Journal de la Société de Biologie, 195 (2), 143-150 (2001)

Les inhibiteurs d’élastases
par Michéle Reboud-Ravaux

Laboratoire d’Enzymologie Moléculaire et Fonctionnelle, Département de Biologie Cellulaire
Institut Jacques Monod, CNRS-Universités Paris VI et VII, 2 place Jussieu, 75251 Paris Cedex 05
E-mail : reboud@ccr.jussieu.fi — Tél. 33 1 44 27 50 78 — Fax. 33 1 44 27 59 94

Regu le 4 avril 2001

RESUME

L’élastase leucocytaire NE, localisée dans les gra-
nules azurophiles des polynucléaires neutrophiles, est
impliquée dans la phagocytose. Dans les conditions
physiologiques normales, elle est contrélée majoritai-
rement dans le plasma par ’inhibiteur macromolé-
culaire o,-PI (anciennement appelé o,-antitrypsine).
Dans certaines conditions pathologiques, un déséqui-
libre d’origine génétique ou fonctionnelle (oxydation
par la fumée de cigarette par exemple) peut étre a
I’origine d’un excés d’élastase non controlé qui

dégrade des constituants architecturaux essentiels de
la matrice extracellulaire. Ainsi, I’élastase est impli-
quée dans la pathogenése de I’emphyséme pulmo-
naire. Son intervention est certaine dans d’autres
processus inflammatoires. Le développement d’inhi-
biteurs synthétiques de faible poids moléculaire, spé-
cifiques de cette enzyme et présentant une bonne bio-
disponibilité, est un domaine actif de la recherche
académique et de la recherche pharmaceutique.

SUMMARY Elastase inhibitors

The serine proteinase elastase is located in the azu-
rophil granules of mature circulating polymorpho-
nuclear neutrophils. This neutrophil elastase or NE is
a potent non specific serine protease which plays a
role as bactericidal agent and in the degradation of
immune complexes by intraphagosomal processes. It
promotes inflammation when the granule contents
are secreted in the extracellular environment. In cer-
tain pathological circumstances, an imbalance bet-
ween NE and its major plasmatic inhibitor o!-PI
(formely, o'-antitrypsin) leads to abnormal tissue des-

Le terme d’élastase (a I’origine, enzyme capable de
dégrader 1’élastine) est une dénomination qui recouvre
des enzymes trés diverses appartenant a différentes
classes de protéases (protéases a sérine et a cystéine,
métalloprotéases) (Robert & Hornebeck, 1989 ; Bieth,
1989). Leur origine est également variée (animaux, bac-
téries, champignons). Cette revue se limitera aux inhi-
biteurs des élastases a sérine, notamment 1’élastase pan-
créatique (EC 3.4.21.36) et I’élastase leucocytaire (EC
3.4.21.37) de Mammiféres, en se concentrant plus par-
ticulierement sur 1’élastase leucocytaire humaine qui est
une cible thérapeutique importante.

truction and disease development. Genetic or acqui-
red oll-PI deficiency is thought to be involved in the
pathogenesis of pulmonary emphysema. A variety of
degenerative and degradative disorders are also asso-
ciated to uncontrolled proteolysis by NE (rheumatoid
athritis, glomerulonephritis, adult respiratory distress
symptom, psoriasis, cancer). Numerous inhibitors of
NE have been reported. Various molecules are cur-
rently undergoing clinical trials for emphysema and
other pulmonary diseases.

