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Résumé

L’optogénétique pharmacologique est une technologie qui a démontré sa
puissance en permettant le contréle optiqgue du comportement animal par
I'intermédiaire du photocontréle de l'activité neurale. Cette stratégie aussi
connue sous le nom de « photoswitched tethered ligand » (PTL), consiste a
modifier génétiquement un récepteur canal en substituant un résidu a proximité
du site de liaison du ligand par une cystéine pour attacher un « photoswitch »
thiol-réactif sur le récepteur. Le photoswitch porte un groupement azobenzéne
connu pour s’interconvertir réversiblement, sous I'action de la lumiére, entre un
isomére frans étendu et un isomére cis plié. Ce changement de géométrie
permet de contrdler la position relative du ligand et de I'éloignant ou de le
présenter a son site de liaison, afin d’activer ou d’inactiver le récepteur en
fonction de la longueur d’onde d’illumination. La stratégie PTL a démontré sa
polyvalence en assurant le contrble optique de nombreuses protéines
transmembranaire allant des canaux potassiques, aux récepteurs nicotinique
de l'acétylcholine en passant par les récepteurs ionotropiques du glutamate. A
ce jour, cette stratégie n’a pas été appliquée aux récepteurs P2X (P2XR).

L’objectif de ces travaux de recherche est de développer des outils
optochimiques pour contréler l'activité des récepteurs P2X. Pour cela, la
stratégie des PTLs a été envisagée. Au début de cette étude nous disposions
uniqguement de la structure cristallographique de zfP2X4 dans un état fermé
sans ATP. La localisation du site ATP restait spéculative en I'absence
d’identification directe.

Dans une premiére série d’expérience nous avons définitivement localisé le
site ATP, par marquage d’affinité, a I'interface de deux sous-unités adjacentes
dans une large cavité extracellulaire. Nous avons marqué deux résidus
éloignés de ~18 A a l'aide d’un analogue de 'ATP thiol-réactif, le NCS-ATP,
suggérant l'existence d’au moins deux modes de fixation de I'ATP. Le
marquage de I'une de ses positions n’assurant pas I'ouverture du canal de lui
méme, potentialise ultérieurement la réponse ATP, tandis que le marquage de

I'autre résidu bloque le récepteur dans un état inactif.
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Dans un second temps nous avons démontré, en alliant des expériences de
bioinformatique a des expériences d’'ingénierie de site zinc, que la fermeture du
site ATP, suite a la fixation d’'un agoniste, entraine I'ouverture du canal.

Forts de ces précédentes études nous commencions a développer la stratégie
PTL sur les récepteurs P2X. Les tentatives de synthése d’'un photoswitch
analogue de I'ATP ont échouées. Face a ces difficultés nous avons développé,
sur P2X2R, une stratégie originale et alternative nommée optogate. Cette
approche nous a permis de reprogrammer la porte du canal pour
photosensibiliser P2XR. Nous avons trouvé que la modification covalente du
canal, par une molécule synthétique contenant un azobenzeéne, permet de
l'ouvrir et de le fermer rapidement et réversiblement avec la lumiére sans
utiliser d’ATP. Finalement, nous avons créé un véritable « light-gated P2X
receptor » (LiP2XR), insensible a I'ATP, capable de photoréguler l'activité
neuronale. L’optogate fournit un outil puissant, dépourvu de sensibilité
endogéne, pour I'étude du réle physiologique de P2XR dans des conditions
physiologiques et pathologiques. Ces découvertes ouvrent une nouvelle voie
pour activer spécifiquement les autres canaux ioniques indépendamment de

leur stimulus naturel.

Mots clés : P2XR, optogénétique, photoswitch, azobenzene.



1. Introduction

Les cellules eucaryotes sont dotées d’une architecture complexe avec des
compartiments cellulaires délimités par des membranes lipidiques qui assurent
leur intégrité et leur bon fonctionnement. Ces compartiments isolés les un des
autres ont besoin de communiquer pour se synchroniser et agir de concert,
pour tout simplement assurer la vie de la cellule. Ce niveau de complexité
s’accentue a I'échelle d’'un organisme ou chaque groupe de cellules remplit une
fonction propre. C’est ainsi que la communication intercellulaire prend toute
sont importance. Les altérations de cette communication sont a l'origine de
nombreuses pathologies, d’ou I'intérét d’en connaitre les rouages.

Les récepteurs canaux jouent un réle central dans la communication
intercellulaire. En effet, ces protéines transmembranaires sont a l'origine de la
transmission de l'influx nerveux au sein des systéemes nerveux centrale et
périphérique. Le contréle de ces cibles constitue un enjeu majeur pour
comprendre leur degré d'implication dans des phénoménes biologiques
physiologiques ou pathologiques. Cette compréhension est nécessaire a
I'élaboration de stratégies pour enrayer toute atteinte pathologique. Nous
révélerons au cours des chapitres suivants les limites de la pharmacologie
conventionnelle dans I'étude des rdles physiologiques des récepteurs canaux,
au travers des récepteurs P2X. Ensuite, nous verrons en quoi la lumiére est
une alternative puissante pour le contréle des récepteurs canaux. Mais avant

cela, définissons ce que sont les récepteurs canaux.
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Figure 1. Représentation schématique des
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Les récepteurs canaux se répartissent en trois superfamilles qui se
distinguent par leur architecture (Fig. 1).
La premiére superfamille est celle des récepteurs pentamériques,
communément appelée la famille des récepteurs « cys-loop » du fait de la
présence de deux résidus cystéine canoniques, engagés dans un pont
disulfure intra-sous-unité. Ce pont disulfure extracellulaire est localisé dans une
boucle d’environ treize acides aminés. Les récepteurs pentamériques ont un
domaine transmembranaire constitué de quatre hélices-a (M1 - M4), les
extrémités N- et C-terminales sont extracellulaires. Le C-terminal est court,
tandis que le domaine extracellulaire N-terminal, contenant le site de fixation du
ligand, est formé de ~200 acides aminés. Le canal ionique est, quant a lui,
constitué de I'association de cing hélices-a M2. Cette superfamille regroupe les
récepteurs cation-sélectifs excitateurs comprenant les récepteurs nicotiniques
de lacétylcholine (nAChRs), les récepteurs 5-HT3 (5-HT3Rs), ainsi que les
récepteurs activés par le zinc (ZAC), et les récepteurs inhibiteurs anion-
sélectifs représentés par les récepteurs du GABA (GABAAR), les récepteurs de
la glycine (GlyR) et les canaux chlore activés par le glutamate (GIuCl) des
invertébrés (Baenziger & Corringer 2011, Miller & Smart 2010, Thompson et al
2010).



La seconde superfamille est celle des récepteurs ionotropiques du glutamate
qui comprend les récepteurs excitateurs NMDA, AMPA et kainate, nommés en
fonction de leur agoniste de référence (Mayer 2005). Ces récepteurs ont une
architecture tétramérique. Chaque sous-unité est constituée d’'un domaine
régulateur N-terminal (NTD), d’'un domaine de fixation du ligand (LBD), d’un
domaine transmembranaire constitué de trois hélices-a (M1 - M3) et d’'un
domaine intracellulaire C-terminal (CTD). Le canal est défini par I'association
de quatre boucles P hydrophobes situées entre M1 et M2 de chaque sous-
unite.

La derniéere superfamille est celle des récepteurs trimériques a laquelle
appartiennent les récepteurs purinergiques P2X (P2XRs)(Jarvis & Khakh
2009). Les récepteurs P2X, activés par 'adénosine-5"-triphosphate (ATP), sont
constitués de sept sous-types différents (P2X1-P2X7). Chaque sous-unité
adopte une architecture relativement simple avec les segments N- et C-
terminaux intracellulaires suivis du domaine transmembranaire composé de
deux hélices-a (TM1 et TM2) reliées par un large domaine extracellulaire riche
en pont disulfure qui contient le site de fixation de 'ATP. Le canal est délimité
par trois hélices-a TM2. (Lemoine et al 2012).

Les récepteurs canaux ont un principe d’activation commun. La liaison d'un
neurotransmetteur a son site de fixation (binding) entraine, de maniere
allostérique, I'ouverture rapide du canal ionique (gating) qui laisse passer les
ions au travers de la membrane. Le flux d’ion peut entrainer la dépolarisation,
comme c’est le cas des iGluR, ou I'hyperpolarisation de la membrane cellulaire,
provoqué par les GABAAR par exemple, et donc générer ou inhiber des
potentiels d’action. D’autres canaux, tels que P2X, laissent rentrer les ions
calciques dans la cellule. Le calcium est un second messager qui déclenche
une cascade de modulation allant de I'exocytose calcium dépendante a la mort

cellulaire.

Focalisons nous sur les récepteurs P2X, une cible d’intérét au potentiel

sous-estimé.



2. Les récepteurs purinergiques de type P2X

2.1. Généralités sur les récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont constitués de sept sous-types différents, P2X1, 2,
3, 4, 5 6 et 7, qui s'assemblent pour former des homotriméres et des
hétérotriméres. Notons que les homotriméres P2X6 souffrent d’'une mauvaise
expression de surface (Collo et al 1996). Les sous-unités ont une taille
comprise entre 379 (P2X6) et 595 (P2X7) acides aminés (Khakh & North 2012)
avec une homologie de séquence comprise entre 40 et 55% (North 2002).

Chacun des sous-types se distingue par sa sensibilité pour les agonistes
(cf. Table 2.) et ses taux d’activation et d’'inactivation (Fig. 2). P2X1R et P2X3R
présentent une désenbilisation trées rapide, tandis que P2X2R et P2X4R

désensibilisent lentement.

a
P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7

e,
nenamtl

Figure 2. Désensibilisation rapide (haut) et lente (bas) de P2XR homomériques
de rat. Les récepteurs sont exprimés dans les cellules HEK293. (a) Seuls les
récepteurs P2X1 et P2X3 ont des profils de désensibilisation rapide lors d'une
application rapide (2 s) d’ATP a 30 yM (1mM ATP pour P2X7 compte tenu de sa faible
sensibilité, cf. table 2). (b) Lors d’'une application prolongée (60 s) d’ATP a 30uM
(1mM ATP pour P2X7), une désensibilisation lente est observée pour les récepteurs
P2X2 et P2X4. Dans tous les cas, sauf pour P2X7, les réponses indiquées sont
observées lors de la premiére application d’ATP sur la cellule, pour P2X7, une
incubation de 2 min précéde l'enregistrement. Notons, pour P2X7, la réponse
biphasique reflétant une dilatation du pore associée a la seconde phase plus lente.
(North 2002).
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Les récepteurs P2X, dit cations non-sélectifs, laissent passer les cations
allant des petits cations inorganiques tel le sodium aux larges cations
organiques tel le NMDG. P2X5R ont aussi la propriété d’étre perméables au
chlore. Prenons I'exemple de P2X2R. Typiquement, les récepteurs P2X2 sont
perméables aux cations alcalins avec la séquence de perméabilité suivante, K
> Rb* > Cs" > Na* > Li", et sont imperméables aux cations organiques tels le
NMDG", le Tris*, le TMA" et le TEA" (Fig. 3). Les cations divalents, quant a
eux, bloquent le canal. Les constantes de dissociation (Ky) de ces cations,
relatant leur affinité pour le canal, sont en corrélation avec leur rayon de
stockes. La séquence des Ky est Mn?** > Mg** > Ca?* > Ba?*. (Ding & Sachs
1999a).
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Figure 3. Effet d’ions perméants sur les courants de single channel. (a) Courants
électrophysiologiques en mode canal unique en configuration outside-out sur des cellules HEK 293 a -120
mV en présence de différents cations. Les courants sont produits par 2 uM d’ATP. Les ouvertures en
présences de cations organiques sont pour la plupart non visible a cause de leur faible amplitude. Notez
que I'échelle pour 'amplitude des courants est de 5 pA pour les ions métalliques et de 1 pA pour les
cations organiques. (b) histogramme résumant I'amplitude des courants en canal unique en fonction des
cations. (c) La séquence de perméabilit¢ K* > Rb* > Cs* > Na® > Li* respecte la corrélation entre la
conductance relative des ions métalliques en canal unitaire et le rayon de Stockes (r = 0,97). Les barres
d’erreur importantes sont inhérentes a I'excés de bruit causé par les ouvertures du canal. (Ding & Sachs
1999a)
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Les récepteurs P2X et notamment P2X2R, P2X4R et P2X7R, ont la
particularité de passer a un état dilaté, ou de conductance I, lors d’une
application prolongée d’ATP (plusieurs secondes). Cet état I, permet le
passage de larges cations organiques comme le NMDG et le YO-PRO (Fig. 4).
La dilatation de P2X7 induit une large gamme de réponses cellulaires allant de
la libération de cytokines inflammatoires a la mort cellulaire (Ferrari et al 2006,
Gandelman et al 2013). La dilatation de P2X4 s’opérant dans les cellules
gliales ne cause pas la mort cellulaire mais elle serait impliquée dans les
douleurs neuropathiques (Bernier et al 2012).
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Figure 4. Dilatation des récepteurs P2X2 exprimés dans les cellules HEK 293. (a) Une application
prolongée d’ATP entraine une augmentation rapide de la perméabilité au NMDG" des récepteurs P2X2. A
gauche, protocole. A droite, relation courant voltage montrant I'évolution du potentiel d’inversion du
NMDG vers des valeurs positives, témoignant de la dilatation du canal. (b) et (c) Structures moléculaires
du NMDG et du YO-PRO-1, respectivement. (d) Expériences d’incorporation du YO-PRO-1 dans des
cellules. (e) Représentation schématique de la dilatation des récepteurs P2X (« gating model »). (Virginio
et al 1999).



2.2, Physiopathologie des récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont exprimés dans de nombreux tissus et sont
responsables d’une pléiade d’effets physiologiques (Burnstock 2008, Burnstock
2009, Fields & Burnstock 2006, Surprenant & North 2009), résumés dans la
Table 1. La transmission de l'influx nerveux au sein du cerveau passe par le
déclenchement de potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSEs). La création
de PPSEs provoqués par l'activation des récepteurs P2X au niveau central
reste controversée, en raison de l'utilisation d’agonistes et d’antagonistes non
sélectifs. A cela s’ajoute l'absence d’utilisation de souris knock-out pour
confirmer l'implication des récepteurs P2X. Plus qu’'un rdle direct dans la
transmission de linflux nerveux dans le cerveau, les récepteurs P2X sont
impliqués dans la neuromodulation (Khakh & North 2012). Cependant, le
déclenchement de PPSEs induits par P2X au niveau périphérique est
clairement établi. La nociception en est le meilleur exemple (Lemoine et al
2012, Wirkner et al 2007).

Type de

. Localisation Fonctions principales
récepteur

Muscles lisses, plaquettes, cervelet,

P2X4 neurones de la corne dorsale de la
moelle épiniere

Muscles lisses, SNC, rétine, cellules

Contraction des muscles lisses
Activation plaquettaire

Transmission sensorielle

P2X2 chromaffines, gangllqns autonomes et Modulation des fonctions synaptiques
sensoriels
Neurones sensoriels, neurones du Médiation de la transmission sensorielle
P2X3 noyau du tractus solitaire, quelques Facilite la libération de glutamate dans le
neurones sympathiques SNC
P2Xs SCN, testicules, colon Modulation de l'inflammation chronique

Modulation de la douleur neuropathique

cellules en prolifération de la peau, de
P2Xs I'intestin, de la vessie, du thymus et de
la moelle épiniére

Inhibition de la prolifération cellulaire
Augmentation de la différentiation cellulaire

Fonctionne comme un récepteur
SNC, motoneurones de la moelle P

P2Xs épiniére hétérométrique en combinaison avec les
sous unités P2X; et P2X4
Cellules apoptotiques du systeme Médiation de I'apoptose
P2X7 immunitaire, du pancréas et de la peau, Prolifération cellulaire
par exemple Libération de cytokines pro inflammatoires

Table 1. Distribution et fonction des récepteurs P2X. (Burnstock 2008).

En dépit de la large distribution des récepteurs P2X dans I'organisme, de

multiples souris knock-out (P2X1, 2, 3, 2/3, 4, 7) arrivent a 'dge adulte. Ces
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récepteurs ne sont donc pas requis pour la viabilité de I'animal, toutefois, ces
souris souffrent d’altérations pathologiques de voies de signalisation. Une
délétion de P2X1 abolit la contraction du canal déférent, ce qui entraine une
infertilité chez la souris male (Mulryan et al 2000). Les récepteurs P2X2 et
P2X2/3 sont impliqués dans les douleurs persistantes. P2X3 joue un rble dans
la perception de la douleur aigué (Cockayne et al 2005, Cockayne et al 2000).
Une délétion de P2X4 provoque une surdité et entraine des troubles du spectre
autistique, probablement causés par une altération de I'expression des
récepteurs du glutamate NMDA et AMPA (Wyatt et al 2013). Suite a une Iésion
nerveuse periphérique la surexpression de P2X4 dans les cellules microgliales
de la moelle épiniére est a l'origine de douleurs neuropathiques (Ulmann et al
2008). Les récepteurs P2X7 responsables de la libération d’interleukine (IL-1p3)
sont a l'origine d’inflammation et de douleurs chroniques (Chessell et al 2005).
Nous allons aborder en détail la nociception, I'altération pathologique de
cette voie de signalisation responsable de douleurs neuropathiques et nous

finirons par le réle neuromodulateur des récepteurs P2X.

2.21. Implication des récepteurs P2X dans Ila

nociception et la douleur neuropathique

Nociception.

