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Mise au point

Les progreés récents dans la connaissance de la structure
de la transcriptase inverse du virus d’immunodéficience humaine
suggerent-ils la conception et la synthése de nouveaux inhibiteurs
de ’enzyme et de nouvelles drogues anti sida ?
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Summary — This short review is intended for synthetic organic or bioorganic chemists who are interested in new strategies in
the design of inhibitors of human immunodeficiency virus (HIV) reverse transcriptase (RT) as anti-AIDS drugs. Following the
presentation of RT and its already known inhibitors, recent advances in the knowledge of the structure and the mechanism
of this key viral enzyme in its heterodimeric form are described. In the last part of the review, new methods in the design
of enzyme inhibitors directly inspired from the recently disclosed structure of RT are presented, eg, bi-ligand inhibitors, or

inhibitors of heterodimer formation.

HIV/ reverse transcriptase / structure / inhibitor design

Introduction

Le virus d’immunodéficience humaine (VIH) est I’agent
étiologique responsable du syndrome d’immunodéfi-
cience acquise (sida). C’est un rétrovirus de la famille
des lentivirus dont 'information génétique est encodée
dans un ARN monobrin (acide ribonucléique) qui est
introduit dans la cellule héte (lymphocytes T) durant
Pinfection. Pour sa reproduction (réplication), le vi-
rus utilise la «machinerie» biochimique cellulaire mais
aussi, dans les premiéres étapes du cycle, des enzymes
virales introduites dans la cellule lors de l'infection. La
protéine virale essentielle, nécessaire au début du cy-
cle de reproduction du virus, s’appelle la transcriptase
inverse (RT*) car elle catalyse la transformation du po-
lymeére d’ARN viral en polymere d’ADN (acide désoxy-
ribonucléique) complémentaire qui sera ensuite intégré
dans 'ADN de la cellule hote afin de maintenir 'état
persistant de 'infection. Cette transformation est de na-
ture inverse & celle observée le plus souvent, c¢’est a dire
la transformation de ’ADN en ARN messager (trans-

* Le sigle RT accepté internationalement désigne ici la
transcriptase inverse du virus d’'immunodéficience humaine
numéro 1 (VIH-1) : il est constitué des initiales du nom
anglais «reverse transcriptase».

cription). La complémentarité entre ARN viral et ADN
viral dont il est question ici est naturellement celle exis-
tant entre les hétérocycles (bases) des nucléotides com-
posant les polymeres ARN ou ADN, c’est & dire entre
'adénosine et la thymidine (ou 'uridine) (A-T ou A-U)
et entre la guanosine et la cytidine (G-C).

Son origine virale et sa localisation dans le cyto-
plasme de la cellule hote différencient a priori la RT des
ADN polymérases cellulaires des animaux supérieurs.
Elle constitue donc une cible de choix en thérapie anti
sida : on peut en effet espérer que les inhibiteurs de
I'enzyme virale ne soient pas actifs sur les polymérases
cellulaires nécessaires aux cellules.

Avant 1992, la conception des inhibiteurs potentiels
de la RT tenait compte uniquement des types de réac-
tions catalysées par I’enzyme. Ainsi, des analogues de
nucléosides sans groupement OH en position 3’ (fig 1)
induisent un avortement de la synthese de ’ADN viral
s’ils sont intégrés dans le polymeére. Des tests d’évalua-
tion in vitro mettant en ceuvre des cellules infectées sont
ensuite nécessaires pour choisir les meilleurs composés
du point de vue de 'inhibition du VIH et de la toxicité
cellulaire. De nombreux analogues ont été ainsi étudiés,
en particulier ceux qui sont actuellement officiellement
approuvés : AZT, ddI, ddC, d4T (fig 1 et 3). Malheureu-
sement, les résultats des évaluations, s’ils sont négatifs,
ne donnent pas beaucoup d’indications sur la maniere
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Fig 1

de modifier les structures des analogues de nucléosides
dans le but de rendre I'inhibition plus efficace. Cette
approche est donc par essence aléatoire.

La détermination tres récente (par diffraction aux
rayons X) de la structure tridimensionnelle de la trans-
criptase inverse du VIH-1 complexée avec divers ligands
(Kohlstaedt et al, 1992; Jacobo-Molina et al, 1993; cf
Ref 13 et 15) ouvre, de I'avis de tous les spécialistes, de
nouvelles perspectives notamment en ce qui concerne la
connaissance des sites actifs de I’enzyme et des points de
contact entre la protéine et ses ligands. L’objet de cette
mise au point est de présenter de maniere trés concise
I’état des connaissances actuelles sur la RT ainsi que les
différentes stratégies d’inhibition existantes ou prévisi-
bles d’apres les récentes évolutions dans la connaissance
de sa structure tridimensionnelle.