ROLE PHYSIOLOGIQUE
ET IMPLICATION DANS DES PATHOLOGIES

L’¢lastase leucocytaire ou élastase des neutrophiles NE
est une glycoprotéine localisée dans les granules azuro-
philes des polynucléaires neutrophiles. La stimulation
de ceux-ci par des facteurs chimiotactiques entraine leur
sortie des capillaires vers |'espace extravasculaire. Il
s’agit d’une réaction physiologique a I'invasion micro-
bienne et cela constitue la partie initiale de la réponse
inflammatoire (Larsen & Henson, 1983 ; Movat e al.,
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1985). Les neutrophiles s’accumulent donc au niveau
des microbes, la dégranulation se produit et la lyse
résulte de la libération extracellulaire d’hydrolases (dont
la NE) et d’oxydases comme la myéloperoxydase
(Fig. 1) (Cochrane, 1968). La NE participe aussi avec
d’autres protéases (cathepsine G, protéinase 3, collagé-
nase MMP8, gélatinase MMP9) a la dégradation
d’agents infectieux inernalisés pendant la phagocytose
(Fig. 1). L’importance de son role dans la défense de
I’hote a été récemment soulignée. Les bactéries Gram
négatif sont tuées en présence de NE, celle-ci catalysant
spécifiquement I’hydrolyse de la protéine A présente
dans la membrane externe (Belaaouaj et al., 2000) ce qui
correspond a un mécanisme non oxydatif tuant la bacté-
rie. Lorsqu’elle est libérée dans le milieu extracellulaire,
la NE est capable de dégrader des constituants architec-
turaux de la matrice extracellulaire tels que 1’¢élastine ou
le collagéne IV ainsi que des protéines plasmatiques
telles que les immunoglobulines ou des facteurs de la
coagulation (Fig. 1). La NE contribue ainsi au déplace-
ment des polynucléaires neutrophiles vers les lieux
d’inflammation.

Si la NE peut intervenir dans un certain renouvellement
des protéines qu’elle est susceptible de dégrader, leur
hydrolyse refléte la plupart du temps un processus patho-
logique. En effet, dans les circonstances normales, 1’acti-
vité de la NE est étroitement contrdlée par des inhibiteurs
naturels, que ce soit au niveau plasmatique (Travis et
Salvesen, 1983), principalement par 1’o,-PI (ou o,-anti-
trypsine qui est une serpine de 394 acides amingés,
1,3 mg/mL de plasma), accessoirement par I’ot,-macro-
globuline, ou au niveau local par I’inhibiteur protéique
du mucus ou MPI (107 acides aminés, trouvé dans le
poumon) et I’élafine (57 acides aminés, localisée dans le
poumon et la peau) (Tableau I). Dans certaines condi-
tions pathologiques, cet équilibre peut étre rompu, en
particulier lorsque le taux de o,-PI est trop bas (Fig. 2).
Cette déficience peut étre génétique (transmission auto-
somique récessive) ou fonctionnelle due a une oxydation
naturelle ou provoquée (par la fumée de cigarette par
exemple) de I’c,-PI. La méthionine 358 du site réactif de
I’inhibiteur est alors oxydée (Fig. 3), ce qui entraine une

Polynucléaire neutrophile Protéinases neutres

Granules azurophiles

NE
Cathepsine G
Protéinase 3

? Granules spécifiques

Collagénase (MPM-8)

Bactéries Gélatinase (MPM-9)

Champignons parasites
Endotoxines
Virus

TABLEAU 1. — Les inhibiteurs macromoléculaires de protéases des
polynucléaires neutrophiles. PR3 : protéinase-3 ; CG : cathepsine G.

Poids
moléculaire
(kDa) NE PR3 CG

o,-Pl 52
Elafine 6
MPI 11
a,-macroglobuline 4x178

+ + + +
+ 4+ +
+ 40+

Inhibiteurs exogeénes
naturels ou synthétiques

Déficience @
e

a,-PI
NE a-PI fonctionnelle NE

ou généli:m/

emphyséme pulmonaire

polyarthrite rhumatotde
syndrome de détresse respiraloire de l'adulte
psoriasis
glomérulonéphrite

invasion tumorale

FiG 2. — L’hypothése du déséquilibre NE/o,,-PI.

diminution de la constante de vitesse d’association a
I’enzyme k,, qui passe de 10" M~'.s™! pour la forme
native a 10* M'.s™! (Travis et Salvesen, 1983). L’inhibi-
teur macromoléculaire devenu moins affine est un moins
bon compétiteur vis-a-vis des substrats naturels (¢lastine
notamment). De nombreux variants de 1’ct;-PI (90) ont
été identifiés, la plupart menant a des activités inhibi-
trices normales. La mutation Glu342Lys associée a
’allele PiZ se traduit, chez les homozygotes, par une
accumulation de I’0o,,-PI dans le foie qui n’est plus
excrété. Le taux d’inhibiteur circulant représente 10 a
15 % du taux normal. L’excés d’élastase entraine la
dégradation de différents substrats de celle-ci, ce qui

Elastine
Protéoglycanes
Fibronectine
Collagénes I, II, Il et IV

Immunoglobulines

Facteurs du complément FIG. 1. - Roles de la NE.

