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> Les caspases sont une famille de cystéines
protéases bien connues pour leurs roles cen-
traux au cours de 'apoptose et de I’inflamma-
tion. Elles interviennent aussi dans des voies
de mort cellulaire régulées non-apoptotiques,
et contribuent a de tres nombreux mécanismes
physiologiques. Le développement d’approches
thérapeutiques ciblant les caspases a engendré
un fort intérét industriel des les années 1990,
suscitant d’intenses recherches sur les méca-
nismes biologiques, et conduisant a la mise au
point de nombreux inhibiteurs synthétiques. La
plupart de ces inhibiteurs sont des dérivés de
peptides, ou mimétiques, capables d’interagir
avec le site actif des caspases. Cependant, la
conservation structurelle observée entre les
différentes caspases est un défi pour le déve-
loppement d’inhibiteurs sélectifs. A ce jour,
cing inhibiteurs de caspases ont été évalués
pour leur efficacité clinique, mais aucune auto-
risation de mise sur le marché n’a été délivrée
a ce jour. Contrairement aux présomptions ini-
tiales, les inhibiteurs sélectifs de la Caspase-3
n‘ont pas atteint le stade d’essais cliniques,
alors que le QPI1-1007, un siARN dirigé contre la
Caspase-2, a fait 'objet d’une étude clinique
de phase Il pour le traitement de neuropathies
optiques ischémiques. <

Biologie des caspases

Les caspases (contraction de cysteine-dependent
aspartate-specific proteases) sont une famille d’en-
doprotéases & cystéine (famille C14A du clan CD),
propre au régne animal, qui clivent les peptides et
les protéines spécifiquement aprés un résidu aspar-
tate [1]. Cette spécificité de reconnaissance est rare
parmi les protéases, et unique parmi les protéases a
cystéine. Les caspases sont des effecteurs et régu-
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lateurs centraux de I’apoptose et de I’inflammation [2]. Elles sont
aussi impliquées dans la régulation de voies de mort cellulaire
non apoptotiques, ainsi que dans divers processus physiologiques
qui incluent la prolifération, la différenciation, les migrations
cellulaires, plusieurs fonctions fines du systeme nerveux en déve-
loppement et mature (plasticité synaptique, guidance axonale,
potentialisation & long terme, élagage des épines dendritiques),
le contréle du cycle cellulaire, et les réponses aux stress [3]. Ces
fonctions critiques et leur potentiel réle comme cible thérapeutique
ont déclenché un fort intérét académique et industriel [4, 5] avec
pour conséquence, la caractérisation de la famille des caspases en
termes d’expression génique, de structure, d’activation et d’activité
catalytique [6].

Le premier membre de la famille des caspases, Ced-3, fut décou-
vert chez le nématode Caenorhabditis elegans [7]. Indispensable
pour la mort cellulaire programmée développementale chez ce vers,
Ced-3 s’est avéré homologue a I’enzyme humaine de maturation de
Iinterleukine-1B (ICE), ultérieurement rebaptisée Caspase-1 [8].
Parmi les 18 caspases identifiées a ce jour, seules les Caspases-17
et -18 sont absentes chez les mammiféres placentaires. Le génome
humain code douze caspases (Caspases-1 a -10, Caspase-12 et
Caspase-14), tandis que le génome murin en code dix (Caspase-1, 2,
3,6,7,8,9,11, 12 et 14). Les génes casp-4 et casp-5 humains pro-
viennent d’une duplication du gene casp-11, leur orthologue chez la
souris. La Caspase-14 est présente seulement chez les mammiferes
terrestres, tandis que la Caspase-15 est absente chez les primates
et les rongeurs.
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Figure 1. Classifications des caspases.
A. Domaines structuraux des caspases des
mammiféeres placentaires. CARD : caspase
recruitment domain ; DED : death effec-
tor domain ; L: long catalytic domain ; S:
short catalytic domain. B. Spécificités de
substrats des caspases 1 @ 9 humaines. Il y
a une reconnaissance stricte d’un aspartate
(D) en position P1. Les trois groupes (1, n,
1) se distinguent par la reconnaissance du

résidu en position P4. C. Les caspases ont

un spectre de contrdle des voies de mort cellulaire plus large que ce qui a été cru initialement. Les Caspases -3, -6, -7 exécutent I’apoptose, les

Caspases -2, -8, -9 initient "apoptose, les Caspases -1, -4, -5, -11 déclenchent la pyroptose [3]. La Caspase-8 réprime la nécroptose [36]. Les

Caspases -2 et -10 répriment I’autophagie et/ou la mort autophagique [18, 37].

Classification des caspases

Toutes les caspases contiennent deux sous-unités (p20 et p10) qui
forment leur domaine catalytique (Figure 14). Elles sont synthéti-
sées sous forme de zymogénes (enzymes en attente d’activation).
Les caspases initiatrices de I"apoptose (Caspase-2, -8, -9, -10)
et inflammatoires (Caspase-1, -4, -5, -11, -12) possédent des
prodomaines N-terminaux qui déterminent leur dimérisation et/ou
leur interaction homotypique avec des protéines adaptatrices. On
distingue les domaines DED (death effector domain) que I’on trouve
en tandem dans les Caspases -8 et -10, et les domaines CARD (cas-
pase activation and recrutement domain) présents unitairement
dans toutes les caspases inflammatoires ainsi que dans les Cas-
pases-2 et -9. Ces domaines DED ou CARD servent au recrutement
des zymogenes au sein de plates-formes d’activation. Les caspases
exécutrices de I"apoptose (Caspase-3, -6, -7) ont un pro-domaine
N-terminal court dépourvu de domaine de recrutement [3]. Pour
étre activées, ces caspases doivent étre clivées au niveau de leur
domaine catalytique. Une série d’événements de clivage, par des
caspases initiatrices, séparent d’abord les grandes et les petites
sous-unités, puis éliminent le prodomaine. Ce clivage n’est pas
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indispensable pour I"activation des caspases initia-
trices et inflammatoires. La Caspase-14 n’a pas de
role connu au cours de "apoptose, ni dans ’inflam-
mation. Elle est exprimée dans I"épiderme et joue un
role primordial dans la cornification et la protection
des couches sous-jacentes de la peau. Le pro-
domaine de la Caspase-14 est court, comme celui des
caspases exécutrices de I’apoptose avec lesquelles
elle partage le mode d’activation par clivage [3]. Les
caspases ont un spectre de controle des voies de mort
cellulaire plus large que ce qui a été cru initialement.
Parmi les voies de mort cellulaire régulées les mieux
décrites, on distingue : ’apoptose, la mort associée
a 'autophagie, et des morts par nécrose régulée,
telles que la pyroptose (mort inflammatoire) et la
nécroptose (qui met en jeu le ripoptosome RIPLK/
RIP3K [receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1/3] et la pseudo-kinase MLKL [mixed lineage
kinase domain-like]). Toutes ces voies de mort sont
régulées par les caspases (Figure 1C).