L’ATP extracellulaire est le premier messager de la douleur. Ce médiateur
peut étre libéré par de nombreux types cellulaires tels que les cellules
épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les
fibroblastes, les hépatocytes et les chondrocytes. La libération d’ATP dans le
milieu extracellulaire est consécutive a un dommage cellulaire, une distension
mécanique, un stress thermique ou méme une stimulation pharmacologique
(moins documentée) (Lazarowski et al 2003). Plusieurs populations de
neurones sont impliquées dans la nociception pour les différentes parties du
corps humain. Les neurones du ganglion spinal (GS) innervent la périphérie du
corps (peau et muscles) et les organes sous-diaphragmatiques, les neurones

du ganglion plexiforme (GP) innervent les organes sus-diaphragmatiques
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tandis que les neurones du ganglion trigéminé (GT) innervent la face. Nous

allons explorer la voie nociceptive au travers des neurones du GS (Fig. 5).

Corne dorsale de la
moelle épiniére

Péripherie
ﬂ Dommage cellulaire Cortex
Douleur

neuropathique
Hyperexcitabilité

Terminaison Dépolarisation

. Neurone
sensorielle

présynaptique
afférent
primaire

Neurone
postsynaptique
de la e ATP

corne dorsale
e Glutamate

® GABA/Glycine
v BDNF

Interneurone @ P2XR

inhibiteur
@ NMDAR/AMPAR (” KCC2

m GABA ,R/GlyRs (n TrkB

Figure 5. Nociception et douleur neuropathique. Mécanismes moléculaires et cellulaires de la
transmission de la douleur impliquant les LGICs dans le systéme nerveux et la moelle épiniére. L’atteinte
pathologique de cette voie de signalisation entraine des douleurs neuropathiques. Pour plus
d’informations cf. 2.2.1. (Lemoine et al 2012).

Microgllie
activée

L’ATP déchargé dans le milieu extracellulaire active les récepteurs P2X3,
P2X2/3 et P2X2 présents sur les terminaisons nerveuses des fibres sensitives.
L’activation des récepteurs P2X entraine la dépolarisation de la membrane,
créant un potentiel d’action qui se propage le long du neurone présynaptique. II
en résulte la colibération de glutamate et d’ATP au niveau de la corne dorsale
de la moelle épiniére. Dans une boucle de rétrocontréle positive, 'ATP active
les récepteurs P2X présynaptiques, faisant accroitre la concentration calcique
intracellulaire et augmenter I'exocytose, calcium-médiée, de glutamate. Le
glutamate, quand a lui, active les récepteurs ionotropiques du glutamate
(iGIluR) du neurone postsynaptique de la corne dorsale de la moelle épiniére
provoquant sa dépolarisation qui conduit le message de douleur au cerveau.

L’arrét de la transmission de la douleur au cerveau se fait par l'intermédiaire
12



des internerneurones inhibiteurs, sécréteurs de GABA. La libération de GABA
active les récepteurs GABAa, responsables d’'un flux entrant de chlore, qui
hyperpolarise les neurones postsynaptiques de la corne dordale, pour
finalement stopper le signal de douleur. Une dérégulation de cette voie de
rétrocontrble négatif est responsable de douleurs chroniques ou

neuropathiques (Lemoine et al 2012).

Douleur neuropathique.

Une lésion nerveuse entraine l'activation de la microglie dans la corne
dorsale de la moelle épiniere (Fig. 5). En réponse a la Iésion, les cellules
microgliales surexpriment les récepteurs P2X4 et P2X7. Des données
immunohistochimiques réveélent I'expression de ces deux récepteurs dans les
cellules microgliales entourant les zones de |ésion et de neurodégénéréscence
dans le cerveau (Parvathenani et al 2003). L’activation des récepteurs P2X4 et
P2X7 par 'ATP diffusant hors de la fente synaptique, provoque la libération du
facteur neurotrophique issu du cerveau, le « brain-derived neurotrofic factor »
(BDNF). Le BDNF active les récepteurs a activité tyrosine kinase, TrKB, qui
inhibent I'expression du co-transporteur potassium-chlore KCC2 au niveau du
neurone postsynaptique de la corne dorsale. La concentration intracellulaire en
chlore augmente et provoque l'inversion du courant chlore induit par le GABA
libéré par I'interneurone inhibiteur. Les canaux GABA sont alors responsables
d’'un courant chlore sortant, ce qui a pour conséquence de dépolariser la
membrane, provoquant une hyperexcitabilité du neurone postsynaptique de la
corne dorsale. Cette hyperexcitabilité neuronale est responsable de la douleur
neuropathique (Bernier et al 2012, Chessell et al 2005, Coull et al 2005, Inoue
et al 2004, Jarvis 2010, Lemoine et al 2012, Tsuda et al 2003).
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2.2.2. Réle neuromodulateur des récepteurs P2X

IR

nordadrénaline

erminaison nerveuse
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Figure 6. Mécanisme de synaptique scaling impliquant les récepteurs P2X dans les neurones
magnocellulaires. Pour plus de détail se référer au texte ci-dessous. (Khakh & North 2012).

L’exemple le plus documenté sur la neuromodulation médiée par les
récepteurs P2X est la régulation de la taille des synapses (« synaptic scaling »)
chez les neurones magnocellulaires de I'’hypothalamus (Fig. 6). Le « synaptic
scaling » est un mécanisme de recrutement de récepteurs canaux permettant
d’augmenter la capacité de dépolarisation du neurone au niveau de ses
synapses. Les prolongements astrocytaires agissent comme des senseurs
jouant un réle clé dans la neuromodulation impliquant les récepteurs P2X. La
noradrénaline, sécrétée par les cellules neurosécrétrices de I'hypothalamus,
ainsi que le glutamate, libéré par les neurones postsynaptiques afférents,
provoquent 'augmentation du calcium intracellulaire dans les astrocytes, par
I'intermédiaire de linositol triphosphate (IP3) produit suite a l'activation des
récepteurs adrénergiques a1 et des récepteurs métabotropiques du glutamate.
Les cellules astrocytaires libérent de 'ATP qui active les récepteurs P2X
(P2X2, P2X4 et P2X7) et fait entrer du calcium dans les neurones
magnocellulaires. Le calcium active la phosphatidylinositol-kinase de type 3
(PI3K), augmentant la densité de récepteurs AMPA au niveau postsynaptique
(Gordon et al 2005, Gordon et al 2009, Khakh & North 2012).
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2.3. Pharmacologie des récepteurs P2X

Les outils pharmacologiques sont les plus utilisés pour disséquer les effets
physiologiques d’une cible biologique et pour prouver I'existence de cette cible
dans un type cellulaire donné. Cette stratégie est étroitement dépendante de
I'existence de molécules sélectives de la cible étudiée. Cependant, aucune
molécule n’est spécifique d’une cible biologique, il suffit d’augmenter la
concentration appliquée pour observer des effets secondaires dus a l'activation
d’autres cibles. « Toute substance est un poison et aucune n’est inoffensive.
C’est simplement la dose qui fait qu'une substance n’est pas toxique. »,
Paracelse. La sélectivité dépend donc de la dose permettant d’activer une cible
plutét qu’'une autre. Classiquement une molécule est considérée comme
sélective d’'une cible 1 par rapport a une cible 2 si le rapport entre les
concentrations effectrices 50% pour chacune des cibles (CEs502/CEs01) est
supérieur ou égal a 100, c.-a-d. deux unités logarithmiques (Landry & Gies
2003).

Nous verrons dans ce chapitre les molécules actives sur P2X (agonistes,
antagonistes, modulateurs allostériques) décrites dans la littérature sans faire
de liste exhaustive. Nous nous cantonnerons aux molécules ayant une forte
affinité apparente pour P2X. La figure 7 présente les structures des molécules
abordées dans le texte. En fin de chapitre, un tableau résume les effets de
nombreuses molécules sur P2X en les classant par agonistes, antagonistes et
modulateurs allostériques (table 2). La pharmacologie des récepteurs P2X est
décrite de maniére détaillée par Kenneth A. Jacobson et Claudio Coddou
(Coddou et al 2011, Jacobson et al 2002) et de maniere résumée par Diana
Donelly-Roberts, Michel F. Jarvis et R. Alan North (Donnelly-Roberts et al
2008, Jarvis & Khakh 2009, North & Jarvis 2013). En 2012, nous avons publié
une revue qui décrit, entre autres, la pharmacologie des récepteurs P2X sous
un angle structural en incorporant les acides aminés impliqués dans la

reconnaissance des ligands (Lemoine et al 2012)(cf. annexes article 4).
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Les Agonistes.

L’ATP constitue [l'agoniste endogene des récepteurs P2X. Ce
neurotransmetteur est un agoniste, non sélectif de P2X d’efficacité variable
(CEsp de l'ordre du micromolaire a la centaine de milimolaire), connu pour
activer d’autres cibles tels les récepteurs métabotropiques P2Y (P2Y,, P2Y, et
P2Y 1) (Wildman et al 2002). Une fois libéré dans le milieu extracellulaire, 'ATP
est transformé en ADP, AMP et adénosine par des ectonucléotidases
(Jacobson et al 2002). L’'ADP active les récepteurs métabotropiques P2Y
(P2Y4, P2Y 12, P2Y43) (Wildman et al 2002). L’adénosine, quant-a-elle, active
les récepteurs purinergiques de type 1 (P1) (Jacobson et al 2002).

Face au manque de sélectivité de 'ATP, différents analogues de 'ATP ont
été testés sur les récepteurs P2X.

Modifications au niveau des phosphates. Parmi ces agonistes, I'a,3-
méthyléne ATP (a,B-meATP) et le B,y-méthyléne ATP (B,y-meATP) sont des
bioisostéres de I'ATP, dans lesquels I'atome d’oxygéne entre les phosphates
correspondant est remplacé par un groupement méthylene. Cette substitution a
pour conséquence de diminuer la dégradation de ces bioisostéres par les
ectonucléotidases. L’a,-meATP et le B,y-meATP ne sont pas actifs sur P2Y et
sont plus efficaces sur P2X1, P2X3, P2X2/3 et P2X5 (CEsy de l'ordre du
micromolaire pour I’ a,f-meATP et de la dizaine de micromolaire pour le 3,y-
meATP).

Modification au niveau de l’adénine. Le 2-meSATP, souvent plus
efficace que 'ATP (CEsp de I'ordre du micromolaire), est un agoniste entier des
récepteurs P2X et P2Y. L’incapacité du 2-meSATP a activer les récepteurs de
'adénosine fit de cette molécule un outil important pour révéler I'existence de
ces deux familles de récepteurs (Coddou et al 2011).

Modification au niveau du ribose. Le Bz-ATP est un agoniste P2X qui
n'active pas P2Y, a l'exception de P2Yq; et P2Y43. Remarquablement cet
agoniste posséde une affinité apparente beaucoup plus forte que celle de 'ATP

pour P2X7 (CEso de 10 uM contre 3 mM respectivement).
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Figure 7. Structure chimique de quelques agonistes, antagonistes et modulateur allostérique de
P2XR.
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Face au manque de sélectivité des agonistes pour un sous-type P2X,
I'assignement d’un réle fonctionnel de ces récepteurs, dans des tissus intacts,

dépend de maniere critique de I'utilisation d’antagonistes (Virginio et al 1998b).

Les antagonistes.

Dérivé d’ATP. Nous commencgons par le trinitrophényle-ATP (TNP-ATP),
un analogue fluorescent de I'ATP, dans lequel les hydroxyles du ribose sont
connectés au cycle trinitrophényle par un atome de carbone spiro. Le TNP-ATP
est le premier antagoniste non-sélectif a agir sur P2X1, P2X3 et P2X2/3 avec
une affinité de I'ordre du nanomolaire. Sur les mémes récepteurs, d’autres
dérivés de nucléotides (TNP-ADP, TNP-AMP et TNP-GTP) sont des
antagonistes efficaces (Virginio et al 1998b). Cependant le TNP-ATP est
rapidement métabolisé, limitant son utilisation comme antagoniste fonctionnel
(Lewis et al 1998).

Composés organiques. Les analogues de la suramine sont des urées
symétriques polysulfatées de haut poids moléculaire (~1300 g.mol™”, pour la
suramine). La suramine est active sur une multitude de cibles incluant la
transcriptase-inverse du virus de I'immunodéficience humaine, les récepteurs
couplés a la protéine G et de multiples sous-types de récepteurs purinergiques
de type 2 (P2). L'analogue de la suramine le plus efficace sur P2X est le
NF449 (NF449>NF279>NF023). Cet analogue de la suramine est, dans I'état
des connaissances, un inhibiteur compétitif sélectif de P2X1. Contrairement a
ce que laisse penser Claudio Coddou (Coddou et al 2011), les effets inhibiteurs
du NF449 sur les protéines Gs et la voie de signalisation du récepteur de type 3
du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR3) n’interférent pas avec ceux
sur P2X1 car ils interviennent a des concentrations élevées (~6 uM et 2100 uM
contre 0,05-500 nM pour P2X1) (Hohenegger et al 1998, Krejci et al 2010). De
plus, il a été mis en évidence que le NF449 réduit I'agrégation plaquettaire,
dans un modéle de thromboembolisme chez la souris, en association avec le
blocage de la fonction du récepteur P2X1 (Hechler et al 2005). Le NF770, en
partie mis au point par une analyse structurale de P2X4, est un composé
prometteur pour aller vers un antagoniste sélectif de P2X2 (composé testé
uniqguement sur des P2X) (Wolf et al 2011).
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Une autre classe d’antagonistes regroupe les dérivés du pyridoxal de
phosphate. Parmi eux, le PPADS est connu pour agir comme un inhibiteur non
sélectif. Le PPNDS est plus sélectif de P2X par rapport a P2Y. Le MRS2159
est un chef de file prometteur pour aller vers un antagoniste sélectif de P2X1.

Au sein des analogues de I'anthraquinone, le « reactive blue 2 » (RB-2) est
un antagoniste non sélectif de P2X qui n’est pas capable de discriminer entre
P2X et P2Y (Ralevic & Burnstock 1998). Le PSB-1011, connu aussi sous le
nom de « reactive blue 4 » (RB-4) est un antagoniste qui discrimine P2X de
P2Y et qui est plus efficace sur P2X2 (Baqi et al 2011).

Nous passons a une classe d’antagonistes « exotiques » dans le sens ou
leurs structures sont originales et ouvrent la voie vers d’autres molécules
sélectives de P2X. Le premier nommé AstraZeneca16 (AZ16, pour le nom de
I'entreprise et le numéro du composeé) est un dérivé adamantane. L’AZ16 est
un antagoniste compétitif présentant une affinité de 'ordre du nanomolaire pour
P2X7 (Baxter et al 2003). Les deux derniers sont des composés identifiés par
Roche. Le RO 0437626 est un point de départ pour un antagoniste sélectif de
P2X1 (testé uniquement sur P2X1, P2X2, P2X3 et P2X2/3) (Jaime-Figueroa et
al 2005). Le RO-85, quant-a-lui, est un antagoniste sélectif de P2X3
(Brotherton-Pleiss et al 2010).

Le passage sur les antagonistes se termine avec la paroxétine, un
inhibiteur de la recapture de la sérotonine. De maniére remarquable, cet
antidépresseur permet de lutter contre les douleurs neuropathiques par
I'intermédiaire de l'inhibition de P2X4 (Nagata et al 2009).
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Sous-unités, nomenclature NC-IUPHAR

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
Classe des Composés CEs et Clso (UM autre spécifié¢)
composeés
Agonistes’
ATP 0,1-0,7 2-8 1 1-10 0,5-4 2-4 mM
2-meSATP  0,1-1 1 0,3 10-100 © 0,5 200 °
a,B-meATP  0,1-1 >100 ° 1-2 4-300 ° 1-12 ° >300 °
B.y-meATP 2°F >300 ° >300 ° >300 ° 10° >300 ©
ATPYS 1° 10" 10° - 0,5 -
ApsA 1,2° - - - 5° -
Ap.A 4° 1 1 210 ° 03° -
Nucléotides et P 0.0 S
analogues ApsA 09" ) 1 ) 07" )
ApeA 0,6 - 1,5 - 5°F -
Bz-ATP 0,7-24 6-30 © N.D. 3 - 10
CTP 8,7 - - 200 ° - -
Antagonistes’
TNP-ATP 0,006 2 0,0009 15 0,6-0,7 >30
Ipal 0,6 inactif 1 1,7 - -
Ipsl 0,003 inactif 3 0,002 - -
Suramine 1-2 10 3 >300 2-3 >300
NF023 0,2 <100 8,5-29 >100 - -
NF279 0,02 1 - - - 3-20
Suramine 8t Neggq 0.05-500 400 >100 >100 - 40
analogues nM
NF770 0,94 0,019 0,074 >10 - >10
NF776 N.D. 0,097 N.D. >10 - >10
NF778 N.D. 0,14 N.D. >10 - >10
PPADS 1 1-3 1,5 >300 0,2-0,6 10-45
PPNDS 0,015 - - - - 0,4-11
Analogues du
100 pas 100 pas ) B
phosphate de MRS2220 10 d'effet 60 Jeffet
pyridoxal
MRS2159 0,009 - 0,15 - - 2-19
MRS2257 0,01 0,3 0,03 - - -
RO-4
ou AF-353 >100 >100 0,1-0,009  >100 >100 >100
Analogues de
la RO-3 >10 >10 0,01 >10 >10 >10
triméthoprime
RO-51 >10 >10 0,002 >10 >10 >10
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RB-2 - 0,5 45 - - -
Analogues de

) : PSB-1011
Ianthre;qumon ou RB-4 0,4 0,08 0,5 >10 - >10
PSB-10211 - 0,086 - N.D. - -
Analogue de A-740003 >10 >10 - >10 >10 0,02-0,7
la cyano
guanidine A-804598 >10 >10 - >10 - 0,01
BBG >5 1,4 >10 3-100 0,5 0,015-0,25
Paroxétine - - - 2 - -
Différents KN-62 - - - - - 10
composeés
organiques RO-85 >10 0,032-0,4 >10 >10 >10 >10
A-317491 >10 >100 0,1 >100 - >100
RO 0437626 3 >100 >100 - - -
Modulateurs®
Macrocycle Ivermectine - >30 >30 0,25 - >30
pH Protons (-)pKa6,3 (+)pKa7,3 (-)pKab6,0 (-)pKab,8 - (-) pKa 6,1
Calcium Pas d’'effet (-) 5 mM -)15mM - ()10 mM -
Magnésium - - - - - (-) 500
Cations .
divalents Zinc -) (+) 7-30 (+)5 (+) 10
Cuivre - (+)3 - (-) 10 - -
Cadmium (-) N.D. (+) >100 - (+) 20 - -
Cations Gadolinium  (-) 10 (-)
trivalents Lanthane ) ()10 ) ) ) )

