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RESUME ¢ La situation mondiale du paludisme a Plasmodium falciparum reste trés préoccupante, avec 300 a 500 millions de
cas par an et une extension des résistances aux différents anti-paludéens. I’ identificationde nouvelles cibles pharmacologiques
et la synthese de nouvelles molécules doit donc étre une priorité de la recherche pharmacologique contre le paludisme.
Actuellement les démarches pharmacologiques classiques utilisées pour la recherche de nouveaux composés se heurtent aux
difficultés de 1’évaluation expérimentale de 1’activité anti-parasitaire, ir vitro et in vivo. Ces derniéres décennies, sont appa-
rus de nouveaux outils math é matiques permettant d’orienter la synthése de molécules actives par une prédiction préalable de
leurs propriétés biologiques et pharmacocinétiques. Différentes approches sont proposées, reposant, dans un premier temps,
sur une caractérisation bi- ou tri-dimensionnelle des données structurdes et physico-chimiques des molécules et de leurs cibles
parasitaires. L’analyse mathématique et statistique des relations entre la structure moléculaire et ’activité biologique permet
ensuite d’établir des modeles capables de prédire I’activité d’une molécule. Ces modeles peuvent étre appliqués au criblage
de larges bases de données moléculaires mais aussi a la conception de nouvelles structures actives, par synthese virtuelle.
L’intégration récente des données génomiques sur Plasmodium permet d’enrichir ces approches mathématiques et d’ouvrir
de nouvelles voies dans la recherche des anti-paludiques.

MOTS-CLES ° Paludisme - Antipaludique - Analyse structure-activité - Modélisation moléculaire.

NEW STRATEGIES FOR SCREENING AND DESIGN OF NEW ANTIMALARIAL DRUGS

ABSTRACT ¢ The estimated worldwide incidence of Plasmodium falciparum malaria is about 500 million cases a year. In tro-
pical areas, the dramatic increase of resistance to most antimalarial drugs is directlyresponsiblefor persistent widespread high
endemicity and related morbidity. The search to identify new drug targets and agents is a high priority. However the value of
standard pharmacological research methods is greatly diminished by technical problems involving in vitro and in vivo mode-
ling of malaria infection. In recent decades new math e matical tools have been developed to predict drug properties and to esti-
mate biological activity in silico. Va rious appro a ches have been proposed based on 2D or 3D descriptions of the chemical stru c-
ture of the drug and target foll oved by math e matical and statistical characterization of their interaction. These techniques are
now widely used in medicinal chemistry and have proven their efficacy for screening the anti-malarial activity of numerous
molecules in large dat abases and for virtual synthesis. Incorp o rating new knowled gefrom the genomic studies of Plasmodium
has markedlyincreased the perfo rmance and ran ge of application of these tools for identifying new drug targets against mala-
ria.

KEY WORDS ¢ Malaria - Antimalarial - Structure analysis-activity— Molecular modeling - QSAR.

algré les efforts et ressounes consacrés a la lutte contre
le paludisme et les connaissances acquises sur les
diverses especes de Plasmodium, le paludisme reste la pre-
miere endémie parasitaire mondiale. L’'un des facteurs
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majeurs qui a contribué a la détérioration de la situation du
paludisme ces dernieres années est I’apparition de résistances
de Plasmodium falciparum aux différentes molécules anti-
paludiques. La recherche de nouvelles molécules actives
apparait donc comme une priorité (1). Elle doit étre orien-
tée vers1’identification de tétes de série ori ginales et de nou-
velles cibles thérapeutiques puis conduire a la synthese de
composés actifs et bien tolérés.

A ces objectifs de recherde rigo ureux s’opposent des
contraintes techniques tres fortes pour Plasmodium.

La culture en continu des stades érythrocytaires est
possible mais reste tres difficilement adap t able pour des tests
pharmacologiques en grande série. Celle des stades hépa-
tiques est encore plus difficile, réservée a quelques labora-
toires de recherche qui peuvent disposer de cultures d’hé-
patocytes (humains pour P. falciparum) et de sporozoites.

Les modeles expérimentaux sur petit animaux (pour
P. yoelii yoelii, P. berghei) apportent des informations limi-
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tées et pas toujours transposables a P. falciparum et a
I’homme. Les modeles de paludisme & P. falciparum réali-
sés chez les souris immunodéprimées (2) ou les primates sont
peu accessibles et inadaptés aux étapes initiales de la
recherche pharmacologique.