Site actif, structure et substrats

Les peptidases dans lesquelles le groupe thiol d’un résidu de cystéine
sert de nucléophile dans la catalyse, sont définies comme des cys-
téine peptidases. Pour toutes les cystéine peptidases découvertes
jusqu’a présent, I’activité dépend d’une dyade catalytique, dont le
second membre est un résidu d’histidine jouant le role de base géné-
rale. Les caspases ont un site actif caractéristique comprenant une
triade catalytique, constituée de la fonction thiol de la Cys285 (au
sein de la séquence conservée du pentapeptide QACXG), de I’His237,
et du squelette carbonyle du résidu 177 (numérotation de la Cas-
pase-1) [8]. €n utilisant des substrats synthétiques, de nature tétra-
ou penta-peptidique (de séquence générale N,.,-(Ps-)P,-P;-P,-P,-
Ct,), munis d’un groupement rapporteur en position C-terminale, et
la mesure de leur cinétique de clivage par les caspases in vitro, il a
été possible de classer les caspases en fonction de la préférence de
clivage d’une séquence donnée [9, 10]. Les caspases reconnaissent
de maniére obligatoire un résidu Asp en position Pl. La nature du
résidu en position P4 permet de distinguer 3 groupes (I, Il, I11) : les
caspases du groupe | (Casp-1, -4, -5, -14) reconnaissent préféren-
tiellement un résidu Trp ou Tyr en position P4 ; les caspases du groupe
Il (Casp-2, -3, -7) préférent trés nettement un Asp & cette position ;
tandis que les caspases du groupe Il s’faccommodent de résidus ali-
phatiques (préférentiellement Val pour la Casp-6 et Leu/lle pour les
Casp-8, -9, -10) (Figure 1B). Rappelons ici qu’il existe un probléme
de réactivité croisée entre les caspases. Il est extrémement important
de réaliser que les substrats peptidiques simples, développés pour
examiner I'activité des caspases, manquent de sélectivité pour les
caspases individuelles [11].

Les plates-formes d’activation des caspases

Les caspases initiatrices et les caspases inflammatoires sont acti-
vées par leur recrutement au sein de plates-formes spécialisées.
Cing plates-formes d’activation ont été décrites : les inflammasomes
canoniques, pour la Caspase-1; le PIDDosome, pour la Caspase-2 ; les
lipopolysaccharides bactériens (complexes LPS), pour les Caspases-4,
-5, et -11; le DISC (death-inducing signaling complex), pour la Cas-
pase-8 ; et 'apoptosome, pour la Caspase-9.

Plate-forme d’activation de la Caspase-8

Le DISC est un complexe associé a la membrane plasmique qui regroupe
sous I'action d’un ligand extra-cellulaire (par exemple FasL ou TRAIL
[tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand]), des
protéines transmembranaires appelées récepteurs de mort (death
receptors) qui appartiennent a la superfamille de récepteurs du
TNF-ou (tumor necrosis factor alpha). La face cytosolique du com-
plexe inclue la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated protein
with death domain). FADD posséde des domaines DED qui permettent
le recrutement et la transactivation autocatalytique d’homodimeres
de la procaspase-8, ou de la procaspase-10 [12]. Ce complexe est
régulé par les trois isoformes de la protéine cFLIP (cellular FLICE-like
inhibitory protein) qui ressemblent structurellement & la Caspase-8
mais sont dépourvues d’activité catalytique. Les isoformes R, S et L de
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cFLIP contrdlent le destin cellulaire, par la formation
d’hétérodimeres : cFLIPs-ProCasp8 (inactif), cFLIP,-
ProCasp8 (inactif) et cFLIP,-ProCasp8 (actif). cFLIP;
promeut I"assemblage du ripoptosome RIPK1-RIPK3
(et ne peut pas activer la procaspase-8 pour qu’elle
inactive RIPK1), un complexe de signalisation amyloide
qui initie la nécroptose, une mort cellulaire régulée et
immunogénique au cours de laquelle RIPK1 phosphoryle
RIPK3 qui, & son tour, phosphoryle MLKL (mixed lineage
kinase domain-like pseudokinase), qui s’oligomérise
alors, selon une structure de type amyloide, et, in fine,
provoque la mort cellulaire par perméabilisation de
la membrane plasmique et des organelles intracellu-
laires. A contrario, I"hétérodimere, cFLIP -ProCasp8 est
catalytiquement actif, mais avec un champ d’action
restreint qui lui permet de cliver RIPK1 et ainsi d’inhiber
la nécroptose sans déclencher I’apoptose [12].

Plate-forme d’activation de la Caspase-9

'apoptosome est un complexe hautement organisé,
composé de I’adaptateur Apaf-1 (apoptotic protease-
activating factor 1 qui appartient a la famille des AAA-
ATPases!), du cytochrome c, de dATP et de la procas-
pase-9. La procaspase-9 est monomérique et inactive
dans la cellule. Un clivage intra-chaine est insuffisant
pour I’activer. Lorsque la mitochondrie libéere du cyto-
chrome ¢ dans le cytosol, Apaf-1 se polymérise selon
un mécanisme dépendant du dATP, formant un anneau
composé de 7 ou 8 monomeéres, qui recrutent de mul-
tiples monomeres de procaspase-9 par des interactions
CARD-CARD [13]. Le modele le plus communément
accepté propose que I’apoptosome soit une holoen-
zyme? qui régule, selon un mécanisme allostérique,
I’homodimérisation et I'activation autocatalytique de
la procaspase-9. La Caspase-9 activée interagit avec
les caspases exécutrices, en particulier la Caspase-3
(qui est, dans de nombreux tissus, la plus abondante
des caspases), et les active par clivage, conduisant
a la voie canonique de I"apoptose avec Iactivation
générale des caspases exécutrices et de DNAses, divers
remaniements des organelles intracellulaires, I’expo-
sition a la surface cellulaire de signaux d’appel pour
la phagocytose par les macrophages (eat-me signals),
et la dégradation méthodique du noyau et de I’ADN
nucléaire. Une particularité du fonctionnement de cette
plate-forme est son auto-régulation : lors de son acti-
vation, la Caspase-9 effectue un auto-clivage entre les
petites et grandes sous-unités du domaine catalytique

! ATPases Associated with diverse cellular Activities.