Table 2. Pharmacologie des récepteurs P2X. P, signifie agoniste partiel, (+), modulateur positif, (-),
modulateur négatif, N.D., testé mais non déterminé, -, non testé. Les données de ce tableau ne sont
qgu’indicatives car les CEsg et Clso varient en fonction de I'espéce et du systéme d’expression. Les
références utilisées sont: 1, (Bo et al 2003, Buell et al 1996, Chen et al 1995, Donnelly-Roberts et al
2009a, Eickhorst et al 2002, Evans et al 1995, Garcia-Guzman et al 1997, He et al 2003, He et al 2002,
Jarvis et al 2001, Jones et al 2000, Lewis et al 1995, Liu et al 2001, Lynch et al 1999, Roger et al 2008,
Soto et al 1996, Surprenant et al 1996, Wildman et al 1999a, Wildman et al 2002, Wildman et al 1999b,
Wolf et al 2011, Yan et al 2010, Zemkova et al 2004) ; 2, (Baqi et al 2011, Bo et al 2003, Brake et al 1994,
Braun et al 2001, Brotherton-Pleiss et al 2010, Buell et al 1996, Carter et al 2009, Donnelly-Roberts et al
2008, Donnelly-Roberts et al 2009a, Donnelly-Roberts et al 2009b, Evans et al 1995, Gever et al 2010,
Hibell et al 2001, Honore et al 2006, Jacobson et al 1998, Jahangir et al 2009, Jaime-Figueroa et al 2005,
Jarvis et al 2002, Jiang et al 2000a, Kassack et al 2004, Kim et al 2001, King et al 1999, Klapperstick et
al 2000, Kotnis et al 2010, Lambrecht et al 2000, Lewis et al 1995, Lewis et al 1998, Liu et al 2001, Lynch
et al 1999, Michel et al 2000, Nagata et al 2009, North & Surprenant 2000, Rettinger et al 2000, Soto et al
1996, Soto et al 1999, Surprenant et al 1996, Virginio et al 1998b, Wildman et al 2002, Wolf et al 2011) ;
3, (Acufia-Castillo et al 2007, Acufia-Castillo et al 2000, Bo et al 2003, Brake et al 1994, Clarke et al 2000,
Clyne et al 2002, Coddou et al 2007, Coddou et al 2005, Coddou et al 2003, Ding & Sachs 1999a, Evans
et al 1996, Gerevich et al 2007, Khakh et al 1999a, Kotnis et al 2010, Liu et al 2009, Liu et al 2008, Lorca
et al 2005, Nakazawa & Ohno 1997, Soto et al 1996, Stoop et al 1997, Surprenant et al 1996, Virginio et
al 1997, Virginio et al 1998a, Wildman et al 1999b, Xiong et al 1999, Yan et al 2005).
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Abréviation des molécules listées dans la table 2, nom usuel et ou IUPAC :

ATP, adénosine-5'-thiotriphosphate; 2-meSATP, 2-méthylthio- adénosine-5-thiotriphosphate; a., -
meATP, «, f-méthyléne- adénosine-5-thiotriphosphate; B, y-meATP, §, y-méthyléne- adénosine-5'-
thiotriphosphate; ATPyS, adénosine-5-O-(3-thiotriphosphate); ApsA, diadénosine-triphosphate; Ap4A,
diadénosine-tétraphosphate; ApsA, diadénosine-pentaphosphate; ApsA, diadénosine-hexaphosphate;
Bz-ATP, 2’,3'-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP; CTP, cytidine-5'-triphosphate; TNP-ATP, 2’,3-O-(2,4,6-
trinitrophenyl) adénosine 5’-triphosphate; Ip4l, diinosine tétraphosphate; Ip5l, Diinosine pentaphosphate;
NF023, Acide 8,8-[carbonylbis(imino-3,1-phénylenecarbonylimino)]bis-1,3,5-naphthalénetrisulfonique ;
NF279, acide 8,8-[carbonylbis(imino-4,1-phénylénecarbonylimino-4,1-phénylénecarbonylimino)]bis-1,3,5-
naphthalénetrisulfonique; NF449, acide 4,4’ 4" 4”-[carbonylbis(imino-5,1,3-benzénetriyl-
bis(carbonylimino))]tetrakis-1,3-benzénedisulfonique; NF770, sel de 7,7’-(carbonylbis(imino-3,1-
phényléne-carbonylimino-3,1-(4-méthylphénylene)carbonylimino))bis(1-méthoxy-naphthaléne-3,6-
disulfonate) tétrasodique ; NF776, sel de 6,6’-(carbonylbis(imino-3,1-(4-
méthylphényléne)carbonylimino))bis(1-méthoxynaphthaléne-3,5-disulfonate) tétrasodique ; NF778, sel de
6,6’-(carbonylbis(imino-3,1-phénylénecarbonylimino-3,1-(4-méthyl-phénylene)carbonylimino))bis(1-
méthoxynaphthaléne-3,5-disulfonate) tétrasodique ; PPADS, acide pyridoxal-5-phosphate 6-azophényle-
2’ 4'-disulfonique ; PPNDS, acide pyridoxal-5-phosphate-6-(2’-naphthylazo-6’-nitro-4’,8'-disulfonique ;
MRS2220, acide 2-[[2-hydroxy-5-(hydroxyméthyl)-2-oxo-4H[1,3,2]dioxaphosphinino[4,5-c]pyridin-8-
ylldiazényl]benzéne-1,4-disulfonique; MRS2159, acide 4-[(4-formyl-5-hydroxy-6-méthyl-3-
[(phosphonooxy)méthyl}-2-pyridinyl)azo]-benzoique ; MRS2257, Pyridoxal-5’-phosphate-6-azophenyl-
3',5’-biméthylénphosphonate;

RO-4 (AF-353), 5-(5-iodo-2-isopropyl-4-méthoxyphénoxy)pyrimidine-2,4-diamine; RO-3, 5-[(4,5-
diméthoxy-2-propan-2-ylphényl)méthyllpyrimidine-2,4-diamine ; RO-51, 2-[[4-amino-5-(5-iodo-4-méthoxy-
2-propan-2-ylphénoxy)pyrimidin-2-ylJamino]propane-1,3-diol ; RB-2, reactive blue 2, acide 1-amino-4-[4-
[[4-chloro-6-(3-sulfonatoanilino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino]-3-sulfonatoanilino]-9,10-dioxoanthracene-2-
sulfonate; RB-4 (PSB-1011), acide 1-amino-4-((3-((4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)Jamino)-4-
sulfonatophenyl)amino)-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracéne-2-sulfonate; PSB-10211, 1-amino-4-[3-(4,6-
dichloro[1,3,5]triazine-2-ylamino)phénylamino]-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2-sulfonate; A-740003,
N-(1-([(cyanoimino)(5-quinolinylamino) méthyl] amino)-2,2-diméthylpropyl)-2-(3,4-diméthoxyphényl)
acétamide ; A-804598, 2-cyano-1-[(1S)-1-phényléthyl]-3-quinolin-5-ylguanidine ; A-804598, 1-cyano-2-
[(1S)-1-phényléthyl]-3-quinolin-5-ylguanidine ; BBG, coomassie brilliant blue G, [(4Z2)-4-[[4-(4-
éthoxyanilino)phényl]-[4-[éthyl-[(3-sulfophényl)méthyl]Jamino]-2-méthylphénylméthylidene]-3-
méthylcyclohexa-2,5-dién-1-ylidene]-éthyl-[(3-sulfophényl)méthyllazanium ; KN-62, 1-[N,O-bis(5-
isoquinolinesulfonyl)-N-méthyl-L-tyrosyl]-4-phénylpipérazine; RO-85, acide 1-méthyl-3-phényl-1H-
thiéno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylique ; A-317491, 5-[[[(3-phénoxyphényl)méthyl][(1S)-1,2,3,4-tétrahydro-1-
naphthalénylJamino]carbonyl]-1,2,4-benzénetricarboxylate; RO 0437626, N-[(1R)-2-[[(1S,2R,3S)-1-
(cyclohéxylméthyl)-3-cyclopropyl- 2,3-dihydroxypropyl]lamino]-2-oxo-1-(4thiazolylméthyl)éthyl]-1H-
benzimidazole-2-carboxamide.

Les modulateurs.

Les métaux essentiels, tels le zinc et le cuivre, sous leur forme ionique libre
(Zn**, Cu®"), sont des modulateurs allostériques des récepteurs P2X. Ces deux
métaux sont transportés par divers transporteurs dans les neurones et stockés
avec les neurotransmetteurs dans des vésicules synaptiques. Ce mécanisme
de concentration permet de libérer les métaux dans la fente synaptique avec
une concentration de l'ordre de la centaine de micromolaire (Coddou et al
2011). Le zinc joue un réle complexe au sein du cerveau en étant impliqué
dans des voies de signalisation physiologiques et pathologiques (Sensi et al
2009). Le zinc est un métal dont les effets ont été largement étudiés sur P2X.

Ses effets différent selon le sous-type de P2X et I'espéce. Par exemple, le zinc
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inhibe les récepteurs P2X2 humain (hP2X2) et P2X1 de rat (rP2X1) tandis qu’il
potentialise fortement la réponse ATP chez le récepteur P2X2 de rat (rP2X2).
Le site zinc de rP2X2 a été identifié et localisé au niveau de la bordure du site
de fixation de I'ATP sur deux sous-unités adjacentes. Le zinc chélate les
histidines H120 et H213 (notation rP2X2). En 2012, nous avons démontré que
le zinc potentialise la réponse ATP sur rP2X2 en favorisant les modifications
conformationnelles, a 'origine de I'ouverture du canal, induite par 'ATP.

Revenons aux dérivés organiques. L’ivermectine fait partie de la classe des
avermectines, des lactones macrocycliques a activité antihelminthique. Cette
molécule prescrite comme antiparasitaire dans les cas d’infestation par des
nématodes est un potentiateur allostérique de P2X. L’ivermectine interagit au
niveau des hélices TM1 et TM2 du récepteur et stabilise I'état ouvert (Khakh et
al 1999b).

Ce chapitre montre les limites de la pharmacologie conventionnelle comme
outil d’étude des récepteurs P2X. En effet, cette stratégie manque
considérablement de molécules sélectives d’'un sous-type P2X. De plus, la
libération de molécules pharmacologiques dans des tissus natifs est lente et
imprécise, car la disponibilité de la molécule est réduite par sa diffusion et son
interaction non sélective avec d’autres protéines, comme c’est le cas des
suramines avec les protéoglycanes des tissus conjonctifs (McNally et al 2000).
La molécule peut aussi étre métabolisée, avec comme exemple le TNP-ATP
(Lewis et al 1998). Pour finir, les molécules pharmacologiques sélectives ne
pourront pas différencier un sous-type de récepteur ou de pompe ionique

exprimé dans des types cellulaires différents.
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24. Structure des récepteurs P2X

Bref historique.

Les premiéres informations sur la structure tridimensionnelle des
récepteurs P2X furent apportées par des expériences de microscopie a force
atomique (MFA) (Fig. 8a, b) et de microscopie électronique (ME) (Fig. 8c)
(Barrera et al 2005, Young et al 2008). En février 2009, la structure du
récepteur P2X fut reconstruite par microscopie cryoélectronique, avec une
résolution de 15 A et révéla I'architecture trimérique de P2X, leur domaine
extracellulaire globulaire, deux voies de passage possible des cations au
travers du récepteur et l'interaction entre les extrémités intracellulaires N- et C-
terminales (Fig. 8d, e, f) (Mio et al 2009). Quelques mois plus tard, en juillet
2009, l'équipe d’Eric Gouaux résolut la structure cristallographique des
récepteurs P2X, dans un état fermé et confirma la topologie du récepteur
(Kawate et al 2009). Cette structure révéla la proximité spatiale de résidus,
identifiés par mutagénese dirigée (Jiang et al 2000b), impliqués dans l'affinité
apparente de I'ATP pour le récepteur. En I'absence d'une structure en
présence du ligand, le site de fixation de 'ATP restait spéculatif. En 2011, nous
avons localisé le site fixation de 'ATP par marquage d’affinité avec un dérivé
ATP thiol-réactif (Jiang et al 2011). Puis en mars 2012, nous avons élucidé le
mécanisme d’activation des récepteurs P2X, c.-a-d. les mouvements opérés
dans la protéine qui induisent I'ouverture du canal suite a la fixation de 'ATP
(Jiang et al 2012a). (Ces deux derniers points seront développés dans les
chapitres 3 et 4). Finalement, en mai 2012, la résolution des structures
cristallographiques, du récepteur en présence d’ATP et en absence d’ATP
(Hattori & Gouaux 2012), permit de confirmer nos résultats et de corriger des

erreurs présentes dans la structure de 2009 (Fig. 9).
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Figure 8. Architecture trimérique des récepteurs P2X vue par microscopie force atomique (MFA)
et microscopie électronique (ME). (a) Série d’images grossies de P2X2 obtenues par MFA qui
montrent des récepteurs non marqués (images du haut) ou marqués une (images intermédiaires) ou
deux fois par des anticorps (images du bas). (d) Distribution de fréquence des angles mesurés entre
deux anticorps (42 mesures). La distribution est une gaussienne avec une moyenne de 123 + 3°
(Barrera et al 2005). Structure du récepteur P2X4 humain, obtenue par ME, a une résolution de 21 A
(Young et al 2008). (d, e, f) Reconstruction de la structure des récepteurs P2X2 avec un résolution de 15
A a partir de plus de 90 000 images obtenues par microscopie cryoélectronique. (d) Récepteur vu du
dessus montrant un axe de symétrie d’ordre 3 passant par le centre du récepteur. (e) Vues latérales du
récepteur avec description des différentes parties. (f) A gauche, voies de passage possibles des ions au
travers du récepteur. A droite, localisation d’un site qui protegerait 'ATP des ATPases (Mio et al 2009).
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Figure 9. Architecture du récepteur P2X4 du poisson zébre. (a, b)
Vue latérale de la structure trimérique du récepteur zfP2X4 (a) Canal
fermé (b) canal ouvert. Chaque sous-unité est représentée par une
couleur différente, 'ATP est représenté par des sphéres rouges. (c, d)
Vue du milieu extracellulaire (c) Canal fermé, (d) canal ouvert.

Structure cristallographique. Vue globale.

Les récepteurs P2X ont une forme globale qui s’apparente a un calice.
Leur domaine extracellulaire proéminent s’éléve a ~70 A au dessus du plan de
la membrane. Le domaine transmembranaire posséde une forme de sablier et
s'étend au travers de la membrane sur ~28 A. Ce dernier domaine est
constitué de l'association des hélices transmembranaires TM1 et TM2. Les
hélices TM2 de chaque sous-unité sont inclinées de 45° par rapport a la
normale du plan de la membrane et définissent le pore du canal. Chaque sous-
unité possede une conformation similaire et adopte une forme de dauphin
surgissant d’'une mer lipidique. TM1 et TM2 forment la queue du mammifére, le
domaine extracellulaire constitue le reste du dauphin avec les parties basse et
haute du corps, les nageoires gauche et droite, la nageoire dorsale, et pour
finir, la téte du dauphin (Fig. 10). Cette représentation imagée permet de

faciliter 'exploration de la structure.
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Figure 10. Analyse des modifications conformationnelles du récepteur
zfP2X4. Chaque élément d’une sous-unité est représenté d’une couleur
différentes (a, b) Superposition des structures cristallographiques sous I'état
ouvert (couleurs) et fermé (gris) en fonction des positions des Ca. (a) d’'une sous
unité (b) du trimer. (c, d) Domaine transmembranaire et extracellulaire (c) sous
I'état fermé et (d) sous I'état ouvert (représentation de deux sous-unités). (Hattori
& Gouaux 2012)

Domaine transmembranaire.

Site de reconnaissance de I’ATP.

Le site de fixation de I'ATP (Fig. 11) est localisé dans le domaine
extracellulaire a linterface entre deux sous-unités. Ce site, riche en résidus
basiques, est une large cavité bordée dans sa partie supérieure par la téte et la
partie haute du corps d’'une méme sous-unité et dans sa partie inférieure par la
nageoire dorsale et la partie basse du corps d’'une sous unité adjacente. Au
sein de son site de fixation, 'ATP adopte une forme de « U », avec les
phosphate 3 et y pliés vers le cycle du ribose. De maniére remarquable, un
atome d’'oxygéne du phosphate y est impliqué dans une liaison hydrogene

avec I'’hydroxyle 2' du ribose. L’hydroxyle 3', quant a lui, explore le solvant et
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pointe vers I'extérieur du site. L’adénine adopte une conformation « anti » par
rapport au ribose. Les résidus responsables de la fixation de I'ATP sont, la Lys
70, la Lys 72, la Thr 189, la Leu 191, la Lys 193 et la Leu 217 d’'une sous-unité
et 'Asp 296, I'Arg 298 et la Lys 316 de la sous-unité adjacente (notation pour
zfP2X4). Les lysines et 'asparagine 296 sont impliquées dans lI'interaction avec
les phosphates. La lysine 70 (69 pour rP2X2) joue un réle central car son
ammonium se trouve au centre du « U » formé par les phosphates et interagit
avec un atome d’oxygéne de chacun des phosphates (a, B et y). La lysine 72
interagit de maniére originale avec I'ATP, les carbones de sa chaine latérale
interagissent de maniére hydrophobe avec l'adénine, tandis que son
ammonium interagit avec le phosphate y. La lysine 193 interagit avec le
phosphate a par lintermédiaire de I'hydroxyle d’un glycérol. Cet hydroxyle
pourrait étre substitué par celui d'une molécule d’eau dans des conditions
physiologiques. L’asparagine 296 et la lysine 316 interagissent avec le
phosphate B, tandis que I'arginine 298 et la lysine 316 interagissent avec le
phosphate y.