Les démarches pharmacologiques « classiques » ont
été appliquées pour la recherche des antimalariques :

- le criblage des produits naturels puis 1’identification,
la purification et la syntheése du ou des principes actifs.
D’exemple du quingaoshu et de I’artémisinine est tres
démonstratif de la pertinence de cette démarche (3);

- la synthese chimique de différents composés déri-
vés d’un composé référent ayant une activité reconmue. Cette
démarchepermet souvent d’améliorer I’efficacité ou la tolé-
rance au sein d’une famille médicamenteuse mais ne permet
pas en soi d’identifier de nouvelles tétes de série.

Ces approches restent perfo rmantes et sont encore tres
utilisées bien qu’elles soient tres limitées par les contraintes
techniques de la culture et de 1’évaluation de I’activité anti-
parasitaire. Les techniques de criblage a haut débit ne sont
par exemple pas applicables a la culture de Plasmodium, ce
qui rend tres difficile, voire impossible une évaluation rep ro-
ductible et exhaustive des nombreux dérivés possibles d’une
molécule active.

A partir du début des années quatre-vingts, des
approches rationnelles de la conception de médicaments,
reposant sur I’étude et la caractérnisation de la structure molé-
culaire, se sont développées et continuellement affinées. Leur
principal avantage est la possibilité de synthétiser uniquement
des composés dont on peut prévoir au préalable leur activité
biologique, leur toxicité et/ou leurs parametres pharmaco-
cinétiques.

Le principe des techniques les plus couramment uti-
lisées associe le recueil des données structurales et physico-
chimiques sur les molécules et leurs cibles pharmacologiques,
leur «traitement » mathématique pour modéliser I’ activité ou
I’interaction avec la cible, puis 1’application des modeles
obtenus au criblage de larges bases de données moléculaires.

CONCEPTION STRUCTURALE DE MEDICAMENTS

Cette approche consiste en I’identification des sous-
structures moléculaires responsables de 1’activité thérapeu-
tique (pharmacophores), soit a partir des structures de com-
posés d’activité connue (Ligand-Based Drug Design,
LBDD), soit de la connaissance préalable de la structuretri-
dimensionnelle du récepteur concerné (Structure-Based Drug
Design (SBDD)).

Recherche basée sur la structure de composés
d’activité pharmacologique connue (LBDD)

C’est une approche tres souvent utilisée dans la
recherche de nouveaux composés. Par exemple, pour
Plasmodium, Riel et Coll (4) ont pu caractériser le nombre
et la position de certains groupes chimiques (accepteurs et
donneurs d’hydrogeénes, sites aromatiques et hydrophobiques,

etc.) responsables de I’activité anti-paludique des benzimi-
dazoles, puis appliquer cette information sur une base de don-
nées de 250 000 composés afin d’identifier ceux qui pré-
sentaient la meilleure structure pharmacophorique. Pour ce
travail, ils ont utilisé un logiciel spécifique (Catalyst®, de la
société Accelng) qui integre I’analyse conformationnelle des
structures, la recherche automatique du ou des pharmaco-
phoreset I’analyse tridimensionnelle (3D) des structures (5).
Ce méme logiciel a été utilisé pour I’étude de dérivés semi-
synthétiques des trioxanes (6) et a permis de révéler 1’exis-
tence de pharmacophores actifs sur Plasmodium chez certains
inhibiteurs de la reverse transcriptase du VIH1 (7).

Recherche basée sur la structure des récepteurs
moléculaires (SBDD)

Cette approche est de plus en plus utilisée grace a
I’amélioration de techniques comme la cristallographie par
rayons X ou résonance magnétique nucléaire (8). Les stru c-
tures cistallogaphiques sont souvent disponibles a partir de
bases de données publiques comme par exemple la Protein
Data Bank (9). Méme dans les cas ou la structure 3-D des
récepteurs n’est pas disponible, ce qui est souvent le cas pour
les récepteurs parasitaires, il est possible de les modéliser a
partir de la séquence des acides aminés (homology modeling)
et conduire ensuite une recherche de pharmacophore (10).

Lorsque la structure 3-D du récepteur est disponible (ou
modélisée) et que 1’on connait aussi la structuredes candidats
médicaments, il est possible de tester leurs interactions molé-
culaires directes par la technique de docking. Différents pro-
grammes de modélisation permettent d’analyser les possibles
liaisons théoriques entre ligand et récepteur, ainsi que 1’éva-
luation ordonnée des meilleurs candidats en fonction de leur géo-
métrie et de leur capacité d’interaction chimique avec le récep-
teur (par exemple en fonction des charges, de la capacité d’établir
des liaisons hydrogenes avec les groupes voisins, etc.) (11).