Fibrinogéne, fibrine

Facteurs de la coagulation

Antithrombine ITT
ay-Antiplasmine
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FIG. 3. — Représentation schématique
de I’0,-PI (adapté de Carrell & Travis, 1985).

La coupure par la NE de la boucle exposée de I'inhibiteur
macromoléculaire (entre la Met358 et la Ser359) s’accompagne
d’un changement trés important de conformation au cours duquel
la boucle coupée s'insére dans le feuillet BA de I'inhibiteur (Mel-
let & Bieth, 2000). L'inhibiteur coupé dans lequel 69 A séparent
la Met358 et la Ser 58 présente, contrairement a la forme native,
de Iaffinité pour le récepteur situé a la surface des hépatocytes per-
mettant ainsi I'internalisation du complexe irréversible NE/o,-PI
hydrolysé.

engendre des troubles pathologiques dégénératifs et
inflammatoires tels que I’emphyséme pulmonaire
(dégradation des fibres élastiques du tissu pulmonaire).
En effet, cette hypothése du déséquilibre protéase-anti-
protéase est généralement admise dans la pathogenése de
I’emphyséme pulmonaire (Janoff, 1985) bien que pro-
bablement simplificatrice. L’ implication des métallopro-
téinases de matrice ou MMP est également évoquée (Sni-
der, 1987); chez les patients déficients en o,-PI, le
développement d’emphyséme pourrait étre lié a une autre
déficience d’inhibiteur de NE (MPI/élafine, Knight er
al., 1997). Un exces d’élastase est aussi impliqué dans un
grand nombre d’autres pathologies : syndrome de
détresse respiratoire de 1’adulte ou ARDS (Parsons et
al. 1995), bronchite chronique (Snider, 1987), arthrite
rhumatoide (Momohara et al. 1997), mucoviscidose
(Greenberger, 1997), psoriasis (Galliocho & Savige,
1991), cancer (Noél et al., 1997).

Dans I’espoir de modérer I’effet de la NE dans ces mala-
dies, et donc d’obtenir des effets thérapeutiques béné-
fiques, deux voies sont explorées pour remplacer I’o,-PI :
(a) I'utilisation de I’inhibiteur naturel purifié ou d’inhi-
biteurs recombinants ; (b) I’élaboration d’inhibiteurs syn-
thétiques de faible poids moléculaire.

La conception d’inhibiteurs synthétiques spécifiques de
la NE s’appuie sur la connaissance du mécanisme
d’action de I’enzyme et de ses propriétés structurales.
Les inhibiteurs naturels constituent aussi une source
d’inspiration.

INHIBITEURS MACROMOLECULAIRES

Afin d’augmenter la protection du tissu élastique de
patients présentant une déficience génétique en o.,-PI et

ainsi éviter I'installation de I'emphyséme pulmonaire,
une stratégie de remplacement de I'inhibiteur macromo-
léculaire manquant peut étre mise en place. Des injec-
tions d’o,-PI humain purifié et chauffé (Prolastin) sont
administrées a des malades, a raison de 60 mg/kg, ce qui
permet de ramener a la normale le niveau anti-¢lastase du
fluide des voies respiratoires basses. L’effet sur I'instal-
lation de la pathologie au long cours que constitue
I’'emphyseme pulmonaire demeure cependant difficile a
apprécier. Des ¢,-PI recombinantes ont été produites chez
E. coli et chez la levure dans lesquelles la Met358 a été
remplacée par une Val afin d’empécher ’oxydation
(George er al., 1984 ; Travis et al., 1985). Cependant, les
formes obtenues ont des durées de vie trop courtes car
non glycosylées (Travis et al.. 1985). Deux autres voies
de production d’a,-PI recombinants ont été explorées :
expression dans des cellules épithéliales du tractus res-
piratoire et in vivo (rat) a I’aide d’un vecteur adénovirus
(Gilardi et al., 1990 ; Rosenfeld ef al., 1991); production
chez des animaux transgéniques (lait de souris ou de
mouton) (Archibald er al., 1990). Une pré-¢lafine recom-
binante a également été produite ; active, elle présente le
méme profil d’inhibition de différentes protéases a sérine
que I’¢élafine mature (Bourbonnais er al., 2000).
D’autres macromolécules d’origine animale sont aussi
des inhibiteurs de la NE comme I'ovomucoide de Din-
don (troisieme domaine, Bode & Huber, 1992) ou
I’égline ¢ (protéine de 70 acides aminés issue de la sang-
sue Hirudo medicinalis ne possédant pas de site d’oxy-
dation, Schnebli er al. 1985).