La reconnaissance de l'adénine est basée sur trois liaisons hydrogéne. Les
deux premiéres entre 'amine aromatique en position 6 du cycle de la base et
les atomes d’oxygéne des carbonyles de la chaine principale des résidus Lys
70 et Thr 189. La derniere liaison hydrogéne se fait entre I'hydroxyle de la
chaine latérale de Thr 189 et le N1 de I'adénine.

La nageoire dorsale n’interagit avec 'ATP que par I'intermédiaire de la leucine

217 qui participe a I'environnement hydrophobe du cycle du ribose.
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Voie d’acces des cations extracellulaires au canal (Fig. 12).

Dans un plan proche de la membrane, le récepteur posséde trois
ouvertures appelées fenestrations. Ces fenestrations permettent Ia
communication entre le vestibule extracellulaire et le milieu extracellulaire et
pourraient constituer la voie de passage des ions extracellulaires vers le canal.
La structure dans un état fermé sans ATP, laissait penser que deux voies
d’accés des cations au canal étaient possibles. L'une le long de I'axe de
symétrie d’ordre trois du récepteur et l'autre par les fenestrations. La structure
dans I'état ouvert montre que la voie centrale est trop étroite pour laisser
passer les ions, tandis que les fenestrations s’élargissent considérablement.
De plus, le vestibule extracellulaire est riche en résidus acides qui permettent
de concentrer les cations a proximité du canal. Les fenestrations constituent
donc la voie par laquelle les ions entrent et sortent du récepteur. Ceci est en
accord avec des expériences d’accessibilité de cystéines et de pontage de

paires de cystéines (kawate 2011 et samways 2011).

a

Figure 12. Le pore
transmembranaire. (a)
Représentation des potentiels
électrostatiques de surface sous
I'état ouvert. La surface est
cartographiée de -10kT (rouge) a
+10kT (bleu) (constante
diélectrique : 80). (b, c)
Représentation de [I'espace
interne du récepteur le long de
son axe central (b) sous l'état . Fenestration
fermé et (c) sous I'état ouvert, :
chaque couleur représente le
rayon moyen depuis I'axe central
du récepteur (rouge: < 1,15 A,
vert: 1,15-2,3 A et violet: > 2,3 _ ST e
A). (Hattori & Gouaux 2012) Int. Trsesluiare > Etat  Etatouvert,
fermé ligandé

Vestibule
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Domaine transmembranaire et canal ionique (Fig. 13).

Figure 13. Transitions structurales
du domaine transmembranaire. (a, b)

Ext. Domaine transmembranaire sous I'état
ouvert (couleurs) et sous l'état fermé
(gris), (@) Vue du milieu intracellulaire
(b) Vue paralléle a la membrane.
(Hattori & Gouaux 2012)

Le pore est délimité par les hélices TM2 de chaque sous-unité. La structure
fermée montre une zone de constriction, a environ mi-hauteur de la bicouche
lipidique, qui constitue la porte du canal. Cette porte est délimitée dans sa
partie extracellulaire par les résidus Leu 340 et Asp 341 (lle 342 et Asp 333
pour rP2X;) et dans sa partie intracellulaire par Ala 347 et Leu 346 (Leu 338 et
Thr 339 pour rP2X;). Le centre de la porte est occupé par le résidu Ala 334
(Thr 336 pour rP2X;) qui définit la zone d’interaction la plus étroite entre les
hélices TM2 (Kawate et al 2009). Cette derniére observation est en accord
avec les résultats obtenus dans des expériences d’accessibilité de cystéines
par des métaux et des agents MTS (Li et al 2008, Rassendren et al 1997). Le
résidu Thr 339 (rP2X;) est remarquable car il est impliqué dans l'ouverture
constitutive du récepteur (Cao et al 2007). Lors de l'ouverture du canal les
résidus Ala 344 s’éloignent considérablement les uns des autres (12,3 A entre
les méthyles de la chaine latérale). Le diamétre le plus petit de la voie de
passage des ions se situe au niveau des résidus Ala 347 et Leu 351 (~7 A).
L’ouverture du canal ne résulte pas du redressement des hélices, car les
variations de leurs angles d’inclinaison par rapport a un axe parallele a la
membrane sont modestes, ~8° et ~2° pour TM1 et TM2 respectivement.
L’ouverture du canal s’opére par les rotations antihoraires des hélices qui sont
conséquentes, ~10° (TM1) et ~55° (TM2) par rapport a un axe perpendiculaire
a la membrane. Ce mouvement d’ouverture, comparable a celui dun
diaphragme a iris, modifie les interactions entre les hélices qui se stabilisent

dans un état ouvert (Hattori & Gouaux 2012).
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Mécanisme d’activation des récepteurs P2X.

La fixation de I'ATP provoque la fermeture de son site de liaison en
rapprochant la partie haute du corps d’une sous-unité et la partie basse de la
sous-unité adjacente. Ces interactions entre 'ATP et le récepteur ont pour
conséquence de rapprocher la téte d’'une sous-unité et la nageoire dorsale de
la sous-unité adjacente. Ces modifications conformationnelles provoquent
I'éloignement de la nageoire gauche dans un mouvement descendant. Au sein
d’'une méme sous-unité, les mouvements associés de remontée de la nageoire
dorsale et de descente de la nageoire gauche induisent une flexion montante
de la partie basse du corps. Ensuite, cette flexion de la partie basse du corps
écarte substantiellement les fenestrations (~10 A) et provoque I'ouverture du

canal dans un mécanisme ressemblant a une ouverture en diaphragme a iris.

(Fig. 14).

a
Nageoire Téte (A)
gauche (A)

Nageoire

Ext. dorsale (B)

Int.
Chaine AChaine B

Etat fermé

Figure 14. Modéle du mécanisme d’activation, du récepteur, par ’ATP. Les
fleches noires indiquent les mouvements du passage de (a) I'état fermé a (b) I'état

ouvert ligandé. (Hattori & Gouaux 2012)
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3. Intégration de la lumiére pour I’étude des récepteurs P2X

Ce chapitre détaille I'utilisation de la lumiére, un stimulus « non invasif »
original de contrble sélectif et spécifique de pompe ioniques, de récepteurs
canaux et métabotropiques, comme alternative a la pharmacologie

conventionnelle.

Généralités et nomenclature.

L’utilisation de la lumiére en neurobiologie se retrouve dans deux types
d’approches, I'optopharmacologie et I'optogénétique. Ces approches sont elles
méme divisées en deux parties. L’'optopharmacologie englobe les approches
des précurseurs photolabiles de ligands (ligands cagés), photolibérables de
maniere irréversible, et celle des « photoswitches » chimiques ou ligands
photochromiques dont l'activité biologique est modifiée réversiblement en
fonction de la longueur donde d’irradiation. L'optogénétique comprend
I'optogénétique microbienne, basée sur I'expression d’opsines microbiennes, et
'optogénétique pharmacologique qui permet le photocontréle des pompes

ioniques, des récepteurs canaux et métabotropiques. (Fig. 15)

a Optopharmacologie b Optogénétique
Ligand cagé Ligand photochromique microbienne pharmacologique
Récepteur endogene + Récepteur endogene + Opsine exogéne + Récepteur modifié génétiquement +
ligand cagé exogene photoswitch exogéne photoswitch endogéene photoswitch exogene

0
)

hvr>

e

Figure 15. Outils pour le photocontréle des fonctions neurales. (a) L’'optopharmacologie.
(b) L’'optogénétique (Kramer et al 2013).

Les ligands cagés possédent un groupement protecteur photolabile, appelé
cage (Fig. 15a). Cette cage permet de masquer l'activité biologique du ligand,
le rendant théoriquement inerte. Sous irradiation lumineuse, a une longueur

d’onde appropriée, la liaison entre le ligand et la cage est rompue dans une
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réaction de photolyse. Le ligand ainsi libéré pourra activer sa cible. Le but de la
technologie des ligands cagés est de mimer la libération d’un
neurotransmetteur dans une synapse. C’est chose faite avec I'utilisation d’'un
analogue du glutamate sensibles aux bi-photons (Matsuzaki et al 2001). La
technologie de la microscopie bi-photonique associée a ['utilisation de cages
possédant une cinétique de photolyse efficace permet la libération du
neurotransmetteur dans un espace tridimentionnel restreint au point focal
(ordre du micrométre) et dans un temps de l'ordre de la centaine de
microsecondes. Les neurotransmetteurs cagés les plus utilisés sont les
analogues du glutamate (Callaway & Katz 1993, Canepari et al 2001, Carter &
Sabatini 2004, Matsuzaki et al 2001, Shepherd et al 2003). Récemment, au
laboratoire, I'équipe d’Alexandre Specht a synthétisé un GABA cagé sensible
aux bi-photons (Donato et al 2012). Les analogues cagés du GABA avant
photolyse sont des antagonistes de leur cible (Canepari et al 2001, Donato et
al 2012), montrant que les analogues de neurotransmetteurs cagés ne sont
pas forcément biologiquement inertes. Un dérivés cagé de I'ATP, le P*-1-(2-
nitro) phényléthyladénosine-5'-triphosphate (NPE-ATP), a été décrit en 1978
(Kaplan et al 1978). Ce composé pourrait étre modifié pour une utilisation en
bi-photonique. Cependant, 'ATP libéré, non sélectif et hydrolysé par les
ectonucléotidases, ne permet pas d’activer sélectivement un sous-type P2X.
De plus, pour mimer la libération massive de neurotransmetteurs dans la fente
synaptique de fortes concentrations en ligands cagés, de I'ordre du milimolaire,
sont nécessaires. Ces ligands seraient inefficacement éliminés par les
mécanismes de recapture des neurotransmetteurs et pourraient perdurer
anormalement dans le milieu extracellulaire, pouvant compliquer l'interprétation

des résultats de photolibération (Kramer et al 2013).

Nous nous focaliserons sur les ligands photochromiques possédant un
azobenzene intégré dans leur structure (Fig. 15a). Ces dérivés azobenzéne
peuvent se convertir réversiblement en un isomére frans long et un isomere cis
court. Une irradiation dans le proche UV provoque l'isomérisation cis de
I'azobenzene, ensduite le retour a I'isomere trans se fait lentement par relaxation

thermique ou par une irradiation dans le visible. Ce changement de
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conformation, contrélable par la lumiére, va permettre de moduler I'affinité du
ligand pour son site de fixation. En d’autres termes, l'isomére cis provoque un
encombrement stérique qui modifie I'interaction du ligand avec sa cible. Le
premier ligand photochromique décrit est appelé Bis-Q (Bartels et al 1971). |l
fut utilisé pour photoréguler I'activité des récepteurs de l'acétylcholine de
membranes électrogéniques. Cette stratégie largement appliquée aux
récepteurs canaux et canaux potassiques (Mourot et al 2012, Mourot et al
2011, Stein et al 2013, Stein et al 2012), est aussi utilisée pour photoréguler
I'activité d’enzymes (Abell et al 2007, Harvey & Abell 2000, Pearson & Abell
2006, Pearson et al 2008). Récemment un dérivé photochromique de I'ATP
capable de photoréguler la dynamique du systéme kinésine-microtubule in vitro
a été décrit (Kamei et al 2012). Mais comme pour les ligands cagés, un ATP-
photochromique ne permet pas de photoréguler sélectivement les récepteurs
P2X.

Ces deux stratégies possédent les mémes inconvénients que la
pharmacologie  conventionnelle (cf. conclusion du chapitre 2.3.).
L’optogénétique constitue une approche complétement différente qui utilise la
lumiére comme moyen de controle direct de [l'activité de neurones en

s’affranchissant d’'un neurotransmetteur diffusible.

3.1. Optogénétique versus pharmacologie optogénétique

L’optogénétique est définie comme la combinaison de méthodes
génétiques et optiques dans le but de provoquer un gain ou une perte de
fonction d’événements définis, dans des cellules spécifiques de tissus vivants
(Deisseroth 2011). Dans les années 2000, deux stratégies optogénétiques font
la preuve du concept. La lumiere permet le contrle direct de l'activité de
neurones. La premiére stratégie, nommée tres récemment pharmacologie
optogénétique (Fig. 15b) (Kramer et al 2013), utilise I'expression, dans des
neurones, d'un canal potassique modifié. Ce canal est rendu sensible a la
lumiére suite a la réaction covalente d'une molécule synthétique
photoisomérisable contenant un ammonium quaternaire, bloquant du canal
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(Banghart et al 2004). La deuxiéme stratégie, connue sous le terme
d’optogénétique, que nous appellerons optogénétique microbienne (Fig. 15b),
est basée sur I'expression d’une opsine microbienne dans les neurones pour
en contrdler I'activité (Boyden et al 2005). Ces deux stratégies, trés différentes,
se font concurrence dans le monde de l'optogénétique. Dans la suite, nous
verrons comment chacune de ces stratégies permettent le contrdle des

neurones, avec leurs avantages et inconvénients.

3.1.1. L’optogénétique : Les Rhodopsines
Généralités.
Bactériorhodopsine Halorhodopsine Rhodopsine canal Rhodopsine sensoriel
(BR) (HR) (ChR) (SR)
' Extracellulaire
‘:'I\W'\,\:,m ﬁ\J\,\_}\\:,m Eﬁr\,\,y‘\/\:,r-ﬁ Ej{./\,.,\.\n,m “ | 4' ?j:\)v\«n:,.n.,
Ny ad }Hur”
&

SO ntracellulaire

Na* K*,Ca? ,H*

Chromophore:
rétinal all-trans

Figure 16. Représentation schématique des différentes opsines de type I. (Zhang et al 2011)

La rhodopsine est un complexe entre une opsine et le rétinal. Les opsines
sont des protéines a sept hélices transmembranaires se répartissant en deux
superfamilles, celle des opsines microbiennes dites de type | et celle des
opsines animales dites de type Il retrouvées dans les eucaryotes supérieurs.
Les opsines de type | se distinguent des opsines de type Il par leur capacité a
laisser passer les ions au travers de la membrane (Fig. 16). Cette particularité
fait des opsines microbiennes un outil de choix pour le contrle de l'activité
neurale. Les opsines de type Il sont quant-a-elles des récepteurs couplés aux

protéines G principalement impliqués dans la vision.
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Figure 17. Isomérisation du rétinal

induite par la lumiére. Le rétinal all- Opsine de type |

trans est retrouvé dans I'etat de repos W\NV Lys M
sans lumiére dans les rhodopsines i
microbiennes (opsine de type 1) et N*/
dans des états actifs induits par la
lumiére chez les rhodopsines de type
Il des eucaryotes supérieurs (opsine
de type Il). En haut, I'absorption d’'un
photon provoque le passage du rétinal
all-trans a I'isomére 13-cis. En bas, un
photon induit 'isomérisation du rétinal
11-cis en all-frans. (Zhang et al 2011) Lys

Rétinal all-trans Rétinal 13-cis

Opsine de type Il

S NN N+/ Lys
H
Rétinal all-trans

Le rétinal (Fig. 17), aussi connu sous le nom de vitamine A, est le cofacteur
nécessaire pour rendre I'opsine sensible a la lumiére. Le rétinal réalise une
base de Schiff avec une lysine conservée au niveau de la septieme hélice
transmembranaire (TM7). L’environnement ionique de cette base de Schiff,
chargée positivement, détermine les caractéristiques spectrales de chaque
rhodopsine. Cet environnement est conditionné par les acides aminés qui
délimitent la poche de fixation du rétinal. Il serait donc théoriquement possible
de régler les longueurs d’ondes d’activations de la rhodopsine par génie
moléculaire. En réalité les modifications fondamentales du spectre d’action et
de la perméabilité ionique, par l'utilisation du génie moléculaire seul, ont
échoué (Zhang et al 2011), témoignant de la complexité de ces protéines.
Cependant, les analyses génomiques en association avec le génie moléculaire
ont permis d’identifier et de mettre en place une large gamme de rhodopsines,
mutées ou chimériques, avec des propriétés spectrales et des perméabilités

ioniques variées (Fig. 18).
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Figure 18. Opsines microbiennes disponibles comme outils optogénétiques. Les constantes de
désactivation (Toff), ainsi que les longueur d’'ondes d’activation et d’inactivation approximatives sont
données pour les différentes opsines. Bleue correspond aux opsines activées par la lumiére bleue. La
ChR2 est la rhodopsine canal 2. Elle possede un codon humain pour optimiser son expression. La ChlEF
est une chimére entre les rhodopsines canal 1 et 2 (ChR1 et ChR2) qui contient la mutation 1170V pour
restaurer le Torr. La ChIEF est faiblement désensibilisante. Les opsines batochromes sont des opsines
dont la longueur d’'onde d’activation est déplacée vers le rouge. La VChR1 est la rhodopsine canal 1 de
Volvox carteri. La C1V1 est une chimére entre VChR1 et ChR1. Elle posséde les propriétés spectrales de
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VChR1 associées avec I'expression de ChR1. Les ChETA sont des ChR2 avec la mutation d’un résidu
glutamate (E) muté en thréonine (T) ou en alanine (A). Ces mutations permettent de diminuer la
désensibilisation et le To. Les ChETA batochromes sont des C1V1 possédant les mutation des ChETA,
ce qui permet de réduire considérablement leur To1. Les opsines bistable sont des ChR2 portant des
mutations permettant d’augmenter considérablement le Tow. La ChR2 est indiquée pour I'échelle
seulement. Bistable que les états cis et trans sont stables dans le temps. Les rhodopsines bistables sont
activées par la lumiére bleue (rétinal cis) et désactivées par la lumiére verte ou méme rouge (rétinal
trans), ainsi chaque état est controlé. Les opsines de signalisation biochimiques sont des opsine couplées
aux protéines G possédant I'activité de récepteurs couplés aux protéines G. B2AR et a1AR pour les
récepteurs adrénergiques de type B et a. Rh-CT pour les récepteur de la sérotonine de type 1A, 5-HT1A.
b-PAC pour « bacterial Photoactivated Adenylyl Cyclase ». eNpHR3.0 est une halorhodopsine 3.0 de
Natronomonas pharaonis perméable au chlore, dont la longueur d’onde d’activation est déplacée dans le
rouge et dont I'expression est optimisée (e, « enhanced »). eBR est une BactérioRhodopsine. Arch est
une rhodopsine d’archée. L’eBR et I'Arch sont des pompes a protons capables d’hyperpolariser les
neurones. (Informations et schéma tirés de (Fenno et al 2011)).