UTILISATION DES MODE.LES MA'[HEMATIOUES :
PREDICTION D’ACTIVITE, SYNTHESE VIRTUELLE

Ces modeles permettent de caractériser la relation
entre la structure moléculaire et I’activité biologique ou les
propiétés physico-chimiques des molécules. Ce type d’ana-
lyse est plus connue sous les acronymes anglais « QSPR » et
«QSAR » (Quantitat ive Structure-Property Relationships et
Quantitative Structure-Activity Relationships). La réalisation
de ces modeles comporte deux étapes complémentaires : la
caractérisation numérique des molécules puis le traitement
mathématique et statistique de ces données numériques par
rapport aux données d’activité.

La caractérisation numérique des molécules

Elle a pour but de permettreune identification spéci-
fique de chaque molécule. Dans les premiers travaux puliés,
les composés étaient identifiés par quelques parametres phy-
sico-chimiques simples tels que la lipophilie ou la taille de la
molécule. Cependant, avec ces parametres, plusieurscompo-
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sés pouvaient partager les mémes valeurs, ce qui a motivé
I’évolution ve rs1’utilisation de desaipteurs plus faciles a cal-
culer et plusreprésentatifs de la structure moléculaire.

Les descripteurs bidimensionnels sont des descrip-
teurs basés sur la structure plane de la molécule, qui carac-
térisent des aspects tels que forme, taille, nombred’atomes,
nombre et type de liaisons inter-atomiques, etc. de la molé-
cule. Parmi ces descripteursles «indices topologiques » (ITs)
sont particulierenent performants. Pour une seule molécule,
plusieurs centaines d’ITs peuvent étre calculés et leur
ensemble représente une véritable « empreinte digitale »,
unique pour chaque molécule (12). Ces descripteurs pré-
sentent plusieurs avantages :

- il n’est pas nécessaire d’effectuer des mesures expé-
rimentales pour les calculer, et aucune connaissance sur la
structure du récepteur ou le mécanisme d’action des molé-
cules n’est requise;;

- toute structure chimique peut étre décrite par ses ITs,
méme celle de composés « virtuels» qui n’ont pas encore été
synthétisés ;

- ce sont des descripteurs tres simples et rapides a cal-
culer sur un simple ordinateur, de type PC.

Un exemple d’application des ITs dans la recherche
de nouveaux composés antipaludiques a permis 1’identifi-
cation de nouvelles tétes de série (13).

L’analyse topologique présente cependant 1’incon-
vénient de ne pas prendre en compte la nature et la confor-
mation de la cible pharmacologique et de ne pas pouvoir dis-
criminer I’activité d’isomeres d’'une méme molécule.

Les descripteurs tridimentionnels : la technique la plus
connue est le «CoMFA » (Comparative Molecular Field
Analysis). Cette méthode, développée en fin des années
quatre-vingt, peut s’avérer mieux adaptée pour I’identifica-
tion des interactions ligand-récepteur (14). Pour construire
les descripteurs tridimensionnels, les composés a analyser
doivent étre d’abord superposés les uns aux autres, sur la base
d’un squelette structural commun ou d’une structure phar-
macophorique connue. Chaque molécule est définie par un
ensemble de points, dont leurs valeurs stériques et électro-
statiques dans 1’espace sont calculées et corrélées mathé-
matiquement avec les données d’activité pour établir la rela-
tion QSAR. Apres validation statistique de 1’analyse
réalisée, un modele du pharmacophore dans I’espace peut étre
obtenu, et une représentation tridimensionnelle indique les
régions moléculaires les plus favorables/défavorables a I’ac-
tivité. Des structures hypothétiques peuvent étre alors pro-
posées, et leurs activités prédites. Cette technique est parti-
culierement intéressante quand la structure du récepteur est
connueet que I’on effectue au préalable un «docking » (voir
ci-dessus), car ceci permet de placer correctement le ligand
dans I’entourage du récepteur, et de construire le modele
QSAR sur des données plus proches de la réalité.

Traitement mathématique et statistique des données

Le traitement mathématique et statistique permet la
sélection des variables et la détermination d’une équation
reliant de facon optimale la structure et I’activité. Deux
grands types de méthodes sont possibles :
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Les analyses linéaires, comme par exemple 1’analyse
linéairediscriminante (Linear Discriminant Analysis,LDA)
ou la régression nultilinéaire (Multilinear Regression
Analysis, MRA).