Réactions catalysées par la RT dans la reproduc-
tion du virus

Dans la transformation de 'ARN viral monobrin (un
seul polymere) en un duplex d’ADN (deux brins
complémentaires appariés) intégrable dans 'ADN cel-
lulaire, la RT catalyse trois réactions essentielles selon
un mécanisme ordonné (fig 2) [1].

Il s’agit d’abord de la synthése d’'un ADN (appelé
(—)ADN) complémentaire de PARN viral. Le processus
catalytique exige la présence de quatre substrats (les
5-triphosphates des quatre 2'-désoxynucléosides natu-
rels) et d’un oligonucléotide amorce, qui se complexe &
PARN servant de matrice. Dans le complexe d’initiation
de la syntheése du polymere (—)ADN, cette amorce est
constituée par une partie d'un ARN de transfert cel-
lulaire (tRNAW™S), La réaction chimique catalysée est
une attaque nucléophile par le groupement 3’-OH &
Pextrémité de I'amorce vers le phosphore o du groupe-
ment 5’-triphosphate des substrats. Le résultat de cette
substitution avec inversion de la configuration de Pa
est la formation de la liaison 3'O-Pa-5'0 et 'expulsion
d’un ion pyrophosphate (fig 2). Ce processus effectué.
la catalyse se poursuit par I'incorporation du nucléotide
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complémentaire du prochain nucléotide libre sur la ma-
trice, etc... Il s’agit de Uactivité ADN polymérase ARN
dépendante de la RT.

La deuxiéme réaction catalysée par la RT est ’hydro-
lyse en oligonucléotides courts de la partie de la matrice
(ARN viral) complexée (hybridée) avec le polymeére
(—)ADN : il ’agit de ['activité ribonucléase H (pour hy-
bride) de la RT. Apres cette hydrolyse, un oligonucléo-
tide court reste apparié au (—)ADN et sert d’amorce &
la synthése ultérieure d’'un ADN complémentaire.

La troisieme réaction catalysée est la synthese du
polymere (+)ADN complémentaire du (—)ADN : le
duplex proviral (—=)ADN/(+)ADN sera ensuite intégré
dans les chromosomes de la cellule héte. Cette étape
de synthése de 'ADN correspond & [’activité ADN
polymérase ADN dépendante de la RT.

Cette présentation tres simplifiée ne doit pas occulter
le fait que I'ensemble du processus est tres complexe.
De nombreuses études cinétiques ou a 1’équilibre ont
été réalisées en utilisant par exemple la radioactivité ou
la fluorescence. Pour donner une idée de la complexité
de la réaction, un mécanisme simplifié d’un seul cycle
d’incorporation est donné dans le schéma ci-dessous [2] :

M/An Nu
RT =" RT-M/An = RT . M/An.NuTP
(Kdy) (Kd2)

-PP
—— RT - M/An + 1 — RT + M/An + 1
(k1) (k)

M/An: Duplex Matrice/Amorce a n nucléotides,

NuTP : 5-Triphosphate d’un désoxynucléoside ou d’un analo-
gue,

Kd; : Constante de dissociation du complexe RT et M/An,

Kd» : Constante de dissociation du complexe binaire précédent
et NuTP,



ki : Constante de vitesse d'incorporation du (n+1)iéme
nucléotide a I'extrémité 3’ de I'amorce,
ko : Constante de vitesse de dissociation du complexe

libérant RT.

Ce schéma réactionnel comporte trois étapes ma-
jeures. La fixation du duplex matrice/amorce sur la RT
est suivie de la fixation du nucléotide complémentaire
du premier nucléotide libre de la matrice formant un
complexe ternaire actif RT - matrice/amorce - dNuTP.
La troisiéme étape est la réaction chimique d’incorpora-
tion qui est suivie soit d’un nouveau cycle de polyméri-
sation, soit de la libération du duplex matrice/amorce
prolongée. Dans le cas ol le (n+1)ieme nucléoside incor-
poré ne possede pas de groupement 3’-OH (terminateur
de chaine), la prolongation de 'amorce est stoppée mais
le complexe RT - M/A, ;1 peut étre aussi trés stable et
I'enzyme n’étre libérée qu’avec difficulté [3].

