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La multivalence, une voie a explorer
pour l'inhibition d’enzymes ?
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Abstract

Le concept « clé-serrure » proposé a la fin du XIX® siécle par Emil Fischer illustre bien la stratégie actuelle
du ciblage enzymatique, ou des molécules synthétiques sont fagonnées pour interagir avec leurs récepteurs
de fagon complémentaire. Des travaux récents suggérent une autre possibilité pour gagner en affinité et en
sélectivité. La clé fait maintenant place & un trousseau, composé de ligands identiques greffés sur une
charpente chimique commune.

Multivalence, glycosidases, iminosucres, enzymes, inhibition.

Multivalent ligands for enzyme inhibition

Current strategies for enzyme inhibition mainly consist in developing monovalent drugs with high
complementarities for their targets according to the « lock and key » concept proposed by Emil Fischer in the
late 19t century. Recent results suggest that developing multivalent inhibitors is an appealing alternative to

increase affinity and selectivity for specific enzymes.
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La multivalence, c’est quoi ?

Le greffage chimique de plusieurs ligands de méme nature
sur une charpente commune réserve parfois de bonnes sur-
prises sur 'interaction avec une protéine cible. Connectez par
exemple cing ligands entre eux (figure 1) ; vous pourriez,
contrairement a votre attente statistiquement justifiée, obser-
ver un gain d’affinité bien supérieur a un facteur 5. Cet effet
mathématiquement incorrect, baptisé « effet multivalent ou
cluster », a été particulierement décrit sur des interactions
sucres-protéines ou il a été observé pour la premiere fois par
Lee en 1995 [1]. Les sucres et leurs récepteurs (lectines) étant
notamment présents a la surface des cellules, ces interac-
tions multivalentes gouvernent un grand nombre de
processus biologiques allant de la communication a I'adhé-
sion cellulaire. De nombreuses équipes travaillent donc sur la
conception de ligands multivalents synthétiques pour étudier,
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promouvoir ou inhiber ces phénomeénes [2]. Un champ de
recherche prometteur consiste notamment a bloquer la fixa-
tion cellulaire de virus et bactéries par des leurres multivalents
mimant les séquences spécifiques de sucres membranaires
qui servent de point d’ancrage a ces pathogeénes [3].

Comment expliquer le gain d’affinité ?

Il convient de bien différencier I'effet multivalent de la
notion de coopérativité positive, ou la premiére interaction
influence favorablement les interactions successives [4]. En
effet, ce type de phénomene synergique est souvent absent
des effets multivalents rapportés. Ces derniers peuvent
résulter de différents mécanismes d’interaction entre les
ligands et les protéines. Une vue simplifiée de ces modes
d’interaction qui peuvent se produire de fagon indépendante
ou synchrone est présentée dans la figure 2. Le mécanisme

Figure 1 - lllustration du concept de multivalence. A) Les interactions multivalentes a notre échelle conduisent a I’additivité des forces.
Poulpe Hapalochlaena fasciata, © Brian Mayes. B) Interaction monovalente d’un ligand sur un support. C) Les interactions multivalentes a
I’échelle moléculaire peuvent conduire a des affinités bien supérieures a la somme des interactions constitutives.
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Figure 2 - Mécanismes d’interaction ligands-protéines pouvant conduire a un effet multivalent. A) Mécanisme de glissement ; B) interaction

chélate ; C) formation de réseaux supramoléculaires.

de glissement correspond a une diffusion interne de la pro-
téine le long du ligand, qui capture successivement les
ligands adjacents (figure 2A) [5]. Ce phénomeéne de recap-
ture induit par la multivalence est favorisé par la forte
concentration en ligands a proximité du site de reconnais-
sance. Les gains d’affinité peuvent étre importants avec des
ligands polyméres mais restent modérés avec les conjugués
a faible valence. Ces derniers demeurent néanmoins des
inhibiteurs redoutables lorsqu’ils interagissent avec une pro-
téine multimérique par effet chélate (figure 2B). Des gains
d’affinité allant jusqu’au million par rapport aux références
monovalentes ont notamment été observés avec des ligands
pentavalents, inhibiteurs de toxines pentavalentes [6]. Ces
effets spectaculaires sont principalement d’origine entro-
pique, et a ce titre, I'interaction chélate ligand-protéine
possede des similitudes avec la chélation d’'un métal. Dans
I’effet chélate, une partie importante du co(t entropique
(conformationnel et rotationnel) est absorbée lors de la pre-
miére interaction. Les autres ligands se retrouvent alors
préorganisés dans I'espace, et I'interaction intramoléculaire
avec un site adjacent est favorisée. Si les contraintes sté-
riques et géométriques sont trop importantes pour générer
ce mode de liaison intramoléculaire, le ligand multivalent
peut encore interagir de fagon intermoléculaire. Dans ce cas,
il se formera des agrégats protéines-ligands de plus ou
moins grande taille et des réseaux réticulés plus ou moins
structurés dans I'espace (figure 2C). Des interactions inter-
moléculaires supplémentaires (protéines-protéines) peuvent
alors conduire a une stabilisation en solution de ces agré-
gats. Ces entités supramoléculaires peuvent aussi s’avérer
insolubles et précipiter, ce qui déplacera artificiellement
I’équilibre réactionnel au profit du ligand complexé

sucres complexes et la modulation du glycome cellulaire.
La quasi-absence de ligands multivalents de glycosidases
contraste donc avec I'afflux scientifique vers I'inhibition
multivalente de lectines. Ce constat s’explique probable-
ment par la nature souvent monomérique de ces enzymes,
qui ne peuvent alors pas interagir par effet chélate ou former
des réseaux supramoléculaires. D’autre part, la synthese
chimique de ligands multivalents de glycosidases est nette-
ment plus compliquée, puisque plusieurs étapes délicates
sont souvent nécessaires pour la conception du motif inhibi-
teur [7], alors que les éléments constitutifs des ligands
multivalents de lectines sont généralement des monosac-
charides commerciaux.