La technique d’analyse discriminante permet d’éta-
blir un modele de discrimination entre les molécules consi-
dérées actives et celles considérées comme inactives. Ceci est
particulierement utile dans le cas de grandes bases de don-
nées issues de la chimie combinatoire, car 1’on peut facile-
ment effectuer un premier tri («actif »/«inactif») sur des mil-
liersde molécules, sans tenir compte de leur mode d’action.
L’ équation permettant la discimination peut aussi étre appli-
quée a des molécules qui n’ont pas été évaluées expérimen-
talement pour en prédire leur activité ou leur absence d’ac-
tivité. Il ne permet cependant pas d’identifier les structures
actives des molécules, mais représente un bon moyen pour
identifier une «téte de série » ou une famille de molécules
dont aucun élément ne permettait, a priori, de soupgonner
une activité anti-plasmodiale.

Le traitement par régression nultilinéaire est plus pré-
cis, car il permet de relier les descripteurs structuraux (par
exemple les ITs) a la concentration responsable de 1’activité
biologique (ClIs, par exemple). L’équation de corrélation est
établie puis validée sur un certain nombre de molécules dont
les concentrations inhibitrices sont connues ou déterminées
expérimentalement, puis elle est appliquée a de nouvelles
molécules, dont on peut ainsi prévoir la Cls. Outre la préci-
sion supérieurede cette approche par rapporta I’analyse dis-
criminante, cette méthode d’analyse permet d’identifier les
phamacophores et prédire 1’effet de diff € rntes substitutions.
Par exemple, si une molécule possédant les radicaux R1, R2,
R3 et R4 a une activité inhibitrice en culture a la concentra-
tion de «x» mg/ml, on peut virtuellement enlever ou modi-
fier un ou plusieurs radicaux et estimer I’impact de ce chan-
gement sur la concentration inhibitrice prédite, comme nous
I’avons appliqué sur plusieurs molécules actives sur
Toxoplasma gondii (15).

D’autres méthodes mathématiques d’analyse non
linéaireont été récemment développées pour traiter les situa-
tions ou les analyses linéaires se révelent insuffisantes. En
effet, les analyses non linéaires ont I’avantage d’étre des
méthodes adaptatives, aptes a modifier le modele construit
en fonction de nouvelles données. Ainsi, 1’analyse par réseaux
de neurones est une des plus performantes (16). Ces réseaux
sont des systemes basés sur l'architecture simplifiée du cer-
veau humain, et essayent de reproduireson fonctionnement.
Un réseau est constitué de «nodes » ou «neurones », qui sont
des unités de calcul disposées sur plusieurs niveaux reliés
entreeux : un niveau «d’entrée» qui integre les variables ini-
tiales, un ou plusieurs niveaux «intemmédiaires » qui traitent
I’information. Ces neurones ont la capacité de traiter I’in-
formation qui leur est fournie (les valeurs des descripteurs
choisis), de fagon & tro u ver la meilleure combinaison de ces
descripteurs pour donner une valeur de sortie souhaitée (la
valeur d’activité). Les niveaux de traitement sont interactifs
et conduisent a un niveau de «sortie» qui donne le résultat
final du réseau. Cette architecture permet donc d’effectuer
une analyse complexe et évolutive, du fait des interactions
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permanentes entre les niveaux de traitement des informations.
Cependant, le traitement effectué aux diff é rents niveaux reste
une véritable «boite noire» ce qui ne permet pas d’interpréter
facilement les modeles construits en fonction des descripteurs
utilisés. Ce type d’analyse a été appliqué a I’étude de 345
inhibiteurs de la DHFR de 7. gondii et P. carinii (17) et pour-
rait étre envisagé pour Plasmodium.

Un autre exemple d’analyse mathématique non
linéaire est représenté par les algorithmes génétiques, fon-
dés sur la théorie de I’évolution darwinienne, selon laquelle
chaque génération d’une espece est améliorée par combi-
naison des meilleurs de ses individus. Les algo rithmes géné-
tiques travaillent donc sur des «individus » (structures molé-
culaires), qui sont des solutions potentielles d’un probleme
a résoudre (une activité pharmacologique). Une évaluation
préliminaire de chaque individu permet de juger de la per-
tinence des solutions possibles, et a I’élimination des moins
performants. Les individus conservés sont combinés vir-
tuellement entre eux et voire méme «mutés», de facon & obte-
nir une nouvelle population (ensemble de molécules)
mieux adaptée (plus efficace) que la précédente, et ainsi de
suite. La population initiale donne lieu donc a des générations
successives, et a la fin de ce processus I’on retrouve les «sur-
vivants », qui représentent la meilleure des solutions possibles
au probleme initialement posé (18).