D’autre part, des études cinétiques par spectrosco-
pie de fluorescence ont montré récemment que les deux
premieres étapes du mécanisme définies ci-dessus cor-
respondent, en réalité, chacune a deux étapes : une as-
sociation de type bimoléculaire enzyme-substrats suivie
d’un changement de conformation du complexe formé.
Dans tous les cas, ces changements conformationnels
constituent les facteurs limitant du mécanisme [4, 5].
Chacun des événements intervenant dans ce mécanisme
constitue une cible potentielle d’inhibition de la RT.

Types d’inhibiteurs actuels de la transcriptase
inverse

Bien avant que la structure tridimensionnelle de la RT
ne soit connue, de nombreuses études de mise au point
d’inhibiteurs de cette enzyme ont été réalisées. Trois
principaux types d’inhibiteurs peuvent étre cités : (i)
les analogues de nucléosides terminateurs de chaines
déja évoqués, (ii) les inhibiteurs non nucléosidiques, (iii)
des oligonucléotides ou leurs analogues pouvant agir
comme agents antisens ou directement comme ligands
de P’enzyme :

Les 2',3'-didésoxynucléosides terminateurs de chaine
ou leurs analogues

Une étude systématique a été engagée. Ces composés
portent des modifications structurales sur le sucre et/ou
la base. Dans des conditions particulieres, les études
cinétiques montrent qu’il s’agit d’inhibiteurs compéti-
tifs par rapport & des substrats naturels, ce qui implique
que les dérivés 5'-triphosphates correspondants se fixent
a la RT dans le méme site actif que ces substrats natu-
rels. D’autre part, ces composés sont actifs (ou supposés
actifs) contre les deux types de virus : VIH-1 et VIH-2.
Il doit étre noté que seuls les analogues de nucléosides
et non leurs métabolites 5'-phosphorylés peuvent étre
éventuellement utilisés comme drogues : en effet, les
triphosphates sont trop polaires pour traverser la mem-
brane cellulaire ou sont déphosphorylés avant de l'at-
teindre. Les analogues nucléosidiques doivent donc étre
phosphorylés jusqu’au stade du 5'-triphosphate par des
kinases dans I'organisme.

Les composés les plus importants de cette catégorie
sont présentés dans des mises au point récentes [6. 7).
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A coté des AZT, ddl et ddC déja évoqués (fig 1),
citons les analogues fluorés comme la 3’-fluoro-
2',3'-didésoxythymidine (FLT) (1) (fig 3), les dérivés
2’ 3'-didéshydro-2’,3'-didésoxynucléosides comme la d4 T
(2) ou la d4C (3), les nucléosides carbocycliques
dont le plus important est le carbovir 4 (fig 3), les
dérivés 3’-oxa ou 3'-thia nucléosides comme le dioxo-
lane T (5) ou la 2’,3'-didésoxy-3'-thiacytidine (6)
(fig 3). La famille des phosphonates acycliques analo-
gues de 5-monophosphates de nucléosides comme la
9-(2-phosphonylméthoxyéthyl)adénine (PMEA, 7) (fig 3)
est également notable. Un probléme crucial dans 1'uti-
lisation de tels inhibiteurs est ’apparition rapide de
souches de virus résistantes. Cette résistance aux in-
hibiteurs est due & des mutations ponctuelles de la RT,
c’est-a-dire des remplacements de certains chainons d’a-
aminoacides de la protéine par d’autres entrainant des
modifications de la structure et des propriétés de ’en-
zyme [8]. Aprés mutation, la RT présente une trés faible
affinité pour la molécule d’inhibiteur, entrainant ainsi le
phénomene de résistance.
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Fig 3
Inhibiteurs non nucléosidiques de la RT (INNRT)

Contrairement aux précédents, ces inhibiteurs ont été
découverts a la suite de «screenings» largement aléa-
toires, sans idées précongues quant & leurs structures
et sans autre exigence que 'absence de toxicité sur les
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cultures cellulaires. Il s’agit de molécules appartenant
a diverses séries en général hétérocycliques qui se com-
portent comme inhibiteurs non compétitifs de la RT
en présence de certains substrats naturels. Cela suggere
que linteraction avec la RT s’effectue au niveau d’un
ou plusieurs sites différents du site de complexation des
nucléosides triphosphate. Dans d’autres conditions, I'in-
hibition peut étre compétitive, ce qui s’interprete par
une possibilité de «couplage» du site actif avec ces sites
secondaires. La plupart des INNRT sont spécifiques de
la RT de HIV-1 et sans action sur celle de HIV-2 ou
sur les ADN polymérases cellulaires nécessaires a la vie
de la cellule. Cette spécificité est liée a la présence de
deux résidus tyrosine en position 181 et 188 dans la
séquence des a-aminoacides de la RT qui sont indispen-
sables pour la fixation de ces inhibiteurs sur 'enzyme.
L’étude détaillée des INNRT a montré qu’ils intervien-
nent au niveau des changements de conformation des
complexes RT - matrice/amorce - dNuTP et inhibent
fortement 1’étape chimique du mécanisme, c’est-a-dire
la formation de la liaison entre le groupe 3’-OH terminal
de 'amorce et Pa de dNuTP [5, §].