STRUCTURE DE LA NE
ET MECANISME D’ACTION

La NE est une glycoprotéine globulaire de 218 acides
aminés, formée de deux tonneaux B-antiparall¢les (Bode
et al., 1989). Le site actif est a la jonction des deux
domaines et comporte la triade catalytique Serl95/
His57/Asp102. Comme toutes les protéases, la NE a un
centre actif étendu (Fig. 4). Le substrat peptidique forme
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FIG. 4. — Représentation schématique de 1'interaction de la NE
avec les substrats peptidiques (adapté de Bode er al., 1989). La
fleche indique la liaison scissile. La nomenclature de Schechter et
Berger est utilisée pour la fixation des différentes résidus amino-
acides P1...Pn, P'1...P"n aux sous-sites de spécificité S1...Sn,
S’1...S"n (Schechter & Berger, 1967).
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un feuillet B-antiparallele avec les acides aminés du site
actif. Le carbonyle du résidu P1, en amont de la liaison
a couper, est maintenu dans le trou oxyanion par deux
liaisons hydrogéne formées avec les groupes NH de la
Ser195 et de la Gly193. Dans le cas de I’ELH, le résidu
P1 est le plus souvent un petit résidu hydrophobe comme
Ala ou Val interagissant avec le sous-site de spécificité
primaire S1 de ’enzyme. Les résidus qui le précédent se
logent dans les sous-sites de spécificité secondaire S2-S5
formant une crevasse hydrophobe (Ying et al., 1991) ou
des acides gras ou des triterpénes pourront se fixer.
Cependant, on note la présence d’un résidu chargé posi-
tivement Arg217 dans le sous-site S5.

Les résidus catalytiques Ser195/His57/Asp102 (numé-
rotation de la chymotrypsine) sont impliqués dans un
systéme de liaison hydrogene (Fig. 5, I). L’Oy de la
sérine active attaque le carbonyle de la liaison scissile
pour former un intermédiaire tétraédrique, stabilisé au
moyen de liaisons hydrogéne par les groupes NH de la
chaine principale de la Gly193 et de la Serl95 (trou
oxyanion). La décomposition de I’intermédiaire tétra-
édrique conduit a la libération de la portion amine du
substrat et a la formation d’un acyl-enzyme. Puis,
I’hydrolyse de I’acyl-enzyme en enzyme active avec
libération de la portion acide du substrat se produit par
formation d’un autre intermédiaire tétraédrique.
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La NE comme la cathepsine G est une protéine basique
(pl > 9 et > 11 respectivement, Bode et al., 1989) qui se
lie a la membrane cellulaire et a la matrice extracellu-
laire, propriété qui explique certainement I’importance
des deux enzymes dans les processus inflammatoires.

INHIBITEURS SYNTHETIQUES

La recherche d’inhibiteurs de 1’élastase NE est un
domaine trés actif, tant sur le plan académique que sur
le plan industriel (Edwards & Bernstein, 1994 ; Leung
et al. 2000). L objectif est de trouver des inhibiteurs
efficaces de faible poids moléculaire les plus sélectifs
possible et présentant une bonne biodisponibilité. Les
recherches rationnelles sur ces inhibiteurs s’appuient sur
les connaissances structurales et mécanistiques qui vien-
nent d’étre décrites. Ces inhibiteurs se répartissent en
deux grands groupes (classification de Krantz, Krantz,
1992) : inhibiteurs réversibles formant un complexe non
covalent avec I’enzyme (analogues de substrats et ana-
logues de 1’état de transition); inhibiteurs irréversibles
formant une liaison covalente avec I’enzyme, méme si
quelquefois cette liaison peut étre labile comme dans le
cas des acyl-enzymes stables.