Seul le mécanisme de pompe a protons de la bactériorhodopsine (BR) est
compléetement identifié. En revanche, la voie de passage des cations au travers
de la rhodopsine canal 2 (ChR2) reste encore spéculative. Un modele par
homologie de la ChR2 basé sur la structure de la BR montre un alignement de
résidus acides et basiques qui pourraient constituer la voie de passage des

cations au travers de la protéine (Fig. 19).

a BR ChR2 b ™
i Na*K*,Ca®* H*
Cytoplasme =
s o -E8—2 \— C P480 D470
| (™ Y All-trans
: A | \t ? = Q\l—transd tant Non conductant,
A jon conductant, PR
| Hﬂ34\c | I désactivé désactive
A \ ¢
L\ Se90
Nt Al -@
‘I‘ ‘ ¥ Non conductant
I -
15215'233\’»3- y E97 13-cis
1=\ 1

| S El01 Conductant Non conductant
= 13-cis 13-cis

E235 P390
\_’

Espace
extracellulaire

Figure 19. Homologie structurale et fonctionnelle entre BR et ChR2. (a) Le mécanisme de transfert
des protons au travers la BR est clairement établit et fait intervenir une chaine de résidus acides et
basiques (a gauche). Modéle par homologie de la ChR2 basé sur la structure de la BR révélant un axe
riche en résidus acides pouvant constituer la voie de passage des cations. (b) Modéle simplifié du
photocycle des ChRs. Chaque état est nommé par une lettre majuscule suivit de la longueur d’onde du
maximum d’absorbance caractéristique de cet état. L'état D470 de repos, dans noir, passe a un état
conductant P520 en passant par deux états intermédiaires P500 et P390 suite I'isomérisation du rétinal
induite par la lumiére. Le retour a I'état de départ D470 se fait thermiquement en passant par I'état P480
ou bien photochimiquement par des intermédiaires de courte vie (fleche verte). L’état P480 peut aussi
étre activé pour rejoindre I'état P500. (Zhang et al 2011).

Nous allons aborder la voie de translocation des protons vers le milieu
extracellulaire au travers de la BR de maniére succincte. L’absorption d’un
photon provoque un changement de conformation du rétinal qui passe de
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'isomeére all-trans a l'isomere 13-cis. La base de Schiff va alors changer
d’orientation et expulser son proton dans le milieu extracellulaire par
I'intermédiaire d’'une chaine de résidus acides. Dans un second temps, |la base
de Schiff est reprotonnée par un proton extracellulaire amené par une chaine
de molécules d’eau et d’un résidu acide. Ce transfert de protons, en réalité
complexe, se met en place dans un photocycle composé de différents états
intermédiaires caractérisables par leur signature spectrale. (Pour plus de
détails cf. (Kihlbrandt 2000, Zhang et al 2011)).

Contréle de I’activité neurale.

Trente ans aprés la découverte de la premiére bactériorhodopsine
(Oesterhelt & Stoeckenius 1971), en 2005, I'expression de la rhodopsine canal
2 (ChR2) a permis de controler l'activité de neurones d’hippocampe de rat
(Boyden et al 2005). Les auteurs utiliserent un lentivirus pour exprimer la ChR2

dans des neurones d’hippocampe de rat (Fig. 20).

Figure 20. Contréle de [Iactivité neurale par
I'intermédiaire de la ChR2. (a) Courant entrants
provoqués par des pulses de lumiére de 500 ms
appliqués toutes les 1 a 10s (tirets gris) chez des
neurones d’hippocampe de rat exprimant la ChR2. (c)
Traces électrophysiologiques de potentiel de membrane
en mode courant imposé montrant des pics de
100 mVI_ dépolarisation pendant une irradiation lumineuse (barre
500ms  grise) (Boyden et al 2005).

il

Le point fort de la ChR est que le rétinal lui conférant sa photosensibilité
est naturellement contenu dans les tissus des vertébrés. Les organismes
vivants possédent les systémes biologiques pour capter le [(-caroténe,
précurseur de la vitamine A, et le transformer en rétinal. En d’autre terme |l
suffit d’exprimer la ChR dans le type cellulaire désiré pour qu’elle soit alimentée
en rétinal. Le « pool » de ChR sera renouvelé en permanence sans perdre en
photosensibilité.

Ce systéme puissant permet d’étudier une population de neurones au sein
d'un réseau de neurones mais en excitant spécifiquement les neurones
souhaités avec une cible qui n’a rien de physiologique en terme d’expression,
de conductance et de sélectivité ionique. Ceci limite linterprétation des
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résultats. En quelle mesure ce systéme biotechnologique peut-il mimer des
conditions d’activation physiologiques ? Ce systéme est défaillant de ce cété la.
Cependant, une alternative récente permet de photoréguler I'activité d’'un canal
potassique a 'aide d’une rhodopsine couplée aux protéines G (Caro et al 2012,
Moreau et al 2008). Cette stratégie originale consiste a créer une protéine de
fusion entre le canal potassique et la rhodopsine. Une illumination va
provoquer des changements conformationnels au sein de la rhodopsine qui

vont se répercuter sur les canaux potassiques qui se referment réversiblement.

L’optogénétique pharmacologique est une alternative qui permet de
contréler une population de neurone a I'aide d’une cible biologique précise, c.-
a-d. par lintermédiaire d'une pompe ionique, d'un récepteur canal ou

métabotropique, photoactivables.

3.1.2. La pharmacologie optogénétique

3.1.2.1. Principe de fonctionnement

La pharmacologie optogénétique, introduite trés récemment (Kramer et al
2013), se distingue de l'optogénétique microbienne par l'ingénierie d’'une
protéine transmembranaire dans le but de la contrbler par la lumiere.
L’'optogénétique pharmacologique, aussi connue sous le nom de
« Photoswitched Tethered Ligand (PTL) approach », est une stratégie qui peut
potentiellement s’appliquer a tous les récepteurs canaux, canaux ioniques et
les récepteurs métabotropiques (Fig. 15b).

Le principe de l'optogénétique pharmacologique est le suivant. Un ligand
est covalemment attaché sur sa protéine cible, a proximité de son site de
liaison, par [lintermédiaire d'un bras espaceur photoisomérisable. Pour
atteindre cet objectif, la protéine est modifiée génétiquement pour porter un
point de mutation, une cystéine. Cette derniére doit étre judicieusement placée
par rapport au site de fixation du ligand. La cystéine, appelée point de
branchement, permet le marquage sélectif et irréversible du récepteur muté par
le ligand photoisomérisable ou PTL. Le PTL posséde un groupement réactif

vis-a-vis des thiols permettant sa liaison covalente a la protéine, un
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azobenzene photoisomérisable et pour finir, le ligand. L’azobenzéne est connu
pour s’interconvertir entre ses isoméres étendu et court, dit trans et cis
respectivement, sous l'action de la lumiere. Cette propriété de I'azobenzéne
permet de contrdler la position relative du ligand par rapport a son site de
fixation. En d’autres termes, un isomére concentre le ligand dans son site de
fixation, tandis que I'autre isomére I'éloigne et le tient a distance, empéchant
toutes interactions entre le ligand et la protéine marquée. Un tel systeme
permet le contrble spatiotemporel de I'activation ou de l'inhibition de la protéine

ingénieriée.

Détaillons maintenant la composition et les propriétés du ligand

photoisomérisable.

Groupement thiol-réactif.

Le groupement thiol-réactif permet la liaison covalente du PTL a la protéine
ciblée. Le groupement chimique sulfhydryl-réactif le plus utilisé est le
maléimide. Cet électrophile faible se fera préférentiellement attaqué par le
groupement sulfhydryle d’une cystéine qui est I'acide aminé naturel le plus
nucléophile. Le groupement maléimide peut-étre remplacé par d’autres
groupements électrophiles tels que l'a-chloroacétamide et I'acrylamide. Ces
deux derniers groupements sont nettement moins réactifs que le maléimide. Le

maléimide s’hydrolyse a pH physiologique mais il est stable a pH acide.

Groupement photoisomérisable.

La seconde partie de la molécule contient un azobenzéne qui permet la
photoisomérisation du PTL. Les propriétés photochimiques de I'azobenzéne
peuvent étre modulées en fonction de sa substitution. Classiquement
'azobenzéne des PTLs est substitué en 4 et 4° par des groupements amides.
Dans ce cas, une irradiation dans le proche UV a 380 nm provoque
'isomérisation cis, ou la transition trans-cis, de I'azobenzéne. Le retour a
'isomeére frans, ou transition cis-trans, se fait lentement thermiquement et
rapidement sous irradiation dans le visible a 500 nm. L’isomére frans est la

forme thermodynamiquement stable. Cependant, la lumiere UV interagit
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fortement avec les tissus biologiques (scattering). Ce phénoméne atténue la
puissance lumineuse incidente et rend I'UV toxique pour les cellules.
L’utilisation d’une irradiation lumineuse dans 'UV est donc un frein pour une
application in vivo. Pour surmonter ce probléme il faut déplacer les longueurs
d’'ondes d’isomérisation vers le rouge, car cette longueur d’onde interagit
faiblement avec les tissus biologiques.

Une substitution des positions 2-2° et 6-6' du diamidoazobenzene par des
groupements méthoxy électro-donneurs, provoque un déplacement vers le
rouge des longueurs d'ondes d’isomérisation. Les valeurs des longueurs
d’onde d’isomérisation sont 530 nm pour la transition frans-cis et 455 nm pour
la transition cis-trans. Cette substitution stabilise thermiquement les deux
isomeéres (Beharry et al 2011).

Une autre alternative passe par la substitution d’'un c6té de 'azobenzéne avec
un groupement électro-attracteur et de l'autre par un groupement électro-
donneur. Cette substitution permet de déstabiliser I'isomére cis qui retourne
rapidement a l'isomere frans thermiquement (ordre de la milliseconde, a la
seconde) et de décaler la longueur d’'onde d’isomérisation trans-cis dans le
rouge (470 nm). Le DENAQ en est I'exemple. L'azobenzéne du DENAQ est
substitué par un groupement diéthylamine fortement électro-donneur et par un
groupement alkylamide moyennement électro-attracteur. Contrairement a
'azobenzéne tétrasubstitué avec des groupements méthoxy, les substitutions
du DENAQ permettent de ne pas modifier 'encombrement de I'azobenzéne.
(Mourot et al 2011). (Fig. 21).
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Figure 21. Modification des propriétés
photochimiques de I’azobenzéne par
substitution. La substitution de
'azobenzéne par des groupements
électro. (a) Substitution classique, 4,4'-
diamido, de [I'azobenzéne utilisé en
neurosciences. (b) L’ajout de
groupements électro-donneurs en 2,2'
provoque un décalage vers le rouge de la
longueur d’onde provoquant la transition
trans-cis. (c) La substitution de
'azobenzene par un groupement électro-
donneur d’'un coté et par un groupement
électro-attracteur de [l'autre décale Ia
longueur d’onde d’isomérisation trans-cis
vers le rouge et déstabilise l'isomere cis
qui retourne rapidement et thermiquement
a lisomére trans. (Banghart et al 2004,
Beharry et al 2011, Mourot et al 2011).

Le ligand.

365 nm

525 nm,
ouk, T

Le ligand peut étre un agoniste, un antagoniste, un bloquant du canal ou

méme un modulateur allostérique. La modification chimique du ligand est une

partie trés sensible. Le ligand doit étre modifi€é pour recevoir le bras espaceur

photoisomérisable tout en gardant les mémes propriétés pharmacologiques. La

connaissance du mode de fixation du ligand dans son site s’avere donc

primordiale pour orienter la synthése organique du PTL. Ceci est d’autant plus

vrai pour les ligands avec des structures relativement complexes tel que I'ATP.
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3.1.2.2. Les différentes protéines transmembranaires

contrélées par la lumiére.

3.1.2.2.1. Les canaux potassiques.

Les premiers canaux modifiés pour répondre a la lumiére, sont les canaux
potassiques voltage-dépendent nommés Shakers. La molécule qui fut utilisée
pour contrOler I'activité des ces canaux fut appelée MAQ car elle contient un
groupement maléimide, un azobenzene central et un groupement ammonium
quaternaire, bloquant du canal. Le design du MAQ s’appuya sur une étude
utilisant des bloqueurs, covalemment liés, de différentes longueurs (Blaustein
et al 2000). Le canal K" photosensibilisé fut nommé « Synthetic
Photoizomerisable Azobenzene-Regulated K*» (SPARK) (Banghart et al
2004). Le MAQ réagit avec une cystéine introduite dans une boucle
extracellulaire localisée a proximité du canal. L’isomére trans du MAQ permet a
'ammonium quaternaire de rejoindre le canal et de le bloquer, tandis que
'isomeére cis raccourcit le MAQ, empéchant 'ammonium quaternaire de
bloquer le canal. Le SPARK permet de contréler I'activitt de neurones

hippocampaux embryonnaires de rats (Fig. 22).
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Figure 22. Développement du SPARK pour la photorégulation de lactivité des neurones. (a)
Schéma du principe de photoactivation du SPARK. L'isomere frans bloque le passage des ions, tandis
que l'isomére cis est trop court pour pouvoir bloquer le canal. (b) Structures des isomeres trans et cis du
maléimide-azobenzéne-ammonium quaternaire (MAQ). (c, d, e) Photocontréle de I'activité de neurones
pyramidaux d’hippocampe de rat. (c) Les potentiels d’action sont inhibés a 390 nm et sont restaurés a
500 nm. (d) Expériences de dépolarisation en palier (-55 a -15 mV) produisant des potentiels d’action
multiples a 500 nm (a gauche) et unique a 390 nm (a droite). (e) La génération de potentiel d’action,
imposés par une dépolarisation a -15mV, est significativement modulée par la lumiére dans les neurones
exprimant le Shaker muté (E422C) apres traitement au MAQ. Les neurones exprimant le canal sans
traitement au MAQ et les neurones sans expression du canal traités au MAQ ne sont pas affectés par la
lumiére (Banghart et al 2004).

Nombre de pics
w
1

3.1.2.2.2. Les récepteurs ionotropiques du

glutamate (iGIuR).

Développement d’un « light-gated iGIuR ». (Fig.23 a, b et ¢).

Parmi les études structure-activité antérieures, le design du PTL s’appuya
sur la structure cristallographique du domaine de fixation du ligand (LBD) du
récepteur ionotropique du glutamate 6 (iGIuR6) en complexe avec le (2S,4R)-
4-méthylglutamate et sur les connaissances des propriétés pharmacologiques
du (2S,4R)-4-allylglutamate, un agoniste de iGIuR6. Dans une premiere étude
(Volgraf et al 2006), les auteurs mirent au point un PTL appelé Maléimide-
Azobenzéne-Glutamate (MAG). Le traitement du simple mutant cystéine
photosensibilisé par son couplage au MAG est appelé light-gated ionotropic

glutamate receptor (LiGIuR).
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Figure 23. Développement du LiGIuR pour la photorégulation de Pactivité de neurones et la
photorégulation du comportement du Poisson zébre. (a, b, c) Développement du LiGIuR. (a) Schéma
du principe de photoactivation du LiGIuR. La photoisomérisation réversible du maléimide-azobenzéne-
glutamate (MAG) lié¢ au LBD permet d’ouvrir et de fermer le pore. (b) Structures des isoméres trans et cis
du MAG. (c) Structure chimique d’agonistes de iGIuR6 qui ont permis d’orienter la synthése du MAG. (d,
e) (Szobota et al 2007) Application du LiGIuR in vitro et in vivo. (d) Les neurones de I'hippocampe de rat
exprimant le récepteur iGIuR6 (L439C) et traités avec le MAG sont dépolarisés par une irradiation a 380
nm, provoquant la création de train de potentiels d’action caractéristiques de ces cellules. Une illumination
a 500 nm permet de stopper les trains de potentiel d’actions et de repolariser la membrane. (e)
Photocontréle du comportement de fuite du poisson zebre transgénique exprimant iGIuUR6 (L439C) aprés
stimulation mécanique. La réponse au touché est perdue a 365 nm (en haut) et retrouvée aprés une
illumination a 488 nm (en bas) (Volgraf et al 2006).

La structure cristallographique du domaine extracellulaire de iGIURG révéla
la présence d’un ‘canal de sortie’ persistant au niveau du LBD refermé aprés
fixation du (2S,4R)-4-méthylglutamate. Ceci suggéra que l'isomere cis du MAG
pourrait atteindre le « clamshell » sans empécher sa fermeture. Cette
hypothése fut confirmée en étudiant le potentiel agoniste du ‘tether model’ qui
est un glutamate alkylé ressemblant au (2S,4R)-4-allylglutamate avec comme
partie alkyl un groupement mimant un demiazobenzeéne.

Ensuite le composé MAG fut synthétisé en suivant la synthése présentée
dans le schéma 1. Cette synthése convergente consiste, dans un premier
temps, a synthétiser le synthon 6 dans une réaction d’addition élimination de
I'azodianiline sur une glycine activée avec un agent de couplage peptidique.
D’autre part, le synthon 9 est obtenu par une réaction de métathése des

oléfines de Grubbs de I'ester méthylique de I'acide allyl pyroglutamique avec
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'acide acrylique. Dans une derniére phase, le MAG est obtenu par réaction
d’addition élimination des synthons 6 et 9 suivi de l'ouverture de l'ester
méthylique de 'acide pyroglutamique pour donner le glutamate. Le maléimide
est généré a la derniere étape de synthese avec le N-

méthoxycarbonylmaléimide par catalyse acide.