? Complexe enzymatique formé de la coenzyme (cofacteur activateur) et de
I’apoenzyme.
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qui démasque un néo-épitope auquel se fixe I'inhibiteur XIAP (X-linked
inhibitor of apoptosis) pour stopper I’activité catalytique, et, en méme
temps, qui promeut la dissociation de la Caspase-9 de I'apoptosome
et son retour a I’état de monomeéres [13]. Ainsi I’apoptosome paraft
agir comme un métronome (molecular timer) générant des impulsions
de signal apoptotique.

Plates-formes d’activation de la Caspase-1

Les inflammasomes sont des plates-formes multiprotéiques de signa-
lisation qui controlent la réponse inflammatoire et coordonnent les
défenses antimicrobiennes. Ils s’assemblent lorsqu’un récepteur de
type PRR (pattern recognition receptor) détecte un motif molécu-
laire d’un microorganisme pathogéne (PAMP) ou un signal de danger
endogéne (DAMP) dans le cytosol de la cellule hdte. Ils activent des
caspases inflammatoires pour induire la maturation des cytokines
interleukine-13 (IL-1B) et IL-18, et initier la pyroptose, une forme
de mort cellulaire régulée nécrotique (du grec pyros : feu ou fievre ;
ptosis : chute) [3]. Cinq capteurs-récepteurs capables d’assembler,
chacun selon le type de signal recu, un inflammasome canonique,
ont été bien décrits : NLRP1 (NOD-like recep-
tor (NLR) family, pyrin domain-containing pro-
tein 1), NLRP3 [14](=>») NLRC4 (NOD-, leucin-rich
repeat- and CARD-containing 4), AIM2 (absent
in melanoma 2), et la Pyrine. Lors de leur activation, ces récepteurs
recrutent, par des interactions homotypiques PYD-PYD (domaine

(=») Voir la Synthese
de M. Groslambert
etB.F. Py, m/sn° 1,
janvier 2018, page 47

Pyrine) ou CARD-CARD, la protéine adaptatrice bipartite ASC (apopto-
sis-associated speck-like protein containing a CARD) qui contient un
domaine PYD et un domaine CARD. Le domaine CARD d’ASC est néces-
saire pour recruter la procaspase-1 au sein du complexe multimérique.
Dans le cas de I'inflammasome NLRP3-ASC-Caspl, il a été récemment
découvert que la plate-forme doit impérativement recruter la sérine-
thréonine kinase NEK7 (NIMA-related kinase 7) pour s’activer cor-
rectement [15]. Au sein de I'inflammasome canonique, la Caspase-1
s’active selon un mode auto-protéolytique induit par la proximité.
S’ensuit la maturation par clivage de la pro-IL-10 et de la pro-IL-18,
ainsi qui le clivage de la Gasdermine D (GSDMD). Le fragment N-ter-
minal de GSDMD est I’effecteur final de la pyroptose, via la formation
de pore dans les membranes, et permet la libération des IL-1[3 et IL-18
matures [16, 17].

Plate-forme d’activation de la Caspase-2

La Caspase-2 (Casp2, ou NEDD-2, Ich-1) est hautement conservée
chez les vertébrés. Elle est impliquée dans la réponse @ un panel varié
de stress (endogenes, infectieux, physico-chimiques, xénobiotiques,
métaboliques, inflammatoires) en initiant des voies de mort cellulaire
apoptotique, en réprimant I"autophagie, ou en activant I'inflamma-
some [18]. Au niveau hépatique, la Caspase-2 joue un réle essentiel
dans la pathogenése des stéato-hépatites non alcooliques (NASH)
[19]. Au sein du systéme nerveux, elle intervient dans la plasticité
synaptique et la flexibilité cognitive [20], et dans plusieurs méca-
nismes neuropathologiques, tels que les lésions cérébrales néonatales
[21], des ischémies rétiniennes [22], les effets synaptotoxiques du
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peptide B-amyloide et les tauopathies [23, 24]. Il y
a plus de 20 ans, une interaction homotypique a été
documentée entre les domaines CARD de la Caspase-2
et la protéine adaptatrice RAIDD (RIP-associated
Ich-1/Ced-3-homologue protein with a death domain)
[25]. RAIDD peut se lier a PIDD1 (p53-induced death
domain protein 1). RAIDD et PIDD-CC (un des produits
du clivage auto-protéolytique et constitutif de PIDD1)
interagissent via leurs domaines de mort (DD) pour
former un multimere qui libére le domaine CARD de
RAIDD, ce qui lui permet de recruter la procaspase-2
via une interaction CARD-CARD. Le complexe tripar-
tite PIDD1-RAIDD-Caspase-2 est appelé PIDDosome
[26]. Il s’agit donc d’une plate-forme d’activation de
la Caspase-2. Cependant il est peu probable que cela
soit la seule. Par exemple, lors de la réponse aux effets
neurotoxiques du peptide B-amyloide, I’activation de
la Caspase-2 requiert RAIDD mais est indépendante de
PIDD1 [27]. €galement, lors d’un stress génotoxique, la
Caspase-2 est activée selon deux voies : une interaction
cytosolique avec RAIDD, indépendante de PIDD1 et un
PIDDosome nucléolaire qui requiert PIDD1, RAIDD et une
association avec la nucléophosmine (NPM1, nucleolar
phosphoprotein nucleophosmin) [28].