Les inhibiteurs les plus importants de cette série
qui se développe rapidement [6] sont des imidazobenzo-
diazépines (TIBO), 8 (fig 3), des dipyridobenzodiazépi-
nones (Névirapine), 9 (fig 3), des acyclouridines sub-
stituées, des phénylthiothymines (HEPT), des benzoxa-
zolylpyridines (c¢f 10) (fig 3) et des a-anilino phényl-
acétamides [9]. Toutefois, les phénoménes de résis-
tance par mutations de la RT sont importants vis-a-vis
des INNRT (aussi bien que des inhibiteurs analogues
nucléosidiques) et limitent malheureusement leur utili-
sation [8].

Inhibiteurs oligonucléotidiques analogues d’amorce ou
leurs duplex

Les oligonucléotides peuvent inhiber les réactions ca-
talysées par la RT de plusieurs fagons. Si la séquence
des bases est complémentaire d’une partie de la
séquence des bases de 'ARN viral, la complexation
de T'oligonucléotide & ’ARN empéchera la formation
compléte de 'ADN(—) complémentaire (stratégie de
type «antisens») (cf fig 2). Ainsi, un analogue phos-
phorothioate oligonucléotide ciblé contre une partie du
gene gag du VIH-1 [10] est actuellement en cours d’es-
sais cliniques. Les oligonucléotides peuvent aussi in-
teréagir directement avec la RT soit sous forme libre,
soit sous forme de complexe avec la matrice (analo-
gues de duplex matrice/amorce). Dans les deux der-
niers cas, on observe des inhibitions compétitives de
la RT, ce qui suggere que l'oligonucléotide inhibiteur
ou son duplex se complexe dans le site actif de la
RT correspondant au duplex matrice/amorce. Cette
seconde stratégie d’inhibition de la RT par des oli-
gonucléotides ne peut étre efficace qu’a la condition
que loligonucléotide inhibiteur puisse pénétrer dans
la cellule et qu’il soit résistant aux enzymes cataly-
sant sa dégradation par hydrolyse (nucléases). Ceci ex-
plique que les études d’inhibition de ce type mettent
en ceuvre des analogues oligonucléotidiques comme les
o-oligonucléotides 11 (fig 3) ou les phosphorothioates

oligonucléotides 12 (fig 3) [11] dont on connait la sta-
bilité en présence des enzymes de dégradation. L utili-
sation de ces analogues d’amorce semble cependant li-
mitée par la toxicité présentée par certains oligomeéres.

Structure de la transcriptase inverse du VIH-1

La forme biologiquement active de la transcriptase in-
verse du VIH est un dimere composé de 2 sous unités
nommées p66 et p51, de masses moléculaires respectives
66 kDa et 51 kDa. Ces deux polypeptides sont issus
du méme geéne, et p51 résulte d’un clivage enzymatique
(protéolyse) de p66 au niveau du domaine C-terminal
portant l’activité RNase-H. Les différentes activités ca-
talytiques (polymérase ou RNase-H) sont présentes ex-
clusivement dans les formes dimeéres p66/p51 ainsi que
p66/p66. Le dimére p51 /p51 présente seulement une fai-
ble activité polymérase et les formes homodimeres sont
beaucoup moins stables que p66/p51 [12].

Dans les deux ou trois derniéres années, plusieurs
structures tridimensionnelles & haute résolution (2,9 &
3,5 A) de la RT du VIH-1 ont été déterminées par
diffraction de rayons X. Le groupe de T Steitz a résolu
la structure cristallographique de la RT complexée avec
PINNRT névirapine (fig 3) [13, 14]. E Arnold et ses
collaborateurs ont, quant a eux, publié la structure du
complexe ternaire de la RT du VIH-1 avec un fragment
d’anticorps monoclonal Fab et un duplex ADN/ADN
de 19 et 18 bases [15].