Schéma 1. Synthése totale de MAG.

H
\ ONH? B N /@’Ng/\NHQ Réactifs et conditions : (a) Boc-Gly-OH, EDCI,
b = °N . .
" o " oy 6 HOBt, DIPEA (66%); (b) TFA, CH.Cl (98%);

5: Azodianiline (c) voir (Ezquerra et al 1993); (d) acide
1% acrylique, 5% catalyseur Grubbs de second-
I Ho)i génération (92%); (e) Hz, Pd/C, MeOH (97%);
. : . : n (f) 6, EDCI, HOBt, DIPEA (97%); (g) Fmoc-
O%COOH H Oﬂi‘cooa T 0%00051_’ Gly-OH, (COCIl),, DMF; (h) pipéridine, DMF
7: L-Pyroglutamic acid 8 9 (43%, over two steps); (i) 1.0 M LiOH
H o H2O/THF, 0 °C (80%); f)) N-
. O,N)O(\Hkk ” méthoxycarbonylmaléimide, NaHCOs,
i I - ; — THF/H,0 (71%) and (k) HCl-saturaté EtOAc
H O’(;LCOOEt (87%).

Boc Boc, t-butoxycarbonyl; CHCly,
H\nﬁNo dichlorométhane; (COCI),, chlorure d’oxalyle;
y O 6 /©/N¢N0 0o HJW\: NH,-HCI DIPEA, N,N-diisopropyléthylamine; DMF, N,N-
qJN HOOC~~COOH diméthylformamide; EDCI, N-ethyl-N'-(3-

o H 4: MAG-HCI

diméthyldiaminopropyl)-carbodiimide HCI;
EtOAc, ethyl acétate; Fmoc, 9-fluorenylméthoxycarbonyl; HOBt, hydrate de 1-hydroxybenzotriazole;
MeOH, méthanol; Pd/C, palladium on carbon; TFA, trifluoroacetic acid; THF, tétrahydrofurane. (Volgraf et
al 2006)

L’exploration de sites de branchements potentiels se fit en mutant 11
résidus, localisés dans un périmetre délimité autours du canal de sortie, en
cystéine. La meilleure photoréponse, évaluée par électrophysiologie patch-
clamp sur cellule entiére aprés conjugaison du composé MAG au récepteur, fut
obtenue avec le mutant simple L439C.

Puis les longueurs d'ondes d’activation et de désactivation furent
déterminées en testant une échelle de longueurs d’ondes sur des cellules
HEK293 exprimant iGIuR6-L439C aprées couplage du MAG et en évaluant le
niveau d’activation du récepteur par électrophysiologie ‘patch clamp’ sur cellule
entiere (fig. 24). L’activation maximale du récepteur se fait comme attendu, a
380nm et la plus importante désactivation a 500 nm, ces valeurs correspondant
respectivement aux isomeéres cis et trans du PTL. Il fut remarqué que le degré

d’activation du récepteur est fonction de la longueur d’onde appliquée.
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En créant un LiGIuR, les auteurs ouvraient la voie pour appliquer la

stratégie PTL aux autres récepteurs canaux.

Glu 300 pM
| 500 pA
20s
600
E 500
E
~< 400
300

Figure 24. Détermination des longueurs d’ondes optimales de modulation du
photoswitch. Enregistrement patch-clamp en mode cellule entiére sur les cellules
HEK293 exprimant iGIuUR6-L439C aprés conjugaison du MAG. Lirradiation
lumineuse a de courtes longueurs d’ondes (280-480nm, avec un incrément de 20
nm) donne une activation maximale a 380nm. L'’irradiation lumineuse a de grandes
longueurs d’ondes (400-600nm, avec un incrément de 20nm) donne une
désactivation maximale a 500nm. L’alternation entre une illumination a 380nm et a
500nm évoque une réponse reproductible. (Volgraf et al 2006)

Dans une étude postérieure (Gorostiza et al 2007), le mécanisme
d’activation de LiGIuR fut étudié plus en détail.

Dans un premier temps, I'équilibre entre les isoméres cis et trans du PTL
fut quantifié par RMN. A 380 nm environ 93% du MAG est dans I'isomére cis et
a 500 nm environ 83% est dans I'isomére trans. Ces parameétres sont trés
importants car ils conditionnent, en partie, I'efficacité de la photorégulation.
Puis, la concentration effective du composé MAG au niveau du site de fixation
du ligand fut évaluée par compétition avec I'antagoniste DNQX qui se fixe au
niveau du site de fixation du ligand (LBD) et empéche sa fermeture. La
concentration locale effective de glutamate libre en solution mimée par
'isomere cis de MAG est de 12 mM, démontrant que l'isomeére cis force le
ligand a rester dans son site de liaison.

Enfin, un MAG rallongé (avec une glycine entre le groupement azobenzéne et
le glutamate terminal) appelé MAG-2, fut aussi testé pour mettre en évidence
l'effet de la longueur du photoswitch sur son pouvoir d’activation. La
photoréponse de MAG-2 est environ deux fois moins importante que celle de
MAG. Cette longueur est importante, mais elle est directement corrélée avec la

distance entre le site de liaison du ligand et la cystéine, suggérant qu’une autre
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position d’ancrage de MAG-2 sur la protéine rendrait sa photoactivation

efficace et entrainerait diminution d’efficacité de MAG-1.

LiGIuR in vivo (Fig. 24 d, e).

Dans un premier temps, la régulation par la lumiere de l'activité des
neurones fut étudiée sur des neurones postnataux de I'hippocampe en culture.
Les neurones furent cotransfectés avec iGIUR6 (L439C) et la GFP, puis
marqués avec MAG. Seuls les neurones exprimant le récepteur exogéne
présentérent une sensibilité a la lumiére avec une dépolarisation a ~380 nm
déclenchant un train de potentiels d’action (PA) et une inhibition de la
dépolarisation a ~500 nm. L’absence de réponse des neurones n’exprimant
pas iGIuR6 (L439C) s’explique par l'inexistence d’'une cystéine a proximité du
point de branchement chez les iGIuRs natifs.

Le composé MAG ne présente pas de toxicité manifeste. Cette derniéere fut
évaluée en appliquant sur les neurones différentes concentrations de MAG
pendant 12 h.

Dans une seconde phase, fut étudiée la photoréponse des neurones
exprimant LiGIuR6 dans le poisson zébre. Pour cela, les auteurs créerent une
lignée de poissons zébres doublement transgéniques exprimant le récepteur
iIGIUR6 (L439C). Les iGIuRs s’expriment généralement dans les neurones
impligués dans la sensation du toucher (ganglion du trijumeaux,
rhombencéphale et cellules de Rohon-Beard), il serait donc possible de savoir
s’il y a ou non régulation de I'activité des neurones par la lumiére en évaluant le
comportement des larves de poissons zeébres, le toucher provoquant le
déplacement de la larve. Deux autres comportements furent étudiés : la nage
libre impliquant un systéme moteur intact et la réponse optomotrice nécessitant
une coordination entre le systéeme visuel et les fonctions motrices. Aprés
incubation dans une solution contenant MAG et 15 min d’irradiation (de faible
intensité) a 365 nm, toutes les larves présentérent un comportement altéré.
Concernant la réponse au toucher : 28% des larves (27 sur 96 poissons) ne
réagirent pas au toucher et 22 de ces 27 poissons retrouverent une réaction au

toucher aprés 30 s d’illumination a 488 nm.
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Cette étude démontre la capacité de LiGIuR6 a contréler le comportement
animal, cependant I'expression de LiGIuR6 n’est pas ciblée. L’activation d’une
multitude de neurones entraine alors une paralysie de la larve sous une

illumination a 365 nm qui est diffuse (lampe UV).

Deux ans plus tard, la méme équipe disséqua le mécanisme de locomotion
chez le poisson zébre, dans une étude utilisant I'expression ciblée de LiGIuR6
(Wyart et al 2009). Tout cela avec un systeme de lumiere focalisée (source
lumineuse couplée a un microscope). Les auteurs démontrérent ainsi la
capacité de la stratégie PTL a identifier le degré d’implication de différentes
populations de neurones dans une voie de signalisation in vivo, c.-a-d. dans un

réseau de neurones complexe.

3.1.2.2.3. Les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine et du GABA,.

Le premier récepteur nicotinique de I'acétylcholine (nAChR) photoactivable,
fut obtenu avant que les manipulations génétiques sur les récepteurs canaux
ne soient possibles et 24 ans avant la mise au point du SPARK. Ceci pu se
faire grace a la présence d’un pont disulfure endogéne situé dans la poche de
fixation de l'acétylcholine. Aprés réduction de ce pont disulfure, une des
cystéines libérées put réagir avec le Q-Br, un dérivé azbenzéne qui porte d’'un
cété un groupement électrophile bromométhyle et de l'autre un ammonium
quarternaire (Lester et al 1980). Cependant cette stratégie ne permet pas de
contréler spécifiquement un sous-type de nAChR. Récemment, la stratégie
PTL permit d’activer ou d’inhiber les hétéromeres a3f34 et a432 des nAChRs
(Fig. 25). Basé sur les connaissances pharmacologiques et structurales des
NAChRs, les auteurs synthétiserent un dérivé maléimide-azobenzéne-
acétylcholine (MAACh) agoniste et un dérivé maléimide-azobenzéne-
homocholine (MAHoCh) antagoniste. Ces deux molécules réagissent avec une
cystéine introduite sur les sous-unités [ a proximité de la poche de fixation de
I'acétylcholine située sur les sous-unités a pour donner un light-gated nAChR
(LIAChR). Les isomeres cis du MAACh et du MAHoCh permettent a leur ligand
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respectif de rejoindre réversiblement le site de liaison de l'acétylcholine et
d’activer ou d’inhiber I'activité du LIAChR (Tochitsky et al 2012). Le récepteur
photo-inhibé permettrait de savoir si le récepteur est impliqué dans une voie de
signalisation physiologique et le récepteur photo-activé permettrait de savoir si
le récepteur est suffisant pour induire I'effet physiologique (Kramer et al 2013).
Dans ce dernier article de revue, les auteurs révélent qu’ils possédent un
récepteur du GABAA photo-inactivable (LIGABAAR) non publié.
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Figure 25. Design de ligands photoisoérisables pour le photocontréle des nAChRs. (a, b)
Développement de PTLs pour les nAChRs (a) Structure de (1) 'AC5, marqueur de photoaffinité des
NnAChRs et du (4a) ftrans- et (4b) cis-maléimide-azobenzene-acylcholine (MAAChH), agoniste
photoisomérisable des nAChRs. (b) Structure de (2) 'homocholine phényl ether (HoChPE), agoniste des
nAChRs, (3) de I'antagoniste MG-624 et du (5a) trans- et (5b) cis-maléimide-azobenzene-homocholine
(MAHoCh), antagoniste photoisomérisable des nAChRs. Les PTLs passent d’une configuration trans a cis
sous irradiation a 380 nm et recouvrent la configuration trans a 500 nm. (c) L'isomérisation a 380 nm, du
PTL agoniste, active les nAChRs. Une irradiation a 500 nm désactive le récepteur (d) L'isomérisation a
380 nm, du PTL antagoniste, bloque les nAChRs, en inhibant la fixation de I'acétylcholine (cercle noir).
Une irradiation a 500 nm libére le site de fixation de I'acétylcholine, celle-ci peut activer le récepteur. kg =
constante de Boltzmann. (Tochitsky et al 2012)
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3.1.2.2.4. Les récepteurs métabotropiques du
glutamate.

Cette année, les mémes équipes qui mirent au point SPARK, LiGIuR,
LiAchR, s’attaquent aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et créent
deux récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR) activé et inhibé par la
lumiere (Fig. 26). Ces récepteurs sont hommés light-agonized/antagonized
mGIuR (LimGIluR). Le point fort de cette stratégie par rapport a I'optogénétique
microbienne, est qu’elle permet de garder un récepteur fonctionnel, activé par
les neurotransmetteurs, qui ne perturbera pas de maniére irréversible

I'équilibre physiologique du sujet d’étude.
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Figure 26. Développement du LimGIuR pour le photocontréle de I'activité neurale. (a) LimGIuR
activé par lisomeére cis du D-MAG-0 sous illumination a 380 nm. Une illumination a 500 nm permet le
retour a 'isomére trans et d’inactiver le récepteur. (b) LimGIuR marqué avec le D-MAG-1, 'isomere cis
permet au ligand de rejoindre son site de liaison. Le ligand, rallongé d’une unité glycine, provoque un
encombrement stérique qui empéche la bonne fermeture du LBD. Le D-MAG-1 est dans ce cas un
antagoniste (c) Structures chimiques de « tether models » pour orienter la synthése des D-MAG-1 et 2.
Les « tether models » sont des demi-PTL servant a évaluer I'effet de la modification chimique sur les
propriétés pharmacologiques du ligand. (d) Structure chimique du maléimide-azobenzéne-D-glutamate,
D-MAG-n (n = 0 ou 1). (e, f, g, h) LIimGIuR2 permet le photocontréle de I'excitabilité neurale dans des
tranches d’hippocampe de rat. (e) Hyperpolarisation provoquée par une illumination a 390 nm (barre
violette) et réversée a 500 nm (barre verte). (f) Activité neurale (tranche d’hippocampe en culture,
enregistrements patch-clamp en configuration whole-cell) provoquée par des injections de courant a 200
pA pendant 1s durant une illumination a 500 nm ou a 390 nm. L’activation réversible de LimGIuR2
diminue le nombre de pics de dépolarisation. (b) Résumé des données obtenues dans I'expérience
précédente. Une illumination a 390 nm réduit significativement I'activité neurale (paired, one-tailed t test,
P = 0,024, n = 6), les barres d'erreur représentes le s.e.m. (h) Trace représentative de ['inhibition
réversible de I'activité spontanée des neurones par l'intermédiaire de LimGIuR2. (Levitz et al 2013)
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L’optogénétique pharmacologique permet le contréle d’'une large gamme
de protéines transmembranaires, ce qui fait sa force. Malgré tout, cette
stratégie posséde un point faible, en passant outre le développement de la
cible photocontrdlable. Le PTL est une molécule synthétique qui n’est pas
naturellement présente dans les tissus biologiques. Cette stratégie nécessite
donc de procéder a un marquage de la cible en appliquant le PTL dans les
tissus étudiés, soulevant des problemes d’administration et de toxicité
éventuels, inhérents a toutes les molécules pharmacologiques.

Le point fort de [l'optogénétique pharmacologique par rapport a
'optogénétique microbienne est de pouvoir contréler une population de
neurones par lintermédiaire d’'une protéine transmembranaire précise. Cette
stratégie permet de révéler l'implication d’'une cible endogéne dans un
phénomeéne biologique étudié, tel la locomotion chez le poisson zébre (Wyart et
al 2009).

A ce jour, cette stratégie n’a pas été appliquée aux récepteurs P2X. Un tel
outil  permettrait de faire de nouvelles découvertes sur le réle

physiopathologique de ces récepteurs.

53



4. Objectif de thése et stratégies déployées.

L’objectif de cette thése est le développement d’outils optogénétiques pour
contréler I'activité des récepteurs P2X. Le projet initial était de mettre au point
un PTL pour activer réversiblement les récepteurs rP2X2 a l'aide de la lumiere.
Le choix de rP2X2 s’est fait pour des raisons électrophysiologiques, ses
récepteurs présentant des courants stables non désensibilisants. L’agoniste de
référence des récepteurs rP2X2 étant 'ATP, le PTL a développer était le
maléimide-azobenzene-ATP.

Ces travaux se divisent en trois parties, la premiére est l'identification du
site de fixation de 'ATP par marquage d’affinité en utilisant une sonde ATP
thiol-réactive. La connaissance du mode de fixation de I'ATP dans son site
étant nécessaire pour I'élaboration d’'un PTL ATP. La seconde partie concerne
la création d’un « light-gated P2XR » (LiP2XR). Cette partie comprend la mise
au point du PTL analogue de I'ATP et l'identification du point d’ancrage du PTL
sur la protéine, c.-a-d. l'identification d’acides aminés a muter en cystéine. La
troisieme partie est le développement d’'une stratégie innovante de contréle des
récepteurs P2X par la lumiére, alternative a celle des PTLs, qui permet de
s’affranchir des étapes de modification du ligand.

Les moyens techniques a disposition sont des outils bioinformatiques, le
matériel de synthése organique, la technologie d’électrophysiologie Patch-
clamp et les outils de culture cellulaire associés.

Nous allons voir en quoi I'association de la chimie organique avec la
biologie est une force pour la mise au point d’outils puissants d’étude de la

chimie du vivant, la biologie.
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5. Indentification du site fixation de I’ATP sur les récepteurs
P2X.

L’identification du site de fixation de 'ATP et du mode de fixation de I'ATP

dans son site est nécessaire pour mettre au point un PTL analogue de 'ATP.

Contexte.

La structure cristallographique du récepteur zfP2X4 (Kawate et al 2009),
résolue en absence d’ATP, dans un état fermé, permit de révéler la proximité
spatiale de résidus, identifiés une dizaine d’années auparavant par des
campagnes de mutagénése dirigée, impliqués dans I'affinité et I'efficacité de
'ATP (Evans 2010). Cependant ces données n’apportent pas de preuves

directes permettant de localiser avec certitude le site de fixation de 'ATP.

Stratégie.

