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La clé vers de nouveaux

inhibiteurs de iNOS

€lsa Garcin

> Contréler I'activité d’une enzyme sans
perturber I’activité d’enzymes de la méme
famille est I'un des plus grands défis
auxquels est confrontée la découverte
de nouveaux traitements anti-inflamma-
toires, anticancéreux et bien d’autres; le
risque est en effet la survenue d’effets
secondaires indésirables. C’est par exem-
ple le cas des anti-inflammatoires non
stéroidiens qui bloquent la production de
prostaglandines, molécules partiellement
responsables de I'inflammation et produi-
tes par deux enzymes de la méme famille
(les cyclooxygénases Cox-1 et Cox-2).
Les traitements classiques ne faisant
pas la différence entre Cox-1 et Cox-2,
ils exposaient les patients a des effets
indésirables touchant le systeme digestif
(briilures d’estomac, ulceres, perforations
et hémorragies gastriques). La deuxieme
génération d’anti-inflammatoires (Coxib),
qui a une tres grande spécificité pour Cox-
2 par rapport a Cox-1, entraine moins de
troubles digestifs [1]. Nos études récen-
tes se sont concentrées sur une enzyme,
la Nitric oxide synthase (NOS), associée
a de nombreuses maladies allant de I'in-
flammation au cancer, et elles suggerent
de nouvelles stratégies pour tenter de
résoudre ce probléme [2].

Jusque dans les années 1980, le monoxyde
d’azote (NO, nitric oxide), produit a partir
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d’oxygene et de I'acide aminé L-arginine
par I'enzyme Nitric Oxide Synthase (NOS),
était considéré comme nocif et polluant.
Dix ans plus tard, F. Murad, L.J. Ignarro,
R. Furchgott et S. Moncada [3-6] démon-
trent que ce gaz est aussi responsable de
la relaxation vasculaire dans I’organisme.
NO joue en fait un double réle: celui de
messager dans les systemes cardiovascu-
laire et nerveux, et celui d’intermédiaire
de la réponse immunitaire.

Les trois formes

de nitric oxide synthase

Dans I’organisme, I’enzyme NOS existe sous
trois formes : la forme neuronale (nNOS), la
forme induite (iNOS), et la forme endothé-
liale (eNOS). Les enzymes endothéliale et
neuronale sont exprimées de facon consti-
tutive et leur activité est controlée entre
autres par la concentration en calcium
dans la cellule. Ces deux enzymes produi-
sent peu de NO, mais en quantité suffi-
sante pour d’une part, réguler la pression
sanguine et éviter 'agrégation plaquet-
taire via I'activation de 'enzyme soluble
guanylate cyclase (sGC), d’autre part, per-
mettre |la transmission d’information entre
cellules nerveuses fagonnant nos fonc-
tions de mémorisation et d’apprentissage.
La forme induite iNOS est, quant a elle,
principalement exprimée dans les macro-

phages exposés a une agression bacté-
rienne, virale ou tumorale, et réagissant
par I'intermédiaire de molécules incluant
les lipopolysaccharides bactériens (LPS),
les cytokines (interféron-y), et le facteur
nécrosant des tumeurs (tumor necrosis
factor, TNF-v). iNOS est également expri-
mée dans d’autres types de cellules, dont
les neutrophiles, les cellules hépatiques,
les chondrocytes composant le cartilage,
et les fibres musculaires. De surcroit, son
activité est trés peu régulée. Produisant
de larges quantités de NO sur demande,
iNOS est I’enzyme idéale dans le cadre de
la réponse immunitaire. Cependant, cette
hyperactivité de iNOS a un revers: un
surplus de NO peut induire une dilatation
trop importante des vaisseaux sanguins a
I'origine par exemple d’hypotension dans
le cas du choc septique. De nombreu-
ses autres manifestations pathologiques
sont associées a la surproduction de NO
par iNOS : inflammation, arthrite, rejet de
greffe, et cancer; au contraire, une pro-
duction de NO insuffisante est associée a
I’artériosclérose et a I’hypertension arté-
rielle [7]. Il est donc important de pouvoir
contréler précisément la production de
NO par iNOS sans pour autant diminuer
les activités des autres enzymes eNOS et
nNOS nécessaires au fonctionnement des
systemes vasculaire et nerveux.

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2009256-7562
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Comment créer

des inhibiteurs spécifiques de iNOS
Pour réduire P'activité de iNOS, une stra-
tégie consiste a utiliser des molécules
qui se fixent dans le site actif de I'en-
zyme ol intervient la formation de NO.
Ces molécules ou inhibiteurs entrent en
compétition avec le substrat L-arginine
et empéchent la réaction catalysée par
iNOS. Il existe plus de 100 inhibiteurs de
NOS avec des affinités variables pour
chaque enzyme [8]. Une des plus grosses
difficultés que rencontre le développe-
ment d’inhibiteurs de iNOS est que ces

molécules doivent étre non seulement
trés actives contre iNOS, mais aussi trés
peu actives contre eNOS et nNOS afin de
préserver la fonction de messager de NO
dans la cellule. Or des études structurales
ont montré que les sites actifs des trois
enzymes sont quasiment identiques [9-
13]. Pour tenter de résoudre ce probléme,
nous avons utilisé la cristallographie
aux rayons X. Cette technique permet de
visualiser la structure 3D des protéines
(Figure 1A), d’identifier les positions des
atomes composant les protéines, et de
déterminer avec précision le mode de