Les domaines catalytiques de polymérisation des
deux structures sont similaires et rappellent celui déja
connu d'un fragment de ’ADN polymérase I de E coli
(fragment de Klenow). D’autre part, cette ressemblance
structurale globale de la molécule se retrouve dans les
structures de deux autres polymérases publiées encore
plus récemment : ’ADN polymérase 3 du rat [16] et la
RNA polymérase du bactériophage T7 [17], bien que les
séquences en a-aminoacides soient tres différentes. La
sous unité p66 porte la partie catalytique de la RT avec
en particulier les sites actifs d’élongation de l'amorce
et d’activité RNase-H. Cette sous-unité forme une ca-
vité tres étendue dans laquelle se complexe le duplex
matrice/amorce. L’organisation générale des éléments
de structure secondaire du polypeptide p66 (hélices «,
feuillets 3, etc...) est agencée de telle sorte que la forme
globale présente une ressemblance anatomique approxi-
mative avec celle d’une main droite & demi ouverte [13]
(fig 4). Cette analogie permet de diviser p66 en plu-
sieurs domaines : le domaine correspondant a l'acti-
vité polymérase, comportant les «doigts», la «paume»,
le «pouce», le domaine de connexion constituant
'interface entre le domaine de polymeérisation et le do-

‘maine renfermant ’activité RNase H. Le site actif com-

plexant les nucléosides-5'-triphosphates ou leurs analo-
gues s’étend entre la paume, la base des doigts et le
pouce. Le sous-domaine correspondant au pouce joue
un réle essentiel dans le placement du duplex ma-
trice/amorce dans le site catalytique ainsi que dans son
mouvement au cours de la catalyse. Par exemple, lors
de la fixation d’un duplex ADN/ADN, le pouce effectue
une rotation d’environ 30° [1]. Le site de complexation
de la névirapine et des autres INNRT est localisé sur
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la paume, entre le pouce et la base des doigts, relative-
ment prés du site catalytique d’extension de Pamorce
(18]. Le pouvoir inhibiteur des INNRT serait ainsi da
au blocage du mouvement du pouce [13a] ou un blo-
cage de I'ensemble du site actif de polymérisation [18],
apreés complexation de 'INNRT dans son site. Finale-
ment, ’ensemble de p66 et une partie de p51 contri-
buent & la complexation du duplex matrice/amorce et
son blocage en position orientée de maniere optimale
par rapport au site actif complexant dNuTP [19]. Bien
que possédant la méme organisation de structure secon-
daire, ’agencement des différents domaines de la sous-
unité p51 dans le dimeére est radicalement différent de
celui de p66. En particulier, la cavité trés étendue com-
plexant le duplex & la surface de p66 est entiérement
fermée dans p51, le domaine de connexion (qui est la
zone principale d’interaction entre les deux sous unités)
ayant pivoté a lintérieur de la paume. La sous-unité
p51 ne possede pas d’activité catalytique : il semble
qu’elle maintienne la stabilité structurale du dimere en
formant un socle supportant le site de fixation du duplex
matrice/amorce [13, 15]. Enfin, une trés récente déter-
mination de la structure de I'enzyme non complexée a
un ligand met en évidence un important mouvement du
pouce entrainant la quasi disparition de la cavité dans
laquelle se complexe le duplex matrice/amorce [20].

Il a été montré par mutagénese dirigée que certains
a-aminoacides dans la séquence de p66 sont essentiels
dans la catalyse : il s’agit notamment des acides as-
partiques en positions 110, 185 et 186, localisés sur
la paume. Les mutants de la RT (ou ces résidus ont
été remplacés) ne montrent pas d’activité. D'un au-
tre coté, la présence de cations divalents dans le mi-
lieu (Mn2* et surtout Mg?*) est également essentielle
pour 'activité catalytique. Par analogie avec 'ADN po-
lymérase I ’E coli (fragment de Klenow) qui a égale-
ment ces caracteres, un schéma mécanistique simplifié
a été proposé [21]. L’étape principale serait la stabili-
sation d’un état de transition dans lequel le phosphore
Pa du groupement triphosphate du substrat est pen-
tavalent. Au moins deux cations Mg?* stabiliseraient
I’ensemble de la structure par liaison avec les acides as-
partiques 110, 185 et 186 (soit directement, soit par I'in-
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termédiaire d’une molécule d’eau), avec un oxygene du
groupement phosphoryle en a, avec 'anion oxygéné en
3’ de I'extrémité de Pamorce et enfin avec le groupement
pyrophosphate (PgP.,) qui s'élimine (fig 5) [21]. Si ce
schéma réactionnel est valide, il n’est pas étonnant que
la plus petite variation de structure par rapport & celle
des 5'-triphosphates de nucléosides naturels puisse dimi-
nuer l'activité enzymatique. Ainsi, le remplacement de
I'oxygeéne en 5 du 5'-triphosphate de 2’,3/-didésoxyuri-
dine (ddUTP : inhibiteur trés efficace) par un méthyléne
supprime totalement I’activité polymérase de la RT [22].
Dans la mesure du possible, il parait souhaitable que le
chimiste de synthése tienne compte de ce modele avant
d’envisager la synthése de nouveaux analogues nucléo-
sidiques inhibiteurs potentiels de la RT.