Plate-forme d’activation des Caspases-4/5, et -11

Le LPS (lipopolysaccharide) est la principale endotoxine
produite par les bactéries Gram négatives. Il est I’'un
des plus puissants activateurs du systéeme immunitaire
inné. Il est composé de trois domaines : I'antigene O
(un polymére de glycane répétitif), le Core (composant
oligosaccharide, généralement heptose et acide uloso-
nique), et le Lipide A (un disaccharide phosphorylé de
glucosamine décoré de multiples acides gras). Ce der-
nier est trés conservé et est responsable de la toxicité
du LPS. La mise en évidence du récepteur des LPS a la
surface cellulaire, le TLR-4 (Toll-like receptor 4), avait
donné lieu au prix Nobel de physiologie ou médecine
de 2011 [29]. Quelques années plus tard, la mise en
évidence de I'activation directe, dans la cellule, de la
Caspase-11 (chez la souris) et des Caspases-4/5 (chez
I’lhomme) par le LPS fut une découverte inattendue et
majeure [30-32]. Le LPS est transporté dans la cellule
par des toxines bactériennes de type AB5, telles que la
toxine du choléra. Le Lipide A se fixe directement sur le
domaine CARD de la Caspase-11, ce qui est suffisant
pour déclencher son oligomérisation et son activité
catalytique. 'effet du LPS est similaire sur les ortholo-
gues humains de la Caspase-11, les Caspases-4 et -5,
avec une affinité supérieure. Ainsi les Caspases-4/5/11
n‘ont pas besoin d’interagir avec un NLR (NOD-like
receptor) pour s’activer, et sont plutdt des récepteurs
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Figure 2. Plates-formes d’activation des caspases. Panneau de gauche : Les inflammasomes dits canoniques répondent a des signaux de danger

(DAMP et PAMP) et sont des plateformes d’activation de la Caspase-1 (C1). Panel du milieu : lorsqu’ils atteignent le cytoplasme, les lipopoly-

saccharides (LPS) sont des activateurs directs des Caspase-4 (C4) et -5 (C5) humaines, ainsi que de leur équivalent murin, la Caspase-11 (C11).

Panneau de droite : I’activation des « récepteurs de mort », permet des recrutements cytoplasmiques formant le complexe « DISC » qui est une

plate-forme de recrutement et d’activation de la Caspase-8 (C8) et de la Caspase-10. Lors d’événements de perméabilisation de la membrane

externe des mitochondries, la libération cytosolique du cytochrome ¢ conduit a la formation de "apoptosome qui est la plate-forme d’activation

de la Caspase-9 (C9). Les plates-formes d’activation de la Caspase-2 ne sont pas présentées dans ce schéma. La plate-forme la mieux décrite

est le PIDDosome qui regroupe les protéines RAIDD, PIDD et la procaspase-2. DAMP : damage-associated molecular pattern ; PAMP : pathogen-

associated molecular pattern ; DISC : death-inducing signaling complex ; RAIDD : adaptor molecule which has an unusual bipartite architecture

comprising a carboxy-terminal death domain that binds to the homologous domain in RIP, a serine/threonine kinase component of the death

pathway ; PIDD : receptor-interacting protein-associated ICH-1/CED-3 homologous protein with a death domain.

cytosoliques du LPS. Une fois activées, les Caspases-4/5/11, clivent
directement la gasdermine D, ce qui déclenche I'insertion de son
domaine N-terminal dans la membrane plasmique et conduit a la for-
mation d’un pore (18 nm de diameétre interne) et & la mort cellulaire
par pyroptose [16, 17].

On peut donc redéfinir le concept de pyroptose comme une nécrose
programmée exécutée par la Gasdermine D [33]. Ce mécanisme est
opérationnel dans la plupart des types cellulaires. Dans le cas des
monocytes/macrophages et des cellules dendritiques, la formation de
ces pores peut induire 'activation de I'inflammasome a NLRP3-ASC-
proCaspl pour la maturation de PIL-1P3 et de I'lL-18. Ces interleu-
kines peuvent alors utiliser les pores comme conduit pour sortir des
cellules. Cette combinaison d’action des inflammasomes canonique
et non canonique en réponse au LPS cytosolique est critique pour la
défense antibactérienne et le choc septique. La pyroptose survient, par
exemple, en réponse a des infections invasives par des bactéries Gram
négatives, telles que Salmonella et Shigella [34]. Uinflammasome
non-canonique humain détecte, par ailleurs, une plus grande diversité
de LPS que son équivalent murin [35].
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Les inhibiteurs de caspases comme candidats
médicaments

Trois critéres sont pris en considération pour la mise
au point d’inhibiteurs de caspases a visée thérapeu-
tique : (1) la nature chimique de inhibiteur (pep-
tides et dérivés, petits composés organiques, acides
nucléiques), (2) le mécanisme d’action (site-actif,
allostérique, inhibition génétique), et (3) le spectre
d’action au sein de la famille des caspases (pan-
caspase versus caspase individuelle, apicale versus
terminale).

Considérations sur la nature chimique

et le mécanisme d’action des inhibiteurs

La majorité des développements d’inhibiteurs de cas-
pase ont été fondés sur la mise au point d’inhibiteurs
réversibles ou irréversibles du site actif. De nombreux
inhibiteurs synthétiques ont été élaborés. Les premiers
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ont consisté en de courts peptides contenant un acide aspartique
modifié avec un groupement électrophile (appelé « groupe partant »
ou encore « piége a cystéine ») qui forme une liaison covalente, réver-
sible ou irréversible, avec la fonction thiol (nucléophile) de la cystéine
réactive du site actif des caspases.

Les peptides et dérivés peptidiques

Trois générations d’inhibiteurs dérivés de peptides se sont succédées
(Figure 3) : (1) des peptides simples, comportant deux & cing acides
aminés, dont I’extrémité C-terminale inclue un aspartate couplé
d un groupe partant réversible de type aldéhyde (par exemple, le
tetrapeptide Ac-DEVD-CHO), cétone ou nitrile ; (2) des peptides
similaires mais dont le groupe partant électrophile est une cétone
substituée, telle que la fluorométhyl-cétone (FMK) et la chloro-
méthyl cétone (CMK), qui inactivent de maniére irréversible les
caspases par la formation de thiométhylcétone avec le site actif
cystéine (par exemple, le tripeptide z-VAD-FMK) ; (3) des inhibiteurs
dérivés des précédents, issus d’études structure-fonction (SAR), qui
utilisent des groupes partants de type benzoyle halogéno-substitué
(par exemple, le 2,6-dichlorobenzoyle) ou phenoxyméthyl-cétone
halogéno-substitué (par exemple, le 2,6-fluorophenoxy-méthyl-
cétone), et sont des inhibiteurs irréversibles trés efficaces. Parmi
ces inhibiteurs de troisieme génération, I'un des plus utilisés en
recherche, en raison de son efficacité, de sa bio-distribution in vivo,
et de sa faible toxicité, est le Q-VD-OPh (quinolyl-carbonyl-Val-
Asp-difluorophenoxymethyl-ketone) [38], un inhibiteur pan-cas-
pases développé par ICN/Enzyme Systems Products Inc.