Pour identifier le site de fixation de '’ATP nous avons utilisé la technologie
du marquage d’affinité dirigé inventée par I'équipe du professeur Maurice
Goeldner. Cette stratégie consiste, d’'une part, en l'introduction de mutations
cystéine par mutagénése dirigée, point par point, dans un site de fixation putatif
du ligand et d’autre part en I'ingénierie du ligand avec substitution de la position
par un groupement thiol-réactif. Le groupement réactif doit étre placé de sorte a
garder un ligand affin pour son récepteur, avec les mémes propriétés
pharmacologiques que le ligand endogéne. Seule une proximité de I'ordre de
quelques angstroms (3-5 A) entre le mutant cystéine et le groupement réactif
du ligand permet un marquage covalent du site de liaison par le ligand. Cette
stratégie permet d’identifier directement les résidus en contact étroit avec le

ligand.
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Résultats.

La molécule qui fut utilisée pour le marquage d’affinité des récepteurs
P2X2, synthétisé par le Dr. Alexandre Specht, est le 8-thiocyano-adénosine-5'-
triphosphate (NCS-ATP, Fig. 27b). Cette molécule posséde la particularité de
réagir avec une cystéine et de former un pont disulfure. Les ponts disulfures
peuvent étre réduits par des agents comme le DTT. Cette propriété permet
d’avoir un marquage réversible (Fig. 27a). Dans un premier temps nous avons
évalué le caractere agoniste du NCS-ATP pour les récepteurs rP2X2. Le NCS-
ATP est un agoniste entier de rP2X2 (Fig. 27c). Son affinité apparente pour
rP2X2 est plus faible que 'ATP mais son efficacité est plus élevée (CEsy = 38 £
3 UM, Imax = 1,0 pour 'ATP ; CEsg = 132 £ 16 PM, /max = 1,6 £ 0,2 pour le NCS-
ATP).

a
NCS K, . Q Figure 27. Stratégie d’identification du
o~ S "5 CN ‘ﬁ é pyie site de fixation de 'ATP des récepteurs
Rf,ivféﬁ:gle binding P2X. (a) Représentation schématique de la
Cysmutam'SH\ | stratégie. (b) Szructure chimique du NCS-
@ V' Reversion by DTT ATP, R= (P30g)". (c) Courbe dose réponse
b C 201 st NGS.ATP de P2X2 type sauvage (ATP: CE50 = 38 +
| NH, - — = NCS-ATP 3 uM, nH =26 +0,1, Imax =1, N =7 ;
ol g Ny 210 NCS-ATP: CEsp = 132 £ 16 yM, ny = 1,6 £
ol S L 2, M1 nAU ) 0,2, Imax = 1,4 £ 0,2, N = 7). (Encart)
° " % s ~ Enregistrement électrophysiologique, sur
OH OH ¢ 05 -/ les mémes cellules, pour 100 uM d’ATP et

1 mM d'NCS-ATP. (d) Résidus mutés en

01 1 10 100 1,000 10,000 o . ;
Ligand (uM) cystéine  (jaune) sur le  modéle
- ~ tridimensionnel du  récepteur P2X2.
. <A | I . . )
N 2 P2X2  (67) ITKVK Chaque ?;OEJS unité fast represente’e d’'une
)fj v rP2X1  (66) SVKLEK couleur différente. Alignement de séquence
v &7 (llpn/ = rP2X3 (61 VTKVK At dié 5
) zon i laVvil rat (r) P2X1-
v WG ||’ o tpoxa e 7HAN des zones étudiés (I a . ) du ?t (r)
\ v} £ 2fP2X4  (68) TTKVEK P2X4 et P2X7 et du poisson zébre (zf) de
[ /Vtg;f@,',v.g P2X7 (B2 HTKVK P2X4. Les résidus identifiés,
le =S ;s s .
- précédemment, comme importants dans le
y . v v VI maintient de la réponse ATP sont
(83) VEE (138)QGNG (183 FTIL (287)YNFRF (306) LIKAY e - .
(87) VAD (140)KAQG (185)FTLF (289) FNFRF (307) LFKVF soulignés. Les données représentent la
(77)VSD  (128)PGGG  (I7) FTIF (78)YNFRF (297) LLKAF moyenne + SEM.
(86) VAD (140)HSSG (185 FTLL (292 YNFRF (311) LTKAY
(89) VAD (143)RGDG (189 FTVL (295 YNFRF (314 LIKGY
(90) TAD (143)QSKG (189 FTVL (291) YNFRY (309) LIKAF

Ensuite, nous avons choisi 26 résidus, a muter en cystéine, localisés dans
la cavité putative de fixation de I'ATP a I'aide d’'un modéle par homologie de
rP2X2 construit a partir de la récente structure cristallographique des
récepteurs zfP2X4 dans un état fermé (Kawate et al 2009)(Fig. 27d). Puis,
chacun des mutants cystéine fut testé dans une campagne de marquage

d’affinité par électrophysiologie patch-clamp avec le protocole suivant. Une
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solution de NCS-ATP (30 pM, 2 min) fut appliquée sur des cellules HEK 293
exprimant chaque simple mutant cystéine. Aprés cing minutes de lavage, les
courants provoqués par I'ATP (~CEsp) sont mesurés et comparés avec ceux

mesurés avant traitement (Fig. 28).

a N1a0C Lisse Figure 28. Marquage covalent au NCS-ATP des
Mfrnf.ﬁfme mutants N140C et L186C. (a) Traces représentatives
Py ‘“ o du protocole de criblage. Courant provoqué par 'ATP

vty RN P
U "D" U’ U‘ U"U‘U‘U U ‘“r sur P2X2 type sauvage (30 uM), N140C (100 uM) et

L186C (1 mM). Avant et apres traitement au NCS-
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WT P22 [ F -; résultats du criblage pour P2X2 type sauvage et pour

T'ZEE INA NA | chaque mutant cystéine (N=3-8); NR, pas de réponse;

e e :'.I.'ﬁ NA | NA, non analysable a cause de I'absence d’effet du
K71CINR NA |

! NCS-ATP (I'effet est pris en compte lorsqu’il y a une
ggi%h % % modification de la réponse ATP > + 0,5). Les fleches
E8sC noires indiquent les résidus marqués.
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G141C NA |
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T184C | NA NA

1185C | NA NA
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i
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F289C I NA NA
R290C INA NA 1
F291C INA NA |
L306C INA NA |
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Changement des courants ATP

Parmi les 26 mutants cystéine, deux résidus ont été identifiés, le N140C et
le L186C. Le marquage a des effets complétement opposés suivant le résidu.
Le traitement du mutant N140C au NCS-ATP abolit complétement la réponse
ATP, tandis que le marquage du mutant L186C provoque une forte
potentialisation des courants ATP. La réponse ATP est restaurée aprés une
application de DTT (10 mM, 10 s pour N140C et 30 s pour L186C), confirmant
le marquage des résidus cystéine et révélant I'accessibilité du pont disulfure
formé entre le ligand et le récepteur (Fig. 28a). La prévention du marquage, par
le NCS-ATP, des résidus N140C et L186C par protection pharmacologique
avec I'ATP et un antagoniste compétitif, le TNP-ATP, permit de confirmer que

le marquage d’affinité eut lieu dans le site de fixation de I'ATP (Fig. 29).
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Figure 29. Prévention du marquage du L186C par protection pharmacologique. Potentialisation par
le NCS-ATP (30 uM) en absence ou en présence de TNP-ATP (300 uM) ou d’ATP (3 mM) (N = 4-5).
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Figure 30. Expériences en canal unique sur P2X2 L186C et N140C. (a) Potentialisation (604 + 164%
du contréle, N = 7) par le NCS-ATP (10 uM, 10 s) de la probabilité d’ouverture nominale des récepteurs
activés par 'ATP (30 uM, 2 s, indiquée par la barre blanche) sur le mutant L186C. La conductance
unitaire de canal, avant et aprés traitement au NCS-ATP, est de 25,1 £ 2,1 et 24,7 + 2,3 pS (N = 7). (b)
Inhibition (41 £ 14% du contréle, N = 6, configuration outside-out) par le NCS-ATP (100 puM, 10 s) de la
probabilité d’ouverture nominale des récepteurs activés par I'ATP (10 uM, 2 s, indiquée par la barre
blanche) sur le mutant N140C. La conductance unitaire de canal, avant et aprés traitement au NCS-ATP,
estde 22,8 £ 2,2 et 25,5+ 2,8 pS (N =6).

La mutation individuelle des positions N140 et L186 en résidus
aromatiques (N140W et L186F) potentialise la réponse ATP, suggérant une
interaction -1 entre les résidus aromatiques de substitution et le cycle de
'adénine de I'ATP et donc une interaction directe de ces résidus avec I'ATP.
Pour finir cette étude, nous avons montré au travers d’expériences
d’électrophysiologie patch-clamp sur canal unique, en configuration outside-

out, que la liaison irréversible du NCS-ATP sur les positions N140C et L186C
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ne provoque pas d’elle méme l'activation spontanée du récepteur (Fig. 30).
Ces expériences démontrent aussi que l'inhibition de la réponse ATP aprés
marquage du N140C est due a une diminution de la probabilité nominale
d’ouverture des récepteurs (NP,, inhibition de 41 + 14%), sans modifier la
conductance unitaire du canal, en présence d’ATP (10 uM, 2 s). Le marquage
du L186C n’affecte pas non plus la conductance unitaire du canal, mais
augmente drastiquement la NP, en présence d’ATP (30 uM, 2 s), provoquant la
potentialisation de la réponse ATP.

Cette étude apporta la preuve directe que la cavité située a l'interface entre
les sous-unités constitue le site de liaison de 'ATP. Nous avons révélé que
'adénine du NCS-ATP est proche de deux résidus nouvellement identifiés, le
N140C et le L186C et que ces résidus pourraient contribuer a la fixation de
FATP.

59



Agonist trapped in ATP-binding sites
of the P2X2 receptor

Ruotian Jiang 2 Damien Lemoine 2, Adeline Martz ¢, Antoine Taly ¢, Sophie Gonin ?, Lia Prado de Carvalho 2,
Alexandre Specht °, and Thomas Grutter '

?Laboratoire de Biophysicochimie des Récepteurs Canaux, Unité Mixte de Recherche 7199, Centre National de la Recherche Scientifique, Conception et
Application de Molécules Bioactives, Faculté de Pharmacie, Université de Strasbourg, 67400 lllkirch, France; and “Laboratoire de Chimie Bioorganique,
Unité Mixte de Recherche 7199, Centre National de la Recherche Scientifique, Conception et Application de Molécules Bioactives, Faculté de Pharmacie,
Université de Strasbourg, 67400 llikirch, France

Edited by Eric Gouaux, Oregon Health and Science University, Portland, OR, and approved April 15, 2011 (received for review February 8, 2011)

ATP-gated P2X receptors are trimeric ion channels, as recently con-
firmed by X-ray crystallography. However, the structure was solved
without ATP and even though extracellular intersubunit cavities
surrounded by conserved amino acid residues previously shown
to be important for ATP function were proposed to house ATP,
the localization of the ATP sites remains elusive. Here we localize
the ATP-binding sites by creating, through a proximity-dependent
“tethering " reaction, covalent bonds between a synthesized ATP-
derived thiol-reactive P2X2 agonist (NCS-ATP) and single cysteine
mutants engineered in the putative binding cavities of the P2X2
receptor. By combining whole-cell and single-channel recordings,
we report that NCS-ATP covalently and specifically labels two pre-
viously unidentified positions N140 and L186 from two adjacent
subunits separated by about 18 A in a P2X2 closed state homology
model, suggesting the existence of at least two binding modes.
Tethering reaction at both positions primes subsequent agonist
binding, yet with distinct functional consequences. Labeling of
one position impedes subsequent ATP function, which results in in-
efficient gating, whereas tethering of the other position, although
failing to produce gating by itself, enhances subsequent ATP func-
tion. Our results thus define a large and dynamic intersubunit ATP-
binding pocket and suggest that receptors trapped in covalently
agonist-bound states differ in their ability to gate the ion channel.
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Discussions et perspectives.

Dans cette étude nous avons identifi€ de maniére directe le site de fixation
de 'ATP. Etonnamment nous avons identifié par marquage d’affinité deux
résidus (N140C et L186C) séparés de 18 A. Cette observation pourrait
suggérer que I'ATP se fixe avec deux orientations différentes dans son site
et/ou que la liaison de 'ATP change considérablement la structure du site.

Aprés réaction compléte du NCS-ATP sur les résidus N140C et L186C,
'ATP est encore capable de se fixer et d’activer le récepteur. Ceci s’explique
par le marquage partiel du récepteur, dont un ou deux sites sont marqués,
laissant un ou deux sites libres. Cette hypothése est en accord avec une étude
en canal unique montrant que seuls les récepteurs complétement ligandés
s’ouvrent (Ding & Sachs 1999b). Ces observations sont en accord avec le fait
que les récepteurs sont des protéines allostériques coopératives. En d’autres
termes, la fixation d’un agoniste dans un site va provoquer des changements
de conformation qui vont se répercuter au site voisin, le rendant plus affin pour
le ligand. Ainsi, le marquage du L186C d’un site par le NCS-ATP, agoniste du
récepteur, va modifier par allostérie le site voisin et changer la position relative
de la cystéine par rapport au groupement réactif du NCS-ATP, la rendant
inaccessible.

L’état du récepteur rP2X2 L186C piégé avec le NCS-ATP pourrait étre un
état partiellement ligandé précédant un état actif complétement ligandé. L’état
du récepteur rP2X2 N140C piégé pourrait étre un état intermédiaire de courte
vie précédant I'état bloqué avec la position L186C ou un état inactif post-
activation désensibilisé, dans lequel le ligand est encore fixé dans son site
tandis que le canal est fermé. Ces hypothéses pourraient étre confrontées a
d’éventuelles expériences de cristallisation.

La récente résolution de la structure cristallographique du récepteur
zfP2X4 dans un état actif en présence d’ATP, confirme la proximité du résidu
L191 (homologue de L186) avec le cycle de I'adénine (Fig. 11b). Cet état actif
est un état dans lequel les sites ATP sont totalement occupés. L’identification
d’états intermédiaires pourrait concourir a [I'élucidation de la séquence

d’activation/inactivation des récepteurs P2X.
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6. Elucidation du mécanisme d’ouverture des récepteurs P2X.

La connaissance des mouvements sous-tendant I'activation des récepteurs
P2X suite a la fixation de 'ATP pourrait apporter des données substantielles a

I'élaboration d’'un récepteur activé par la lumiére.

Contexte.

Au commencement de cette étude, la structure cristallographique des
récepteurs P2X en présence d’ATP dans un état actif n’existait pas. Les
mouvements induits par la fixation de 'ATP conduisant a I'ouverture du canal
étaient alors inconnus. Le site de fixation de 'ATP était identifié dans une
cavité ressemblant & une méchoire située entre la téte d’'une sous-unité et la
nageoire dorsale d’une autre. Cette observation entrainait les questions
suivantes : est-ce que cette machoire se referme suite a la fixation du ligand, a
la maniére d’'un « venus flytrap », comme c’est le cas pour le LBD des iGIuRs ?
Est-ce que cette fermeture produit a son tour I'ouverture du canal ? In silico, le
Dr. Antoine Taly démontrait par des expériences d’analyse en modes normaux
(NMA, pour normal mode analysis) que la fermeture du site est un mouvement
naturel qui s’opére dans les récepteurs rP2X2. La seconde étape était de
démontrer, sur un systéme biologique in vitro, que cette fermeture du site est
provoquée par la fixation de 'ATP et que ce mouvement provoque I'ouverture

du canal.

Stratégie.

Pour identifier les mouvements moléculaires au sein de la protéine nous
avons eut recourt, dans un premier temps, a des analyses en modes normaux
(NMA). Ces expériences consistent, grossierement, a apporter de I'énergie a la
protéine sous forme de chaleur pour observer des mouvements moléculaires
qui lui sont inhérents.

La seconde partie de cette étude fut basée sur des expériences d’ingénierie de
site zinc. La chélation du zinc entre deux histidines nécessite que les deux

histidines se rapprochent étroitement. Nous avons utilisé cette propriété pour
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démontrer de maniére directe le rapprochement de différentes parties de la

protéine.

Résultats.

Des expériences d’analyse en modes normaux, consistant a réduire le
récepteur rP2X2 (modéle par homologie) a son essence physique, c.-a-d. a un
réseau élastique constitué des atomes Ca de la protéine ou chaque liaison
inter-atome du squelette protéique est assimilée a un simple ressort, permirent
de mettre en évidence des mouvements qui s’opérent naturellement dans la
protéine. Ces expériences ont révélé une mobilité importante du site de fixation
de I'ATP, qui se referme permettant la chélation du zinc au niveau des
histidines H120 et H213 (Fig. 31). Les NMA n'ont pas permis d’observer
d’ouvertures significatives du canal en corrélation avec la fermeture du site
ATP, cela méme en perturbant les modes de NMA avec la présence d’'une
molécule d’ATP dans chacun des trois sites. Cette tendance de fermeture, une
fois révélée, soulevait les questions suivantes. Est-ce que ce mécanisme de
fermeture du site-ATP est corrélé a l'ouverture du canal ? Est-ce que ce

mécanisme d’activation est celui provoqué par 'ATP ?

