifiant si les peptides obtenus se
liaient a un anticorps sélectionné, il
repéra rapidement les peptides actifs
parmi une multitude de molécules.

Dans une synthese en paralléle, tous
les couples de réactifs sont préparés
séparément : les chimistes les placent
souvent dans des plaques de microti-
trage, c’est-a-dire des feuilles de plas-
tique moulées, comportant huit rangées
de douze petits puits ; chaque puits
recoit les quelques millilitres de solu-
tion ott auront lieu les réactions. Cet
agencement en lignes et en colonnes
facilite I'identification des constituants
combinés et celle des composés pré-
sents dans les puits.

Sil’on veut produire, par exemple,
une série d’amides en combinant huit
amines différentes et douze acides car-
boxyliques, comme on I'a décrit pré-
cédemment, on place une solution
contenant la premiere amine dans les
puits de la premiere rangée, une solu-
tion de la deuxieme amine dans les puits
dela deuxieme rangée, et ainsi de suite.
Puis on ajoute un des acides dans les
puits de la premiere colonne, un autre
acide dans les puits de la deuxiéme
colonne, et ainsi de suitejusqu’a la der-
niéere colonne. Ainsi, a partir de 20 molé-
cules différentes seulement, on obtient
une banque de 96 produits.

Les chimistes commencent souvent
une synthese combinatoire en fixant la
premiére série de molécules réactives
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sur des supports solides, telles des billes
microscopiques de polystyréne, chi-
miquement inertes. Apres chaque réac-
tion, on élimine par lavage les réactifs
qui n’ont pas réagi et qui restent en
solution, et I’on ne conserve que les
produits fixés sur les billes. Cette tech-
nique impose que I'on fixe les réactifs
sur les billes, puis qu’on détache les
produits de la réaction ; toutefois, la
facilité dela purification compense les
éventuelles difficultés posées par ces
deux opérations.

Aujourd’hui, dans de nombreux
laboratoires, le travail routinier de la
synthése en parallele est automatisé :
des robots déposent les réactifs dans
les puits appropriés. La méthode est
ainsi plus précise et moins fastidieuse.
Les chercheurs de la Société Parke-Davis
avaient construit le premier systeme
automatisé pour la syntheése en paral-
lele, qui permettait I’obtention simul-
tanée de 40 composés ; aujourd’hui, un
robot de la Société Ontogen fabrique
jusqu’a 1 000 molécules par jour. La
durée d’une synthese en parallele
dépend du nombre de composés obte-
nus et, en raison des limitations pra-
tiques, on produit des banques de
quelques dizaines de milliers de com-
posés au plus par cette méthode.

La synthese
par mélange et répartition

Contrairement a la synthese en paral-
lele, ot chaque composé reste dans son
propre puits, la synthése par mélange
et répartition brasse des produits qui
se ressemblent dans un méme tube a
essai. On réduit ainsile nombre de tubes
a essai nécessaires tout en augmen-
tant le nombre des produits obtenus
(on peut en obtenir plusieurs millions).
En contrepartie, I'identification de tous
ces produits et la mesure de leur acti-
vité biologique sont tres difficiles.
Supposons que trois groupes de
molécules A, B et C soient respective-
ment composés de trois molécules (A1,
A2, A3;B1, B2,B3; C1, C2, C3). Dans
un récipient, on fixe les molécules Al
sur des billes de polystyrene ; dans
un deuxiéme récipient, on place les
molécules A2 et, dans le troisieme, les
molécules A3. On réunit alors toutes
les billes portant des molécules A dans
un méme récipient, on les mélange,
puis on divise le mélange en trois
parties égales : chaque récipient
contient un mélange des trois compo-
sés A. Puis on ajoute les molécules B1
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dans le premier récipient, les molécules
B2 dans le deuxieme et les molécules
B3 dans le troisieme. Apres avoir
recommencé les mémes manipulations
etintroduitles molécules C, on obtient
27 composés différents. On procede
ainsi par divisions successives, car, si
I'on mélangeait tous les composés en
une seule fois, seuls ceux qui réagis-
sent le plus vite se fixeraient, les autres
ne réagiraient pas.

Pour isoler la molécule la plus
efficace, on teste d’abord toutes les com-
binaisons et 1’on détermine celle qui a
'activité biologique recherchée la
meilleure.

Plusieurs laboratoires pharma-
ceutiques ont automatisé la méthode
de synthese par mélange et réparti-
tion. L'un des premiers robots, celui
de la Société Chiron fabrique des mil-
lions de molécules en quelques
semaines : il délivre les produits chi-
miques et les mélange, et répartit les
billes de polystyrene.

La principale difficulté de cette
méthode reste'identification d'un com-
posé actif parmi des milliers d’autres.
Kit Lam, de 'Université d’Arizona, a
surmonté cet obstacle, car il a remar-
qué qu’a la fin d’une synthese de ce
type, toutes les molécules fixées sur une

Etape 1

Dans des tubes a essai, on place une suspension
de billes de polystyréne inertes (les cercles gris).
Pour simplifier, on n’a indiqué sur cette figure que
trois tubes, mais on peut en utiliser des dizaines.
On ajoute une premiére série de molécules — la
classe A (les carrés) — dans les tubes, a raison
d’un type moléculaire par tube.

Etape 2
On regroupe le contenu des trois tubes.

Etape 3

On partage le mélange en trois. Puis on ajoute la
deuxiéme série de molécules —la classe B (les tri-
angles) —en plagant les molécules B1 dans le pre-
mier tube, les molécules B2 dans le deuxieme,
etc. On répéte les étapes 1, 2 et 3 autant de fois
que nécessaire, selon le nombre de sous-unités
qui doivent étre ajoutées.

Etape 4

On sépare les hilles des réactifs qui n'ont pas réagi,
puis on détache des billes les produits formés. Les
chercheurs testent souvent I'activité biologique du
mélange de chaque tube afin de déterminer I'acti-
vité biologique moyenne. Comme tous les mélanges
sont identiques, au début de I'étape 3, on déter-
mine quel est le mélange le plus actif : si c’est le
tube oui 'on aajouté B2, on recommence la synthése
en ajoutant seulement des molécules B2 aux com-
posés A. On détermine ensuite quelle est la combi-
naison A-B2 la plus active biologiquement.

La synthese par mélange et répartition
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