Les peptidomimétiques sélectifs de caspases individuelles

Le développement et I'utilisation récents d’inhibiteurs peptidiques
contenant des dérivés non naturels d’acides aminés ont montré
que cette voie était particulierement prometteuse en termes de
spécificité et de sélectivité, car elle permet d’exploiter un espace
chimique radicalement amélioré. Les inhibiteurs réversibles de
Caspase-3 développés par Merck-Frosst au début des années 2000,
ont été des précurseurs dans cette direction, en remplacant le
squelette P2-P3-P4 par une amino-pyrazinone (M826 et M867 ;
Figure 3) [39]. Un autre exemple trés intéressant est celui des
inhibiteurs de Caspase-2, qui présente un site actif trés proche
de celui de la Caspase-3. Il était, pour cette raison, extrémement
difficile d’obtenir des inhibiteurs sélectifs de la Caspase-2. Les
travaux (par des études structure-fonction) de Maillard et al. ont
abouti a Putilisation de résidus non naturels en position P2 sur des
pentapeptides synthétiques de type VDVAD et, ainsi, a la mise au
point d’inhibiteurs préférentiels de la Caspase-2 [40]. Ce type de
dérivé (VDVXD) combiné a un groupe partant de type OPh (phénoxy),
a permis d’obtenir, pour la premiére fois, des inhibiteurs compétitifs
irréversibles de la Caspase-2, a la fois puissants et sélectifs [41].
Le « Saint-Graal », I"objectif de réaliser des réactifs hautement
sélectifs pour distinguer et controler les enzymes individuelles et
étroitement apparentées de la famille des caspases, est donc en
passe d’étre atteint.
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Les inhibiteurs non peptidiques des caspases

Plusieurs inhibiteurs de caspases non peptidiques ont
été découverts, soit par criblage naif utilisant une acti-
vité enzymatique in vitro, soit par des approches dites
par fragments, notamment la méthode de « tethe-
ring », qui utilise la présence d’un résidu cystéine,
natif ou apres mutagéneése dirigée, a proximité du site
d’interaction ciblé® [42, 43]. Ainsi des dérivés d’isatine,
de pyrrolo-quinolines, d’isoquinoline-triones se sont
avérés de puissants inhibiteurs des caspases in vitro.
Certains, comme I'isoquinoline-1,3,4-trione ont montré
des effets chez I’animal, dans des modéles précliniques.
Pour ces approches, d’important efforts de recherche
et développement ont été réalisés, notamment par
GlaxoSmithKline [44], Pfizer [45] et AstraZeneca [46],
mais aucun composé n’a atteint I’évaluation clinique.

Les inhibiteurs allostériques des caspases

Des sites de régulation allostérique ont été identifiés
au sein des caspases et diverses approches de criblage
ont permis d’identifier des ligands réversibles de haute
affinité, d’'une importante diversité chimique, avec des
effets fonctionnels d’activation, d’inhibition ou de sta-
bilisation des protéines. Des inhibiteurs allostériques
interagissant, par exemple, avec I'interface de dimé-
risation des caspases, ont été mis au point contre les
Caspases-1,-3/7 [47]. Ces approches se sont révélées
prometteuses mais encore immatures pour le dévelop-
pement d’'un médicament. Récemment, en exploitant la
faible conservation de I'exosite € dans la famille des
caspases, un nouvel inhibiteur allostérique de la Cas-
pase-6 a été décrit (Figure 3) [48].

Les inhibiteurs génétiques des caspases

La stratégie d’utiliser des acides nucléiques (antisens,
siARN) pour inhiber des caspases est trés utilisée en
recherche, mais trés rarement pour le développement
d’un médicament actif sur les caspases. Pourtant, le
candidat médicament ciblant sélectivement un membre
de la famille des caspases dont le développement est le
plus avancé (phase clinique I1/111), est un siARN dirigé
contre la Caspase-2 (QPI-1007) développé par Quark
Pharmaceuticals pour le traitement des ischémies
optiques neuropathiques.

¥ Cette méthode a été développée pour identifier de petits fragments solubles
se liant avec une faible affinité a un site spécifique d’une protéine ou d’une
macromolécule. Cette stratégie repose sur la formation d’un pont disulfure entre le
ligand et un résidu cystéine sur la protéine d’intérét.