;/\/
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MATRICE AMORCE /
Fig 5

Nouvelles voies d’inhibition de la transcriptase
inverse ouvertes par les progrés récents de la
connaissance de la molécule

Les importantes évolutions dans la connaissance de la
structure cristallographique de RT et de son mécanisme
catalytique constituent des outils essentiels pour ’éla-
boration de nouveaux inhibiteurs de la RT. Elles ont
suggéré de nouvelles stratégies anti-VIH potentielles
que nous allons décrire.

Inhibiteurs bi-ligands

Nous avons vu que la détermination de la structure de
la RT a permis de caractériser deux sites de complexa-
tion différents et relativement proches pour deux types
de ligands, d’une part les nucléoside-5'-triphosphates,
d’autre part les INNRT. Ceci a récemment suggéré
la possibilité de mise au point d’inhibiteurs de la RT
de type bi-ligands, se complexant & la fois dans les
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deux sites sur chaque molécule d’enzyme [1, 23]. Ce
type d’approche est bien connu, notamment dans le cas
des nucléoside- et nucléotide kinases qui sont puissam-
ment inhibées par des composés du type bis-(5'-nucléo-
sidyl)oligophosphates (Ap,A ou dTprA (n = 4, 5, 6))
dans lesquels deux noyaux nucléosides sont joints par
un «pont» polyphosphate de longueur variable. L’efhi-
cacité de ces inhibiteurs symbolisés par A-B peut s’ex-
pliquer par le fait que la complexation d’une partie (A)
de I’inhibiteur bi-ligand dans son site spécifique accroit
considérablement la concentration «locale» de la partie
B relativement a son propre site de complexation, par
rapport aux complexations des inhibiteurs A et B pris
séparément, et si toutefois la géométrie moléculaire est
favorable [24, 25].

La partie A de l'inhibiteur bi-ligand proposé serait
ainsi un 2',3'-didésoxynucléoside-5'-triphosphate et la
partie B un INNRT (du type Névirapine, TIBO....)
[1]. Par ailleurs, il a été récemment montré par des
mesures de fluorescence que le 5'-triphosphate de la
2/,3'-didésoxythymidine substituée en position 5 par un
noyau fluorescéine (c¢f. 14) se complexe & la RT pres-
qu’aussi bien que dTTP non substitué et constitue un
excellent substrat [4, 26]. Cela suggere, par exemple,
la structure possible 13 pour un inhibiteur bi-ligand
de la RT (fig 6), et ce d’autant plus que le synthon
15 est disponible commercialement [27]. Naturellement,
cette approche implique une relative indépendance en-
tre les processus de complexation dans les deux sites de
la RT et une absence d’effets allostériques (& «longue
distance») négatifs importants. Cette nouvelle voie uti-
lisant des composés bi-ligands est d’autant plus intéres-
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Fig 6

sante qu’il a été démontré que I'utilisation de mélanges
de plusieurs inhibiteurs limitait les risques de résistance
du virus.

Inhibiteurs de la dimérisation
de la transcriptase inverse

Une autre possibilité d’inhibition du VIH qui regoit ac-
tuellement une attention particuliére & la suite de la
publication de la structure tridimensionnelle de la RT
est le contréle du processus de dimérisation de I’enzyme
[28]. Seul le dimére p66/p51 de la RT est catalytique-
ment actif, alors que les sous-unités p66 ou p51 isolées
sont inactives. Le processus de dimérisation amene en
contact plusieurs sous-domaines des monomeéres. Ce
sont surtout des interactions hydrophobes au niveau des
domaines dits de «connexion» entre les sous-unités p66
et p51 qui assurent la stabilité du dimeére [12, 29]. La
présence de résidus tryptophane stratégiquement placés
dans les zones de contact permet une étude cinétique ou
a ’équilibre du processus de dimérisation de la RT par
variation de fluorescence. Un mécanisme en deux étapes
a été proposé : association des deux sous-unités formant
un intermédiaire dimere dépourvu d’activité enzymati-
que suivie d’un important changement de conformation
correspondant a l'interaction du pouce de p51 avec le
domaine RNase-H de p66 et le placement des «doigts»
de p51 dans le site catalytique de polymérisation de
p66 [30]. In vivo, la RT provient de la maturation de
la polyprotéine gag-pol par la protéase du VIH : bien
qu’a I’heure actuelle le mécanisme ne soit pas claire-
ment établi, il nécessite une association initiale de deux
sous-unités p66 adjacentes.