fixation des inhibiteurs dans le site actif
de ces protéines. Nous avons étudié 14
inhibiteurs provenant de deux familles
distinctes de molécules, ou pharmaco-
phores, en utilisant iNOS et eNOS comme
cibles [2] (Figure 1B). €n comparant les
structures 3D de différents inhibiteurs
fixés dans iNOS et eNOS, nous avons pu
identifier des modes de fixation caracté-
ristiques de chacune des formes de NOS.
Nous avons montré que ces inhibiteurs
non seulement sont ancrés dans le site
actif grace a des liaisons hydrogenes, des
interactions hydrophobes et des ponts
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Figure 1. A. Structure 3D de la NOS dimérique représentée par un ruban reliant les atomes Cou de chaque acide aminé formant la protéine. Les deux
chaines polypeptidiques sont colorées en magenta et vert. Les cofacteurs héme (HEM) et tétrahydrobioptérine (H4B) représentés sous forme de
batons, forment le site actif de la protéine ot a lieu la réaction. Le site de fixation des inhibiteurs est indiqué par la fleche dans la partie agrandie
qui montre uniquement le site actif de NOS. B. Structure de 6 inhibiteurs représentatifs de trois classes différentes (1 et 3 : quinazolines; 6 et 12:
aminopyridines ; 14 et 16 : bicyclic thioenooxazepines). Les constantes d’inhibition (IC50 : concentration d’inhibiteur nécessaire pour réduire I"acti-
vité de I’enzyme de 50 %) sont indiquées pour chaque forme de NOS. C. Vue du mode de fixation d’un inhibiteur (orange) au dessus de I’héme (gris)

dans le site actif de NOS montrant I’ouverture de la nouvelle cavité dans iNOS (gauche) mais pas dans eNOS (droite).
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salins, mais qu’ils s’accrochent également
a I'extérieur du site actif, via des liaisons
hydrogenes et des interactions hydrophobes.
€tant donné que les sites actifs des deux
enzymes sont identiques, les modes de fixa-
tion de ces inhibiteurs dans leurs sites actifs
sont également trés semblables. €n revanche,
leur mode de fixation a I’extérieur du site
actif est trés différent en ce qui concerne
iNOS et eNOS.

Nous avons montré grdace a des études de
mutagenese couplées a des tests d’activité
in vitro et in vivo et a des études cristallo-
graphiques que la fixation externe des inhibi-
teurs est due a une cascade de mouvements
d’acides aminés commencant dans le site
actif et aboutissant a I’ouverture d’une nou-
velle cavité dans iNOS (Figure 1C). Dans eNOS,
I'ouverture de cette cavité est impossible en
raison de la présence d’un acide aminé plus
gros que dans iNOS, et bloquant la cascade
de mouvements a I'extérieur du site actif
(Figure 1C). Cet acide aminé (aa) fait partie
d’un trio d’acides aminés spécifique a chaque
forme de NOS; ces trois acides aminés sont
essentiels et déterminent en grande partie
la spécificité de ces inhibiteurs pour chaque
enzyme. On peut faire un paralléle avec ce
qui se passe dans un jeu de dominos: dans
le cas de iNOS, la chute d’un premier domino
- provoquée par la fixation de I'inhibiteur
dans le site actif - induit la chute d’autres
dominos et aboutit a I"ouverture d’une nou-
velle cavité permettant a I'inhibiteur de se
fixer a 'extérieur du site actif. Dans eNOS, le
jeu est bloqué : un acide aminé qui est plus
gros que dans iNOS empéche la cascade de
chutes de dominos et I'ouverture de cette
nouvelle cavité. Nos résultats montrent donc
qu’un trio d’acides aminés situés loin du site
actif explique pourquoi un inhibiteur tres
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spécifique pour une forme de NOS (iNOS)
sera compléetement inactif pour I'autre
enzyme (eNOS).

Les résultats décrits ci-dessus nous ont
permis de développer une nouvelle appro-
che de conception d’inhibiteurs spécifi-
ques de iNOS. Ces inhibiteurs contiennent
un module de base qui leur permet de
se fixer de fagon efficace au site actif
des NOS. Des groupements variés sont
attachés au module de base de fagon a
provoquer une cascade de mouvements
subtils dans la protéine et promouvoir
I’ouverture de nouvelles cavités a I'exté-
rieur du site actif. €n interagissant avec
des parties de la protéine qui sont situées
loin du site actif et présentent un faible
degré de similitude entre les différen-
tes formes d’enzymes, ces groupements
permettent de contourner le principal
obstacle que représente la trées grande
similitude des sites actifs des différentes
formes de NOS. Nous avons validé cette
approche en créant de nouveaux inhi-
biteurs spécifiques de iNOS: au module
de base qui assure une fixation de I'in-
hibiteur dans le site actif, nous ajoutons
progressivement des groupements de plus
en plus gros pour déclencher la cascade
de mouvements conduisant a I'ouverture
d’une nouvelle cavité dans iNOS.

Une méthode généralisable ?

Des stratégies similaires pourraient peut-
étre étre appliquées a la création d’inhibi-
teurs d’autres familles d’enzymes, comme
les kinases, la transcriptase inverse du
virus d’immunodéficience humaine (VIH),
ou encore les cyclo-oxygénases (COX).
Ces derniéres partagent également un
degré de similitude élevé de leur site
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actif, ce qui rend difficile la conception d’in-
hibiteurs spécifiques, pourtant nécessaires
pour éviter des effets secondaires négatifs. ¢
A novel strategy

to design specific iNOS inhibitors
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