Les deux premiers exemples d’inhibiteurs multivalents
de glycosidases de la littérature n’ont pas montré des affini-
tés supérieures pour les récepteurs ciblés [8]. Ces travaux
n’ayant pas pour but premier d’étudier I'effet de la multiva-
lence, les expériences de contréle permettant de mettre en
évidence des effets de valence (par exemple en comparant
un composé multivalent a son homologue monovalent) n’ont
pas été réalisées dans cette étude, et il est donc difficile
d’attribuer I'affinité mesurée a la valence plutdét qu'a des
interactions additionnelles non spécifiques.

Pour étudier les effets de la valence sur les glycosidases,
nous avons donc entrepris de synthétiser des inhibiteurs
mono-, di- et trivalents possédant une charpente de nature
similaire (figure 3) [9]. Nous avons sélectionné la déoxynaojiri-
mycine (DNJ) comme ligand ; cet iminosucre est capable
d’inhiber de nombreuses glycosidases, ce qui augmente
donc le champ d’action de notre étude. Des analogues fonc-
tionnalisés de la DNJ sont notamment utilisés dans le

par la loi d’action de masse.

L’inhibition multivalente
d’enzymes, une réalité ?

Si les ligands multivalents de lectines décrits
dans la littérature se comptent par centaines, voire
par milliers, un nombre tres restreint de ligands
multivalents de glycosidases a été reporté. Ces
enzymes ubiquitaires, qui catalysent la rupture des
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liaisons osidiques, ont pourtant un réle biologique

tout aussi fondamental que les lectines, en permet-
tant notamment I'assimilation nutritionnelle des

Figure 3 - Inhibiteurs de glycosidases mono-, di- et trivalents développés pour étudier les
effets de la valence sur les glycosidases.
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traitement du diabéte de type 2 (Glyset®) ou de la maladie de i &
Gaucher (Zavesca®). Les ligands mono- et divalents ont été e veeT ] "D Jon
congus avec deux tailles d’espaceurs différentes afin d’esti- - Ho /0 o L5oon

mer la sensibilité des glycosidases testées a ce paramétre.
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reporté pour une glycosidase (figure 4). Ces résultats ont
ensuite été confortés par une étude plus récente ou le motif HO._com
DNJ a été greffé en plus grand nombre (douze unités) sur une Hc,;?)gg NN /\/\O)‘r
charpente chimique de type fulleréne. Les auteurs ont obser-
vé sur cette méme enzyme un gain d’affinité important,
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les premiers résultats suggeérent que la multivalence peut
s’avérer particulierement efficace, non seulement pour
augmenter I'affinité, mais aussi la sélectivité d’inhibiteurs
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Figure 5 - Fulleréne dodécavalent décoré par des heptosides et montrant

(figure 4). un effet multivalent sur une glycosyltransférase bactérienne.

o Iinhibition enzymatique. Cette spécificité est
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primordiale du mode d’action des inhibiteurs
reste actuellement en suspens. Pourquoi
certaines enzymes sont sensibles a la multi-
valence et d’autres non ? La conception de

Figure 4 - Le ciblage d’une enzyme répondant a la multivalence (¢-mannosidase dans cette
étude) peut permettre a la fois un gain d’affinité et un gain de sélectivité. La sélectivité de
I’inhibiteur monovalent 1 sur les trois enzymes représentées s’inverse pour le ligand trivalent 5.
Activités inhibitrices Ki exprimées en uM.

Il reste maintenant a déterminer si I'effet multivalent
observé sur I'o-mannosidase est I’exception qui confirme la
regle, ou si d’autres enzymes peuvent effectivement étre
inhibées de facon multivalente. Une étude récente collabo-
rative entre les équipes des professeurs Jean-Francois
Nierengarten et Stéphane Vincent répond clairement a cette
question. Les auteurs ont en effet observé un effet multiva-
lent significatif sur une heptosyltransférase bactérienne avec
des fullerénes décorés par des heptoses modifiés (figure 5)
[11]. D’autres enzymes d’intérét thérapeutique comme la
B-glucocérébrosidase impliquée dans la maladie de Gaucher
[12] ou des neuraminidases virales [13] ont également mon-
tré une réponse positive aux ligands multivalents. A I'inverse,
d’autres exemples d’inhibition multivalente enzymatique
n’ont pas montré d’effets significatifs [14].

Quel avenir pour les inhibiteurs
enzymatiques multivalents ?

La multiplication récente des travaux sur [linhibition
multivalente enzymatique, suite a la premiere preuve de
concept, est de bon augure pour le développement futur de
ce mode d’inhibition, méme s’il faut garder a I’esprit que cet
effet ne s’est manifesté que sur un nombre limité d’enzymes
et qu’il est donc prématuré de parler de stratégie générale de
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nouvelles sondes chimiques et I'utilisation de
protocoles analytiques inspirés de la bibliographie luxuriante
portant sur les études multivalentes glycoclusters-lectines
devraient permettre d’apporter des éléments de réponse.
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