*Un exosite est un domaine indépendant du site catalytique qui lie le substrat afin
d’augmenter le rendement de "enzyme.
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Figure 3. Structure de quelques inhibiteurs de caspases. Ac-DEVD-CHO, est un tétrapeptide aldéhyde qui inhibe préférentiellement et de maniére réversible
les Caspase-3 (Ki = 0,23nM) et Caspase-8 (Ki = 0,92nM). Sa pénétration cellulaire est trés mauvaise, comme sa biodisponibilité, ce qui en fait une molé-
cule inenvisageable pour une utilisation comme médicament. z-VAD-fmk est un inhibiteur irréversible qui (sous sa forme déméthylée en P1) présente un
spectre large contre des caspases (a I'exception de la Caspase-2) et inhibition croisée de plusieurs cathepsines. Le groupe partant CH2F (FMK) génére in
vivo un fluoroacétate qui est hautement toxique. Q-VD-0Ph est un dérivé de dipeptide, inhibiteur irréversible pan-caspase de troisiéme génération [38].
Son extrémité N-ter lui confére une bonne biodisponibilité et son groupe partant est puissant. Il n’inhibe pas d’enzymes hors de la famille des caspases. Un
composé proche du Q-VD-OPh, ’emricasan, compatible avec une administration per os, a été développé chez ’lhomme jusqu’en phase Il (voir Figure 4).
TRP601 est un dérivé pentapeptidique du Q-VD-0Ph, incluant une séquence VD(Ome)VAD(Ome). Son métabolite actif le A2Me-TRP601 (déméthylation des
2 aspartates) est un inhibiteur puissant préférentiel des caspases du groupe I1). Il a été développé par la biotech francaise Theraptosis contre les Iésions
cérébrales néonatales puis cédé a Chiesi Pharmaceuticals a la fin de son développement préclinique [64]. M826, M827 sont des inhibiteurs non peptidiques,
sélectifs et réversibles de Caspase-3, présentant une tres forte activité anti-apoptotique in vitro et in vivo. lls proviennent d’une série dans laquelle le
squelette peptidique P4-P3-P2 a été remplacé par un module amino-pyrazinone. Les composés M867 et M826 présentent une affinité sub-nanomolaire
vis-a-vis de la Caspase-3 (Ki ~ 0,7 nM) et une bonne sélectivité en regard des autres caspases. Les deux composés sont trés efficaces dans des modeles
cellulaires d’apoptose (20 nM < IC50 < 100 nM). Ces composés et leur dérivé M791 (non montré) sont les inhibiteurs les plus puissants et sélectifs de Cas-
pase-3 découverts a ce jour. Les isatines sulfonamides sont des séries chimiques qui ont été trés étudiées pour I'inhibition des caspases. Sur la base de la
structure présentée ici, de nombreux variants (modifications des domaines I, 11, et I11) ont été synthétisés et évalués. Certains sont de trés bons inhibiteurs
des Capases-3 et -7. 'une des difficultés de ses structures est de combiner efficacité et stabilité chimique. C13 est un inhibiteur allostérique de Caspase-6
(Ki~2pM), obtenu aprés criblage virtuel de 57 700 composés pour leur interaction avec la poche allostérique putative de la Caspase-6 [54]. 33c est un
inhibiteur réversible préférentiel de Caspase-2 (Ki = 122nM) obtenu a partir du pentapeptide VDVAD par le remplacement du résidu en position P2 par un
synthon non naturel qui géne Pinteraction avec le site S2 de la Caspase-3 mais reste compatible avec celui de la Caspase-2 [46]. Son proche dérivé 33 h
présente une affinité améliorée pour la Caspase-2 (Ki = 10,9nM) et est 600 fois moins affin pour la Caspase-3. LJ2 est un peptidomimétique qui combine les
propriétés de la série 33¢/33 h et du A2Me-TRP601. LJ2 inhibe préférentiellement et irréversiblement la Caspase-2 [47].

Considérations sur le spectre d’action des inhibiteurs au sein en amont de la cascade (initiation), ou une caspase
de la famille des caspases qui intervient lors d’'une étape exécutrice terminale ?
Est-il préférable d’inhiber ensemble des caspases ou une caspase en  Ces questions importantes ne sont pas triviales. Dés
particulier, et, dans ce cas, doit-on inhiber une caspase qui intervient les années 1995-2000, plusieurs laboratoires phar-
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maceutiques avaient choisi de cibler des caspases effectrices plutot
qu’initiatrices, notamment la Caspase-3 considérée comme un point
de convergence de la plupart des voies apoptotiques. Mais aucun inhi-
biteur préférentiel ou sélectif de cette caspase n’a atteint le stade de
I’évaluation clinique. Uune des explications au manque d’efficacité de
ces inhibiteurs serait liée au fait que le point de non-retour dans la
cascade d’événements biochimiques d’exécution de la mort cellulaire,
se situe en amont des caspases effectrices. Cet échec pourrait égale-
ment provenir de I"existence de bifurcations entre les différentes voies
de mort : par exemple, la mise en jeu de voies de nécroptose, lorsque
des caspases sont inhibées [36, 49]. D’autres groupes biopharmaceu-
tiques avaient estimé plus aisé de concevoir des inhibiteurs agissant
de maniere large sur la famille des caspases. Cependant, les roles
individuels multiples de chaque caspase, y compris indépendants de la
mort cellulaire, ont révélé des effets souvent toxicologiques, particu-
lierement lors des administrations répétées. Deux peptidomimétiques
inhibiteurs de caspases, dits a large spectre (ou pan-caspase), ont
pourtant atteint les phases cliniques : I'emricasan (IDN-6556) et le
nivocasan (GS-9450). Concernant les inhibiteurs préférentiels des
caspases inflammatoires, I’objectif principal des peptidomimétiques
visant le groupe | des caspases, a été de restreindre la portion P2-P3
du tétrapeptide, en maintenant I'interaction importante du sque-
lette peptidique, ce qui a pour résultat d’orienter correctement les
importantes régions de reconnaissance Pl et P4 de la molécule dans
la poche enzymatique. Cette stratégie a été appliquée tres tot et avec
succes pour le pralnacasan, dans lequel la région P2-P3 est remplacée
par une pyridazinodiazepine. Deux inhibiteurs de Caspase-1 ont été
optimisés puis développé jusqu’en phases Il cliniques : le pralnacasan
(VX-740) et le belnacasan (VX-765).

Compte tenu des découvertes récentes sur le role et les mécanismes
d’action des caspases inflammatoires [30-35], il paralt urgent que les
communautés scientifiques et biopharmaceutiques développent des
inhibiteurs sélectifs de Caspase-4/5, pour des indications couvrant
I'inflammation et un large pan des infections bactériennes.

Les inhibiteurs de caspases en phase de développement clinique
Cing candidats médicaments agissant sur une ou des caspases ont
été évalués lors de phases cliniques chez I’lhomme : deux inhibiteurs
peptidomimétiques de Caspase-1 (belnacasan et pralnacasan) ; un
siARN, dirigé contre la Caspase-2 (QPI-1007) ; et deux inhibiteurs
peptidomimétiques pan-caspases (emricasan et nivocasan) (Figure 4
et Tableau I).

Le pralnacasan (VX-740, HMR-3840) est un inhibiteur réversible de la
Caspase-1 développé par Vertex pharmaceuticals pour le traitement
des maladies inflammatoires. 1l a été optimisé a partir d’une série de
composés chimiques brevetée par Sterling Winthrop. |l est dérivé du
tétrapeptide YVAD et contient en position P4 un 2-naphthyl hydro-
phobe, un motif bicyclique (pyridazinodiazepine) qui mime la région
Val-Ala (résidus en position P3-P2), et une lactone en position C-ter-
minale. Les études précliniques ont été menées dans le cadre d’un
partenariat entre Vertex et Hoechst Marion Roussel. Les informations
publiées par Vertex indiquent que le pralnacasan inhibe préférentiel-
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lement la Caspase-1 et la Caspase-8 et, a un degré
plus faible, la Caspase-3. Cet effet préférentiel est
moins flagrant dans les données publiées par Procter &
Gamble [50].