FIG. 5. — 1. Mécanisme d’hydro-
lyse enzymatique des substrats par
les protéases a sérine (d’apres War-
shel et al., 1989). II. Conception
d’analogues d’état de transition se
fondant sur le mécanisme. Un car-
bonyle électrophile d’un aldéhyde
peptidique (R = H) ou d’une tri-
fluorométhylcétone (R = CF;)
conduit, aprés attaque par la sérine
active, a un intermédiaire tétra-
édrique stabilisé par deux liaisons
hydrogéne impliquant les groupes
NH des acides aminés Ser et
Gly,y; (trou oxyanion).
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La grande réactivité de la sérine,,; en fait une cible
majeure d’inhibition : beaucoup d’inhibiteurs synthé-
tiques sont en effet congus afin d’exploiter cet avantage.
C’est le cas des analogues de 1'état de transition ou, en
définitive, le complexe réversible enzyme-inhibiteur
mime les intermédiaires tétraédriques se formant transi-
toirement dans le processus d’hydrolyse des liaisons pep-
tidiques. L’attaque par la sérine active du carbonyle
d’aldéhydes peptidiques ou de trifluorométhylcétones,
conduit a la formation de I'intermédiaire tétraédrique
(Fig. 5 II). L’intervention de la sérine active est égale-
ment prévue lors de la conception d’inhibiteurs suicides
(se référer a la figure 7).

Si actuellement aucun inhibiteur d’élastase n’est utilisé
en thérapeutique, un nombre important d’entre eux sont
en cours d’essais cliniques pour le traitement de
I’emphyséme pulmonaire ou d’autres pathologies tou-
chant le poumon. Quelques-unes de ces molécules (1-8)
sont présentées sur la figure 6. Il s’agit de dérivés d’hété-
rocycles ou de dériveés présentant un carbonyle électro-
phlle susceptible d’agir sur la sérine active conduisant
ainsi a un analogue d’état de transition. Certaines molé-
cules tres efficaces comme la trifluorométhylcétone pep-
tidique 1 ont di étre abandonnées a cause de leur
médiocre biodisponibilité (Williams et al., 1991). Des
trifluorométhylcétones non peptidiques sont proposées
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FIG. 6. — Structure d’inhibiteurs synthétiques de I'¢lastase NE.

FiG. 7. — Conception d'inhibiteurs de
I’élastase NE. A. Hydrazinopeptides, ana-
logues de substrats. / : hydrazinopeptide :
S : substrat; I : inhibiteur. B et C. Sub-
strats suicides de nature B-lactamique (B)
ou coumarinique (C). X : bon groupe par-
tant (B), mauvais groupe partant ou
groupe non partant (C); R1, R2 : halo-
geénes activant le carbonyle de I'amide
cyclique; Z : oxygéne ou, moins fré-
quemment, soufre; R = cycle aromatique
(benzénique ou pyridinique) substitué¢ ou
non par le chlore. Dans la sériec coumari-
nique, une inactivation transitoire (forma-
tion d'une acyl-enzyme stable) et spéci-

o fique de la NE est observée pour les

dérivés coumariniques présentant un mau-
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(6, Veale et al., 1995) en vue d’améliorer la biodisponi-
bilité. Parmi les autres molécules non peptidiques
publiées, on trouve des inhibiteurs ayant montré des
potentialités intéressantes pour combattre la mucovisci-
dose (7, Anderson et al., 1999), I’arthrite et le cancer du
poumon (8, Kawabata ef al., 1991), les broncho-pneu-
mopathies chroniques obstructives (2) ou I’inflammation
(5, Macdonald et al., 1998 ; Anderson et al., 1999). La
molécule 3 présente de fagon originale une double poten-
tialité, inhibiteur d’élastase et anti-oxydant, les especes
activées de I’oxygene favorisant ’action de 1’¢lastase
(Portevin et al., 1997). Si certains inhibiteurs sont réver-
sibles (2 par exemple, inhibiteur a fixation lente),
d’autres inhibent irréversiblement I’enzyme comme le
composé 4 dérivé de céphalosporine (Finke et al., 1992).
Une approche originale a été développée par Robert et
collaborateurs (Hornebeck et al., 1989). Des molécules
bifonctionnelles ont été congues afin de comporter un
groupe reconnu par I’enzyme et un groupe hydrophobe
(dérivé de I’acide oléique) conférant a la molécule de
Iaffinité pour I’élastine [K; = 0,7.107 M pour Ol(Ala);-
Pro-Alaninal]. Ces molécules, en se fixant sur I’élastine,
proteégent celle-ci de la dégradation induite par I’enzyme.
Une autre fagon d’aborder la conception d’inhibiteurs
de protéases est de créer des molécules pseudopepti-
diques résistant a ’hydrolyse. La synthése originale de
plusieurs hydrazinopeptides h (Fig. 7A) a permis de
montrer que, selon la place occupée par le résidu de
I’acide o-hydraziné, les hydrazinopeptides ne sont plus
des substrats (S) mais deviennent des inhibiteurs réver-
sibles (I) de I’élastase leucocytaire (Guy ef al. 1998).