Le criblage et la synthese virtuels

Apres la détermination du modele QSAR le plus per-
formant, 1’évaluation d’un trés grand nombre de structures
est possible en soumettant systématiquement au modele
mathématique différentes substitutions sur les principaux
radicaux des molécules. Ainsi, des milliers de molécules peu-
vent étre rapidement générées par ordinateur (Chimie
Combinatoire Virtuelle), et soumises aux filtres QSAR
(Criblage Informatique Virtuel) de facon a sélectionner les
meilleurs «tétes de série » ou «hits », et d’orienter la synthese
chimique, en la limitant aux molécules prédites les plus
actives (12).

L’APPORT DE LA GENOMIQUE

Les bases de données résultant du séquencage du
génome de P. falciparum (19) ont ouvert de nouvelles voies
de recherche pharmacologique en identifiant de treés nom-
breux genes codant pour des fonctions essentielles a la sur-
vie du parasite ou a son pouvoir pathogene. Ces fonctions
représentent des cibles pharmacologiques potentielles qu’il
est possible d’explorer en combinant bio-informatique, modé-
lisation mathématique et statistique (20).

L’analyse bio-informatique et phylognique est
essentielle, dans un premier temps, afin de caracténser la spé-
cificité de ces cibles dont certaines sont trop conservées pour
étre spécifiques.

Secondairement, la cible doit étre identifiée et, si pos-
sible, produite. Dans la situation idéale, le géne codant pour
la cible identifiée peut étre transcrit et cloné, p e mettant d’en
produireune quantité suffisante pour créer un test spécifique,

éventuellement adaptable a une technique de cri bl age a haut
débit. En I’absence de synthese, 1’exploration de cette cible
est cependant possible grice a la modélisation mehématique.
En effet, a partir de la séquence du gene et de la séquence pro-
téique qui peut en étre déduite, la structure de la cible peut
étremodélisée et testée, de facon virtuelle, vis a vis de molé-
cules potentiellement inhibitrices (21). Les méthodes d’ana-
lyse exposées précédemment peuvent étre appliquées,
notamment celles qui reposent sur I’analyse 3D et le docking.
Les molécules identifiées comme actives peuvent alors faire
I’objet d’une évaluation in vitro.

Ces démarches sont actuellement en plein développe-
ment et ont déja fait I’objet d’application pour Plasmodium,
par exemple avec I’identification d’inhibiteurs des falcipain-
2 et -3 de Plasmodium falciparum, protéases dont I’existence
et la structure ont été déduites du séquencage de
Plasmodium (22). De méme, plusieurs protéines kinases para-
sitairs ont été identifiées comme cibles pharmacologiques
potentielles. En effet, par analogie avec leurs homologues sup-
posés dans d’autres systemes eucaryotes chez lesquels le role
de ces enzymes est bien établi, il semble probable que certaines
kinases parasitairessoient essentielles a la proliférdion ou au
développement du parasite. Plusieurs protéines-kinases para-
sitaires recombinantes ont été exprimées dans E. coli et se sont
avérées actives in vitro sur P, falciparum, ouvrat la possibi-
lit€ de réaliser des tests d’inhibition en grande séries (23). Des
opérations de cribl age de chimiotheéques ou de banques d’ex-
traits naturels sont en cours sur certaines de ces enzymes.

GONCLUSION

Cette breve revue montre cl airement que la recherche
pharmacologque en parasitologe doit maintenant étre mu 1-
tidisciplinaire, associant parasitologues, pharmacologistes,
bio-infomaticiens, et chémoinformaticiens spécialistes de la
modélisation. C’est la condition indispensable pour pouvoir
intégrer et exploiter au mieux les trés nombreuses données
disponibles, tant sur les structures et propriétés des molécules
candidates que sur les cibles potentielles du parasite.
L’expérience montre, et ce n’est qu’un début, que le rende-
ment de ce type de recherche est trés nettement supérieur a
celui de la pharmacologie classique et, surtout, qu’elle repr é-
sente une approche plus rationnelle et plus évolutive dans la
découverte de nouvelles molécules actives. Cette approche
multidisciplinaireet complémentaire est appliquée couram-
ment dans la recherche de nouveaux médicaments dans I’in-
dustrie phamaceutique, et son utilisation systématique pour
le paludisme pourrait représenter une avancée majeure pour
I’obtention d’antipaludiques plus performants.
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