Des résultats trés prometteurs ont été obtenus dans
différents modeles murins d’inflammation et d’arthrite,
avec des preuves d’efficacité, par voie orale (acétyl-
prodrogue), et des études de toxicité réalisées pendant
une période de six mois chez le rat et le chien, avec des
doses répétées, qui n'ont pas révélé de limitations sur
la dose. Le pralnacasan a ainsi été, en 1998, le premier
inhibiteur de caspase a entrer en phase clinique. La
phase | a montré une bonne tolérance chez les volon-
taires sains. Il a ensuite fait I’objet d’une étude clinique
de phase Il multicentrique, en double-aveugle, contre
placebo, sur 285 patients pour le traitement de I'ar-
thrite rhumatoide, qui a prouvé qu’il était bien toléré,
et actif oralement, avec une action anti-inflammatoire,
une amélioration clinique et une réduction significative
des biomarqueurs de I'inflammation. A contrario, lors
d’une autre étude de phase Il réalisée chez des patients
atteints d’ostéoarthrite, aucune amélioration clinique
significative n’a été observée. En 2003, Aventis et Vertex
Pharmaceuticals annongaient I'arrét du développement
du Pralnacasan, en raison des résultats d’une étude de
toxicologie chronique prolongée (sur 9 mois) réalisée
chez animal, qui avait révélé des anomalies hépa-
tiques aprés administration de doses élevées. Cette
décision, confortée par une consultation de la Food
and drug administration (FDA) américaine, a été prise
bien qu’aucune toxicité du pralnacasan n’ait été mise
en évidence lors des essais de phase | et |l réalisés chez
"lhomme.

Vextex a développé un second inhibiteur de Caspase-1,
le belnacasan (VX-765). Comme pour son parent le
pralnacasan, il s’agit d’un acétyl-pro-médicament
avec un groupe partant réversible (aldéhyde). Sous
I’action des estérases, son métabolite actif est produit
(VRT-043198). Le belnacasan est un puissant inhibi-
teur de la Caspase-1 et de la Caspase-4 qui présente
un effet plus modéré sur la Caspase-8, faible sur la
Caspase-9, et tres faible sur les Caspases-3 et -7. Il se
révele plus puissant que le pralnacasan sur la libération
d’IL-1P dans des modeles cellulaires traités avec du
LPS. Il a également montré une efficacité significative
dans des modeles animaux d’ostéoarthrite mais aussi
d’épilepsie, et d’infarctus du myocarde (en combinai-
son avec un inhibiteur de I'agrégation plaquettaire).
Le belnacasan est oralement actif et bien toléré chez
I’homme. €n phase Ilb, chez 60 patients épileptiques, le
critére primaire de sécurité et tolérance a été atteint.
Le critére secondaire (diminution de la fréquence des
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épisodes épileptiques) a donné une tendance favorable avec 15,6 % de
réduction dans le groupe traité contre 8,3 % dans le groupe placebo,
mais pas de supériorité statistique. Une autre étude de phase Il a été
réalisée chez des patients atteints de psoriasis, mais les résultats ne
sont pas accessibles. Récemment, des données d’efficacité préclinique
ont suggéré que le belnacasan pourrait étre utilisé chez les patients
séropositifs pour le virus de "immunodéficience humaine (VIH-1) afin
de réduire la pyroptose des lymphocytes T CD4* [51], ainsi que pour
le traitement de la maladie d’Alzheimer [52] et d’autres maladies
neurodégénératives a composante inflammatoire, comme la sclérose
en plaques [53]. Enfin, puisque des données émergentes indiquent
que I'inflammasome NLRP3/Caspase-1 est activé lors de Iinfection
par le SARS-CoV-2, le mode d’action du belnacasan sur les caspases
inflammatoires et son état de développement clinique en font un can-
didat attractif pour une évaluation de son efficacité clinique pour le
traitement des personnes présentant des formes séveres de COVID-19.
Uemricasan (IDN-6556 / PF-034911390) est le premier inhibiteur pan-
caspase ayant été évalué chez ’homme [54]. Cette molécule, inventée
en 1998 par Idun Pharmaceuticals, a été acquise par Pfizer en 2005,
puis cédée a Conatus Pharmaceuticals en 2010, qui ensuite a concédé
une licence a Novartis en 2017 pour son développement exclusif et sa
commercialisation. Il s’agit d’un peptidomimétique dérivé de dipeptide
qui inhibe irréversiblement les caspases, avec un effet tres marqué sur
les Caspases-8 et -9°, ce qui lui confére un puissant effet anti-apopto-
tique dans de nombreux modeles cellulaires et dans les modeles murins

S L’Emricasan a un ky/K; de 2940000 M s™ pour la Caspase-8 humaine et un ky/K; de 2191000 M s™! pour
la Caspase-9 humaine.
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Figure 4. Structure des peptidomimétiques inhibi-
teurs de caspase ayant atteint les phases d’évalua-
tion clinique chez ’homme. Les informations publiées
par Vertex indiquent que le pralnacasan inhibe
préférentiellement la Caspase-1 (ICs, = 1,3 nM;
Ki~ 1,4 nM), et la Caspase-8 (ICs, =120 nM) et, &
un degré plus faible, la Caspase-3 (ICsy = 2,3 uM).
Cet effet préférentiel est moins flagrant dans les
données publiées par Procter & Gamble (Caspase-1
ICsp = 20 3,6 nM ; Caspase-8 ICy, = 40 nM ; Caspase-3
IC = 1,3 uM). Le belnacasan est un puissant inhi-
biteur de Caspase 1 (K, = 0,8 nM) et de Caspase-4
(K, < 0,6 nM) qui présente un effet plus modéré
sur la Caspase-8 (K; = 100nM), faible sur la Cas-
pase-9 (K = 1 uM), et tres faible sur les Caspase-3
(K = 16 pM) et -7 (K, = 21,5 uM). emricasan inhibe
irréversiblement les caspases avec un effet tres
marqué sur les Caspases-8 (ky/K, = 2940000 M s71)
et -9 (ky/K;=2191000 M
pase-1 (ky/K = 689000 M!
plus faible sur les Caspase-3 (k;/K; = 75700 M! s71)
et -6 (ky/K = 58700 M1sh).