Le principe de I’inhibition suicide a été appliqué dans un
certain nombre de cas (Fig. 6, composé 4 ; fig. 7 B et C).
L’acylation de I’enzyme, par suite de |’attaque par la
Ser,,s d’un groupe carbonyle de I’inhibiteur, permet le
démasquage d’une fonction électrophile latente qui va
réagir avec un nucléophile porté par un acide aminé du
site actif. Ainsi I’enzyme est définitivement inactivée par
suite de la formation d’un complexe bi-ponté entre
I’enzyme et I’inhibiteur. De tels inhibiteurs sont suscep-
tibles de présenter une spécificité maximale puisque,
apres |’étape de reconnaissance, I’enzyme commence le
cycle catalytique (étape spécifique) conduisant a la for-
mation de I’entité réactive au niveau méme du site actif
de I’enzyme. En plus des céphalosporines comme le
composé 4 et de dérivés de pénicillines (Thompson et al.,
1993), des B-lactames monocycliques ont été développés
(Maillard et al., 1990 ; Knight e al.1992). Ainsi, les N-
aryl azétidin-2-ones sont des B-lactames monocycliques
agissant en tant que substrats suicides spécifiques des
¢lastases (Maillard et al., 1990 ; Wakselman et al.,1991).
L’influence des substituants du cycle B-lactame (Vergely
et al., 1995 ; Joyeau et al., 1996) et de la stéréochimie du
carbone 3 (Doucet ef al., 1997) sur ’efficacité inhibitrice
a été étudiée. Des analyses conformationnelles systéma-
tiques combinées a des calculs de mécanique moléculaire
ont été effectuées pour les complexes présumés formés
avec |’¢élastase leucocytaire humaine et ont permis de
confirmer les résultats biochimiques et cristallogra-
phiques (alkylation de I’histidine-57) (Vergely et al.,

1996). De faible toxicité aigué, un de ces B-lactames
exerce un effet protecteur modéré vis-a-vis de deux
pathologies expérimentales induites par I’¢lastase leuco-
cytaire (microhémorragie intradermique cutanée chez le
Cobaye ; emphyséme pulmonaire chez le Rat) (Maillard
et al., 1992).

D’autres hétérocycles ont conduit a des inhibiteurs dont
I’action se fonde sur ce mécanisme : dérivés d’isocouma-
rines (Kerrigan et al., 1995), benzisothiazolinones (Hlasta
et al., 1995) et plus récemment, dérivés de coumarines
(Doucet et al., 1999). Les dérivés coumariniques consti-
tuent une série de molécules non peptidiques caractérisée
par une synthése facile, une grande efficacité et une
extréme sensibilité aux variations structurales (nature de
X, substitutions sur le cycle aromatique R, Fig. 7C) qui
influencent non seulement la spécificité mais aussi le
mécanisme d’inhibition de I’enzyme ciblée (substrat sui-
cide ou inactivation transitoire via la formation d’une acyl-
enzyme stable). Si X est un mauvais groupe partant
(OCOCH; par exemple) et R une pyridine substituée par
un chlore, une inactivation transitoire et spécifique de
I’élastase leucocytaire est observée (Doucet et al., 1999 ;
Pochet er al., 2000), sans effet notamment sur les protéases
a sérine de spécificité chymotrypsique comme la cathep-
sine G ou de spécificité trypsique comme la thrombine.
Il y a formation rapide d’un acyl-enzyme (k;,../ K, =
100.000 M~'.s™") dont la déacylation est lente. Par contre,
certaines molécules de cette nouvelle classe d’inhibiteurs
généraux des protéases a sérine constituent, lorsque X est
un bon groupe partant comme le chlore, les substrats sui-
cides les plus efficaces décrits pour des enzymes de spé-
cificité chymotrypsique, avec des constantes de vitesse de
second ordre atteignant 762.000 M~'.s™' (Pochet et al.,
1996). Plusieurs molécules sont des agents anticancéreux
potentiels comme le démontre leur effet anti-invasif dans
des tests cellulaires et des modeles animaux d’invasion
tumorale (Kempen ez al., 2000).
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