La connaissance du mécanisme de dimérisation de
la RT et de sa structure a haute résolution a suggéré
I'utilisation de peptides de petites tailles correspon-
dant aux zones de contact entre p66 et p51 au sein du
dimeére et susceptibles d’inhiber la dimérisation. A ce
jour, l'utilisation de peptides 19-meres s’est révélée effi-
cace dans 'inhibition in vitro de la dimérisation de 1’en-
zyme du VIH-1 et du VIH-2, en se complexant aux mo-
nomeres p51 et p66. On peut espérer qu’a court terme
une synthése de peptides plus adaptés ou d’analogues
peptidiques moins sensibles & la protéolyse et pouvant
diffuser plus facilement & travers la membrane cellulaire
pourra conduire & une inhibition encore plus efficace de
lassociation de p66 et p51, et par conséquent empécher
la replication du VIH [28].

Cette stratégie d’inhibition des interactions essen-
tielles entre protéines virales présente de nombreux
avantages. Ainsi, les inhibiteurs peptidiques de la
dimérisation de la RT de VIH-1 sont également de puis-
sants inhibiteurs de la dimérisation de la RT de VIH-2
[28], ce qui s’explique par lexistence d’une homologie
structurale importante entre les transcriptases inverses
du VIH-1 et du VIH-2. De plus, le risque d’appari-
tion de mutants résistants est limité par le fait que ces
inhibiteurs affectent des sites moléculaires indispensa-
bles a la mise en ceuvre de la forme active de la RT.
Cette stratégie de mimétisme peptidique qui est actuel-
lement développée dans le cas de la RT est trés sédui-
sante : ainsi, il a été récemment montré que des ana-
logues de peptides courts inhibent in vivo des interac-



tions protéine-protéine essentielles au cycle du virus de
I'Herpes simplex [31].

Interactions entre la RT et des duplex Matrice/Amorce
modifiés

Il est clair que la conception rationnelle d’inhibi-
teurs puissants de la RT analogues de nucléoside-
5’-triphosphates ou de duplex matrice/amorce passe
obligatoirement par la connaissance de la structure de
la RT et, en particulier, de organisation des chaines
latérales des résidus d’a-aminoacides dans la struc-
ture et les zones d’interactions avec les substrats. A
Iheure actuelle, les structures cristallographiques (po-
sitions des Ca et des chaines latérales des résidus
d’a-aminoacides) des complexes de la RT sont acces-
sibles & partir de la Protein Data Bank (PDB). Les pa-
rametres structuraux fournis par les groupes de Steitz
[13], de Arnold [1] et de Harrison [20] sont répertoriés
dans la PDB sous les références 1THVT, 1HMI et 1HMZ,
respectivement [32]. La situation évolue et devrait per-
mettre tres rapidement de tenter I'optimisation des fac-
teurs qui influencent la complexation d’un ligand donné
a la RT avant sa synthése et son évaluation 19, 32].

On a vu précédemment que les essais d’inhibition de
la RT par les analogues de nucléosides ou des INNRT
ont été beaucoup plus nombreux qu’a partir d’ana-
logues oligonucléotidiques non antisens d’amorce, de
matrice ou leur duplex. Les raisons en sont vraisembla-
blement la difficulté de pénétration cellulaire des oligo-
nucléotides ainsi que leur manque de spécificité vis-a-vis
de l'enzyme. La connaissance de la structure du com-
plexe entre la RT et le duplex matrice/amorce a révélé
que la plupart des mutations (changement de la nature
de chainons d’a-aminoacides) qui induisent la résistance
a linhibition par les analogues de nucléosides sont lo-
calisées dans des régions interagissant avec le duplex
matrice/amorce et non dans le site de fixation des inhi-
biteurs nucléosidiques [8, 19]. En se basant sur ces infor-
mations structurales, 'une des nouvelles voix possibles
d’inhibition de la RT pourrait étre 'utilisation d’ana-
logues d’amorce ou de matrice modifiés de telle sorte
qu’il y ait interaction avec la structure protéique au ni-
veau des points de contact essentiels entre protéine et
oligonucléotide. L’avantage d’une telle approche est que
ces inhibiteurs seraient par constitution tres spécifiques
de la RT (par rapport aux autres ADN polymérases
cellulaires). Une telle stratégie pourrait peut étre aussi
permettre de limiter les problemes de résistance a 'in-
hibition & cause de la multiplicité des points de contact
4 la surface de la cavité dans laquelle se complexe le
duplex matrice/amorce [33].