s71), marqué sur la Cas-

s71), et significatif mais

de Iésions hépatiques. Développé initialement pour le
traitement des Iésions hépatiques associée a I'infection
chronique par le virus de I’hépatite C et les transplanta-
tions d’Tlots de Langherans chez les patients atteints de
diabete, il présente aussi des effets anti-inflammatoires
(en inhibant la Caspase-1)°. Son effet a été étudié chez
plus de 950 patients dans 19 essais cliniques portant
sur un large éventail de maladies du foie (stéatose
hépatique, hépatite B, hépatite alcoolique, insuffi-
sance hépatique chronique ou aigué). Chez les patients
atteints d’hépatite C, il a significativement amélioré
les marqueurs des lésions hépatiques. Au cours des
études de phase Ila chez les patients atteints de stéato-
hépatites non alcooliques (NASH) cirrhotiques, il induit
des réductions cliniquement significatives de I"hyper-
tension portale sévere, des améliorations des mesures
de la fonction hépatique et un effet anti-fibrotique.
Des réductions rapides et soutenues des biomarqueurs
clés de I'inflammation et de la mort cellulaire ont été
observées. Cependant, en juin 2019, Novartis et Conatus
ont annoncé I"échec de I’étude clinique de phase Ilb
(Encore-LF). Fin décembre 2019, les deux résultats des
principales études menées par Conatus dans le NASH
(phase Ilb pour la fibrose associée & la NASH et phase |11
pour la cirrhose) ont été publiées. Uétude de phase Ill
réalisée chez des patients atteints de cirrhose a la suite

¢ ’Emricasan a un ky/K; de 689000 M! s pour la Caspase-1 humaine.
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Nom Cible Indications Phase clinique
Epilepsie IIb
Belnacasan (VX-765) Psoriasis I
, . . Casp-1, -4, -5
(métabolite actif VRT-043198) Alzheimer Préclinique
Sida (pyroptose induite par le VIH) Préclinique
Arthrite rhumatoide I1b
Pralnacasan (VX-740) Casp-1
Ostéoarthrite lla
NASH /NAFLD Il
NASH cirrhose et hypertension portale sévére  IIl (échec)
NASH avec fibrose IIb (échec)
Emricasan (IDN-6556) Casp-9, -8,> -1,>3 Hépatite C lla
Transplantation d’flots de Langerhans Vil
(diabéte de type I)
Transplantation hépatique Ila

Nivocasan (GS-9450)

NAION
QPI-1007 Casp-2

Glaucome

Fibrose hépatique (hépatite C)

lla (interrompu)
Il

Tableau I. Etudes cliniques effectuées avec des inhibiteurs de caspases.

d’une NASH n’a pas montré d’amélioration de la pression portale ou
des résultats cliniques positifs chez les patients atteints. U'étude a
cependant confirmé que le traitement par I’emricasan était sir et bien
toléré [55]. étude de phase Ilb pour la fibrose associée a la NASH a
montré que I’emricasan n'améliore pas I’histologie hépatique’ malgré
I’engagement de la cible® et que le traitement est également siir et bien
toléré [56].

Le nivocasan (GS-9450 / LB84451) est un inhibiteur irréversible des
Caspases-1, -8 et -9 découvert par LG Life Sciences et développé par
Gilead Sciences. Un essai de phase | réalisé chez des volontaires sains a
montré qu’il était stir et bien toléré. Des essais de phase |l ont donc été
effectués afin d’évaluer son efficacité dans la prévention des Iésions
hépatiques dues aux cicatrices ou a la fibrose causées par I'infection
par le virus de ’hépatite C et par une NASH. Dans ces deux études, le
traitement a entrainé une baisse des taux d’alanine aminotransférase
(ALAT), une enzyme présente principalement dans le foie et dont le
taux sanguin signe des atteintes hépatiques. Néanmoins, bien qu’au-
cun effet secondaire n'ait été détecté chez les patients atteints de
NASH, une étude plus large réalisée chez des sujets atteints d’hépatite
C a signalé des épisodes de Iésions hépatiques d’origine médicamen-

" Sauf pour un sous-groupe de sujets avec une normalisation constante de I’alanine aminotransférase
(ALAT) sérique sur 72 semaines.

¢ inhibition de la caspase a réduit I’ALAT sérique a court terme, mais pourrait avoir dirigé les cellules vers
des mécanismes alternatifs de mort cellulaire, entrainant plus de fibrose hépatique et de ballonnement
des hépatocytes.
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teuse. L'essai a donc été interrompu, de méme que le
développement du nivocasan.

Le QPI-1007 est un siARN ciblant ’ARN messager du gene
codant la Caspase-2. Il inhibe temporairement "expres-
sion de la Caspase-2 par interférence ARN (ARNi). Il a
été congu et développé par Quark Pharmaceuticals. Les
études réalisées sur ’animal ont permis: de montrer
son effet sur I'activation de la Caspase-2, dans les
cellules ganglionnaires de la rétine (RGC) ; de révéler
son absorption dans ces cellules, aprés administration
intravitréenne ; d’identifier son mécanisme d’action,
par interférence ARN, dans des tissus oculaires récoltés
apres administration intravitréenne ; et d’évaluer son
efficacité, dans quatre modéles animaux [22, 57]. Ce
siARN est en cours de développement comme neuropro-
tecteur dans le traitement de la neuropathie optique
ischémique non artéritique (NAION), et d’autres neuro-
pathies optiques, telles que le glaucome, qui entrainent
la mort des RGC. Il a obtenu la désignation de médica-
ment orphelin par la FDA pour I'indication de NAION et
a été évalué favorablement lors d’'une premiere étude
de phase I/lla chez ’homme. Il a également été évalué
dans un essai de phase Ila chez des sujets atteints de
glaucome. Quark Pharmaceuticals a lancé en 2016, une
étude clinique pivotale de phase II/1ll mondiale pour
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des caspases inflammatoires (Caspases-1, -4, -5) et des mécanismes
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SYNTHESE

Caspase-8 et la voie de nécroptose, et les éléments de compréhen-

Caspases are a family of cysteine proteases well known for their cen-

number of physiological mechanisms. The development of therapeutic

—

approaches targeting caspases has generated strong industrial interest 2
since the 1990s, prompting intense research on biological mechanisms,

ting with the active site of caspases. However, the structural conserva-

of selective inhibitors. To date 5 caspase inhibitors, targeting either

inhibitor emricasan reached clinical phase Il and was proven to be

tial assumptions, selective Caspase-3 inhibitors have not reached the

treatment of ischemic optic neuropathies. ¢
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