La conception de tels inhibiteurs spécifiques ana-
logues oligonucléotidiques du type précédent implique
le choix de groupements chimiques «complémentaires»
pouvant s’associer de fagon covalente ou non au ni-
veau des régions de contact protéine-oligonucléotides.
Une démarche a suivre pour la mise au point de tels
inhibiteurs pourrait étre la suivante : (i) identification
des points de contact sur 'enzyme et le duplex et déli-
mitation des structures locales peptidiques en interac-
tion, (ii) conception de groupements complémentaires
de ces sites protéiques tenant compte des divers tyvpes
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d’interactions stabilisantes susceptibles d’étre créées :
par exemple, liaisons hydrogene, interactions dipolaires
ou hydrophobes (la nature essentiellement hydrophobe
du site actif a été soulignée [34]). L’élaboration de tels
groupements présente certainement des difficultés [35]
mais peut étre aidée par 'utilisation de logiciels de
modélisation moléculaire bien adaptés qui sont déve-
loppés actuellement [36, 37], (iii) synthése d’analogues
oligonucléotidiques substitués (en position 2’ ou sur
les hétérocycles) par les groupements définis précédem-
ment.

Un premier pas vers la mise au point de
tels inhibiteurs oligonucléotidiques de la RT a été
récemment tenté avec I’étude des poly-2'-O-(24-
dinitrophényl)-oligo(A), et poly-2'-O-(3-fluoro-4,6-di-
nitrophényl)-oligo(A) [33]. Ces oligonucléotides, parti-
culierement & 1’état d’hybrides avec poly(dT), inhibent
plusieurs types de transcriptases inverses (y compris
les RT du VIH-1, du VIH-2 et de certains mutants)
mais sont inactifs vis-a-vis des ADN polymérase I et
ARN polymérase II cellulaires. Selon les auteurs, ’af-
finité de ces DNP-oligonucléotides pour les RT serait
due a la stabilisation de la conformation en hélice de
DNP-poly(A) ou double hélice dans le cas du duplex
DNP-poly(A)/poly(dT) permettant une meilleure com-
plexation dans le site actif de la RT. Le polymere fluoré
inhibe enzyme de maniere irréversible par établisse-
ment de liaisons covalentes au niveau du site actif (pro-
bablement par substitution nucléophile des atomes de
fluor). Toutefois, les chaines latérales des a-aminoacides
de la structure protéique impliqués dans ces réactions
n’ont pas été identifiées [33].

Conclusion

L’étude récente de la dynamique de prolifération du
VIH-1 en début d’infection (38, 39] et les résultats
décevants de la mise au point d’un vaccin suggérent
que des combinaisons de drogues ciblées sur la RT, la
protéase et I'intégrase du virus représentent la meilleure
chance d’inhiber la réplication du virus en permettant
au systéeme immunitaire de prendre le dessus.

Dans ce contexte, les déterminations récentes des
structures cristallines de la Transcriptase Inverse du
VIH-1, & partir de complexes soit avec un duplex ma-
trice/amorce soit avec un inhibiteur non nucléosidique,
viennent a point en permettant de larges avancées dans
la compréhension des mécanismes de la catalyse enzy-
matique, de l'inhibition et de la résistance & P'inhibition.
Le rythme actuel des publications laisse prévoir que la
structure d’un complexe de l’enzyme et d’un inhibiteur
nucléosidique sera bientot connue. A coté des méthodes
existantes de conception d’inhibiteurs de la RT large-
ment développées, la connaissance de la structure de
Penzyme a suggéré de nouvelles voies possibles d’inhibi-
tion, certaines décrites dans ce mémoire. Ces méthodes
sont activement étudiées a I’heure actuelle. Les premiers
résultats sont encourageants et permettent de répondre
par laffirmative a la question posée dans le titre de ce
mémoire, ce qui devrait inciter les chimistes organiciens
et bioorganiciens a proposer de nouvelles idées.
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