Figure 31. L’exploration, par analyse de
modes normaux, de la flexibilité du
récepteur rP2X2, permet la formation du
site de potentialisation natif de liaison au
zinc. (a) Représentation cartoon du modéle de
rP2X2, chaque sous-unité a une couleur
différente. Vue latérale a la membrane
(gauche), vue du milieu extracellulaire (en haut
a droite), vue du milieu intracellulaire (en bas a
droite). Les fléches jaunes représentent les
mouvements protéiques obtenus avec le mode
10. Les mouvements supérieurs a 3 A sont
indiqués en orange, pour plus de clarté les
mouvements inférieurs @ 1 A ne sont pas
représentés. (b, ¢ ) Agrandissement du site de
fixation (b) avant et (c) apres exploration du
mode 10. La distance séparant les Co des
résidus His120 et His213, connus pour étre
impliqués dans la potentialisation par le zinc
(Nagaya et al, 2005), ainsi que la localisation
du site ATP (Jiang et al, 2011), sont
Boucle représentés. (Encart dans c) Agrandissement
d’'une vue de la coordination du zinc montrant

Boucle A
NS

b o7 A'E , la distance moyenne et 'angle mesuré entre le
Site ATP #15.5 A B 6‘ 4122 A cation divalent et les atomes de coordination
S A NE2 des deux histidines. L’exploration du
A His213 137° £, .
h ‘ h mode 10 révéle également un rapprochement
- o ) des boucles A et B, colorées en bleu foncé.
Méchoire ouverte Machoire fermée
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Dans un premier temps, nous avons démontré la véracité du mécanisme
d’ouverture du canal identifié in silico. Pour cela nous avons testé si le zinc
était capable d’activer le récepteur par lui méme en absence d’ATP. Le zinc
n‘est pas capable d’activer les récepteurs rP2X2 sauvages (rP2X2 WT).
L’introduction de la mutation T339S, connue pour augmenter la probabilité
d’'ouverture du canal sans affecter le site de fixation de I'ATP, fut utilisée pour
diminuer I'énergie nécessaire a I'activation du récepteur. Ainsi, le zinc active de
lui méme les récepteurs rP2X2/T339S, montrant que la fermeture du site de
fixation de 'ATP nécessaire a la chélation du zinc induit 'ouverture du canal
(Fig. 32a). Le zinc active avec la méme efficacité le double mutant
K69A/T339S (Fig. 32b). Le K69A étant connu pour abolir la fixation de I'ATP,
nous pouvions exclure que l'activation des récepteurs, par le zinc, serait en

réalité due a des traces d’'ATP.

Figure 32. Activation par le zinc du
mutant rP2X2 T339S au travers des
résidus H120 et H213. (a) Courants
provoqués par le zinc (aux concentrations
H120A/H213A/T339S |

nizoamsses  indiquées) et par I'ATP (30 pM). Les
H213ATTS39S  enregistrements sont effectués sur la
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montrant une augmentation de NPo sans
modification de la conductance unitaire du
canal activé par le zinc (barre orange). Les
données représentent la moyenne + SEM.
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Pour explorer les mouvements dynamiques du site de fixation de I'ATP, nous
avons déplacé le site zinc sur une autre portion mobile du site de fixation de
'ATP. La chélation du zinc par les résidus S116H et T170H, nécessitant le
rapprochement des boucles A et B, et donc la fermeture du site de fixation de
'ATP, provoque une ouverture du canal sur le mutant S116H/T170H/T339S* (*
fond H120A/H213A, Fig. 33a-e). Des expériences en canal unique permirent
de montrer que le zinc active les récepteurs T339S (site zinc natif, H120/H213)
et S116H/T170H/T339S* en augmentant la fréquence d’ouverture du canal,
sans affecter la conductance unitaire du canal (Fig. 32c-e et Fig.33f-h). La
potentialisation par le zinc des courants provoqués par 'ATP est effective sur
les récepteurs possédant le site zinc natif H120/H213 et le site zinc artificiel
S116H/T170H, suggérant que c’est la contrainte géométrique de fermeture du
site qui potentialise I'ouverture du canal induite par 'ATP.

Pour démontrer que 'ATP partage le méme mécanisme d’activation que le
zinc, nous avons testé la capacité de I'ATP a potentialiser les courants
provoqués par le zinc au travers d’un mécanisme allostérique. Des expériences
de cooexpression des mutants K69A/T339S et H213A/T339S permirent de
dissocier physiquement le site de liaison du zinc, du site de fixation de I'ATP.
En d’autres termes, le site capable de lier TATP ne posséde plus de site zinc et
le site capable de lier le zinc est associé avec un site incapable de lier 'ATP
(Fig. 34). Dans ces expériences I'ATP (0,1 uM) fut capable de potentialiser les
courants zinc. Démontrant que I'ATP potentialise les courants zinc de maniére
allostérique et suggérant que la fixation de I'ATP favorise la fermeture du site
de liaison de 'ATP. Dans une autre série d’expériences, nous avons montré
que le TNP-ATP, un antagoniste compétitif des récepteurs P2X, inhibe
I'activation du récepteur par le zinc qui provoque habituellement la fermeture
du site (Fig. 35). Suggérant que le TNP-ATP antagonise les courants zinc en
empéchant la fermeture du site de liaison de 'ATP.

Cette étude révéla le mécanisme d’activation des récepteurs P2X induit par
la fixation d’'un agoniste. La fixation d’'un agoniste au niveau du site de liaison
de PATP provoque un mouvement de fermeture du site qui provoque

I'ouverture du canal (Fig. 36).
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Figure 33. Ingénierie d’un nouveau site de chélation du zinc confortant le modéle de fermeture du
site ATP. (a) Histogramme montrant la potentialisation des courants ATP (CE+o) par le zinc (20 uM) sur
des cellules exprimant les mutants indiqués (N = 4-7). Le fond génétique H120A/H213A est indiqué par *.
(Encart) Traces indiquant le protocole utilisé pour réaliser I'histogramme. (b) Histogramme montrant la
contribution, des résidus endogénes Asp168 et His152, a la potentialisation du site zinc artificiel, mutant
S116H/T170H*. (c) Cartographie, sur le modéle «machoire ouverte» de rP2X2 sauvage, des résidus
localisés sur les boucles A et B, impliqués dans la coordination du zinc. (d) Modéle «machoire fermée» du
mutant S116H/T170H* obtenu par exploration du mode 10 permettant de reconstituer le site zinc artificiel.
Les distances et les angles mesurés entre le zZn* (sphere orange) et les atomes de coordination NE2 des
histidines sont de 2,3, 2,2, 2,3 A et 95°, 137° et 128°. Notons que la distance mesurée entre le Zn* etun
oxygéne du carboxylate du résidu Asp168 est de 3,9 A. (e) Courbes dose réponse du Zn*" des mutants
S116H/T170H/T339S* et T339S (Pour S116H/T170H/T339S*: CEsp = 27 yM = 3 yM, ny=1,2+ 0,1, N =
6; pour T339S (courbe en pointillée): CEsp = 221 + 47 uyM, ny = 1,2 £ 0,2, N = 5). (f) Courants en canal
unique, d’'un patch en configuration outside-out, excisé d'une cellule HEK exprimant le mutant
S116H/T170H/T339S*, montrant une augmentation de l'activité spontanée du canal en présence de zinc.
(g) Répartition des temps d’ouverture et de fermeture du canal (N = 6), en absence (en haut) et en
présence de zinc (en bas). (h) Histogramme (basé sur les résultats de g) montrant une augmentation de
NPo sans modification de la conductance unitaire du canal activé par le zinc (barre orange). Les données
représentent la moyenne + SEM.
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Figure 34. La fixation de ’ATP favorise la fermeture de la machoire. (a) Schéma de I'expression des
hétéromeres issus de la co-transfection des mutants K69A/T339S et H213A/T339S. (b) Traces
représentatives de la potentialisation des courants zinc (200 uM) par 'ATP (0,1uM) sur des cellules
exprimant I'hétéromere (traces noires), 'homomére K69A/T339S (traces bleues) ou I'homomére
H213A/T339S (traces orange). (c) Résumé des données pour chaque construction montrée en b (N = 4-
7). La potentialisation est définie par le ratio des courants en présence d’ATP et de zinc et des courants
en présence uniquement de zinc. ND, non déterminé, car aucun courant entrant évoqué par le zinc n’'a
été mesuré sur le mutant H213A/T339S.
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Figure 35. L’antagoniste compétitif, TNP-ATP, inhibe les courants Zn>* des récepteurs contenant
le site Zn** natif ou artificiel. (a) Enregistrement électrophysiologique, en mode cellule entiére, des
courants provoqués par le zn* (200 uM) en absence (traces claires) ou en présence (traces foncées) de
TNP-ATP (10 uM). Les cellules expriment (traces vertes) le mutant T339S ou (traces marron) le mutant
S116H/T170H/T339S*. (b) Histogramme des pourcentages d’inhibition des courants zn* par le TNP-ATP
pour les constructions T339S ou S116H/T170H/T339S* (N = 5-8).
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Figure 36. Représentation schématique d’un mécanisme plausible d’activation des récepteurs
P2X. La fixation d’un agoniste a l'interface des sous-unités refermerait la machoire formant le site de
liasison de I'ATP, provoquant un mouvement directement couplé a l'ouverture du canal. Le zn*
stabiliserait la fermeture de la machoire, par l'intermédiaire d’'une paire d’histidines localisées de part et
d’autre du site ATP.
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Discussions et perspectives.

Les expériences de NMA permettent de révéler des mouvements
moléculaires théoriques mais avec un certain nhombre d’approximations qui
peuvent modifier la position précise des atomes. Dans cette étude, les NMA
n’ont pas détectés d’ouverture significative du canal. Ceci pourrait s’expliquer
par une surestimation, inhérente au champ de force utilisé, de I'énergie
d’interaction entre les hélices-a TM2 au niveau de la porte du canal (gate),
résultant en une barriére énergétique bloquant le canal dans une forme fermée.
Cependant nous savons que le zinc tout seul n'ouvre pas le canal du récepteur
rP2X2 WT, suggérant, pour le type sauvage, que la fermeture du site ATP, par
chélation du zinc par H120 et H213, n’apporte pas suffisamment d’énergie pour
ouvrir le canal. L'apport d’énergie dans les modes de NMA par l'incorporation
de ’ATP n’a pas non plus permis d’obtenir une ouverture significative du canal.
Une explication plausible est que la position de I'ATP, extraite du docking de
'ATP basé sur nos récentes données de marquage d’affinité, ne représente
pas la position capable d’activer le récepteur. En effet, le seul point de contact
entre le C8 de I'adénine et le récepteur ne suffit pas pour prédire la position de
'ATP qui provoque l'ouverture du canal. Une fagcon pour provoquer une
ouverture serait d’introduire la mutation T339S dans le modeéle de rP2X2 utilisé
en NMA. Cette mutation entrainant une ouverture spontanée du canal, pourrait
diminuer la barriere énergétique d'ouverture du canal et augmenter
significativement sa fréquence d’ouverture en corrélation avec la fermeture du
site ATP.

C’est ce que nous avons fait expérimentalement. Le mutant T339S est
activé par le zinc, révélant de maniére forte que l'ouverture du canal est
corrélée avec la fermeture du site ATP. Nous avons apporté I'évidence que la
fixation de I'ATP favorise l'activation de P2X par le zinc de maniére
allostérique, en provoquant le rapprochement des résidus H120 et H213 autour
du métal. Cependant, étant donné la proximité spatiale des sites de liaison du
zinc et de I'ATP, cette étude ne nous permet pas d’exclure la part d’'une
possible interaction directe entre le zinc et une partie de 'ATP dans la
potentialisation de la réponse ATP sur rP2X2 WT. Bien que le zinc soit capable

d’activer les récepteurs rP2X2/T339S de lui méme, son efficacité reste faible.
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La réponse maximale provoquée par le zinc représente 4% de la réponse
maximale induite par 'ATP, suggérant que la chélation du zinc par H120 et
H213 produit une fermeture incompléte du site ATP. La récente structure
cristallographique de zfP2X4, résolue dans un état ouvert en présence d’ATP
(Hattori & Gouaux 2012), permet de confirmer nos résultats. Montrant que
'’ATP provoque le rapprochement de la téte et de la nageoire dorsale de deux
sous-unités adjacentes en provoquant une constriction du site ne se limitant
pas au rapprochement des histidines H120 et H213.

Nous avons anticipé les données apportées par la cristallographie, avec
certes moins de détail, mais en utilisant des stratégies alternatives de
modélisation moléculaire et d'ingénierie de site zinc. Ainsi nous avons révélé

de maniére originale le mécanisme d’activation des récepteurs P2X.

Nous avons aussi utilisé le canal activé par le zinc pour démontrer que I'état
intermédiaire piégé par le NCS-ATP sur L186C favorise le mouvement de
fermeture du site, appuyant fortement I'hypothése d’un état partiellement

ligandé précédant un état actif complétement ligandé (Jiang et al 2012b).
Les données apportées par le marquage d’affinité et l'ingénierie de site

zinc associées a la modélisation moléculaire vont nous permettre d’orienter la

stratégie d’élaboration d’'un PTL analogue de 'ATP.
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7. Outils optogénétiques pour la photorégulation de l'activité
des récepteurs P2X.
71. Vers un dérivé d’ATP photoisomérisable.
71.1. Contexte.

Au commencement de ce projet, la stratégie du PTL avait fait ses preuves
sur les canaux potassiques voltage dépendants et les récepteurs ionotropiques
du glutamate, donnant naissance au canaux activés par la lumiére SPARK et
LiGIuR6. A ce jour, cette stratégie n’a jamais été appliquée aux récepteurs
P2X. Un récepteur P2X pourrait constituer un outil prometteur pour
I'investigation des voies de signalisations impliquant les récepteurs P2X.
Concernant ces récepteurs, la structure de I'état actif en présence d’ATP
n’existait pas encore. Nous disposions uniquement de la structure dans un état
fermé, de nos données sur le marquage d’affinité et de la démonstration du

mécanisme d’activation des récepteurs P2X.

7.1.2. Stratégie.

La stratégie adoptée pour photoréguler I'activité des récepteurs canaux
P2X est celle des PTL. Cette stratégie dont le principe est simple et qui a fait
ses preuves sur de nombreuses cibles est amplement détaillée dans le
chapitre 1.2.1.2. Brievement, cette stratégie consiste a lier covalemment un
ligand a son récepteur par lintermédiaire d’'un bras espaceur capable de
s’isomériser, en fonction de la lumiére, entre un isomere frans étendu et un
isomére cis plié. Ceci permet de contréler la position du ligand par rapport a
son site de liaison et de forcer le ligand a rester éloigné du site ou d'imposer la
liasison du ligand a son site. Un tel outil permet de réguler par la lumiéere
I'activité d’un récepteur canal.

La stratégie PTL appliquée aux récepteurs P2X consiste en la synthése
d’'un analogue de I'ATP, le maléimide-azobenzéne-ATP et en la mutation du
récepteur pour permettre la liaison covalente de la molécule photoisomérisable

au récepteur.
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La premiéere étape est de trouver le point d’ancrage du bras photoisomérisable,
maléimide-azobenzene sur 'ATP. Le but est de fixer un groupement de taille
conséquente, de l'ordre de la vingtaine d’angstroms, sur 'ATP sans modifier
dramatiquement son caractéere agoniste.

La deuxieme étape consiste a mener des expériences de docking pour
identifier les résidus a muter en cystéine et de les muter par mutagénese
dirigée.

La derniére étape est de procéder a la campagne de marquage et d’obtenir un
« light-gated P2X receptor » (LiP2XR).

7.1.3. Matériel et méthodes.

Expériences de bioinformatiques (docking) :

Les expériences de docking se sont faites en prenant en compte les
données de marquage d’affinité et d'ingénierie de site zinc. La position de
'atome de carbone C8 de I'adénine fut imposée a proximité du résidu L186
(notation rP2X2). Nous avons utilisé un modéle par homologie de rP2X2
geénéré par le Dr. Antoine Taly, a partir de la structure cristallographique de
zfP2X4 (code PDB : 3H9V), dans lequel la fermeture des trois sites-ATP est
stabilisée par la chélation d’'un atome de zinc par les histidines H120 et H213
(Jiang et al 2012a).

Préparations des molécules :

La structure des molécules fut construite a partir du logiciel ChemDraw3D.
L’angle diédre entre les cycles aromatiques de I'azobenzéne fut imposé a 0°
pour obtenir I'isomére cis et a 180° pour obtenir I'isomére trans, puis les
molécules subirent une minimisation d’énergie. Les ligands furent ensuite
préparés au docking avec autodock tools, c.-a-d. que pour chaque molécule fut
déterminé les charges, les liaisons de libre rotation et le type d’atome
constituant la molécule (A, carbone aromatique; C, carbone; NA, azote
accepteur de liaison hydrogéne; OA, oxygéne accepteur de liaison
hydrogéne ; N, azote; P, phosphore; HD, hydrogéne donneur de liaison

hydrogéne). Ensuite, dans les fichiers texte des molécules fut modifié le type
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d’atome du C8 de 'adénine de C en Z. Cette modification est nécessaire pour

imposer la localisation de 'atome C8 dans le site de liaison de I'ATP.

Préparation de I'’espace de docking sur le récepteur:
A T'aide du logiciel AutoDockTools, I'espace de réalisation du docking fut
restreint au site de fixation de 'ATP dans un volume en trois dimensions

appelé boite (Fig. 37).

Figure 37. Représentation de I’espace
de docking. (a) Vue globale de la boite
englobant le site ATP, positionnée sur un
modéle de rP2X2 représenté en cartoon.
En couleur, les surfaces de la boite
paralléles a I'axe des x (rouge), y (vert) et
z (bleu). (b) Vue de cété dans un plan
paralléle a I'axe des x. (c) Vue latérale
dans un plan paralléle a 'axe des y. (b)
Vue extracellulaire sur le dessus dans un
plan paralléle a I'axe des z.

Les parameétres, de la boite, qui furent utilisés sont les suivants :

Taille en points Coordonnées du centre
x=114 X = 26,341
y = 86 y =-19,326
z=112 z=59,755

Ensuite avec AutoGrid4, furent calculés les cartes d’interactions entre les

différents types d’atome constituants les molécules et les atomes du récepteur,

dans l'espace de la boite. Dans les paramétres de calcul des cartes

d’interactions, la position de l'atome Z (C8 de l'adénine) des ligands fut

imposée a proximité du résidu L186 en lui appliquant une fonction d’énergie
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empirique (covalent map), qui est un puits énergétique définit par son diamétre
(d) exprimée en angstrom, sa profondeur exprimée en valeur énergétique (E)
et ses cordonnées dans l'espace X, y, z (Fig. 38). Les paramétres de contrainte
de position furent définis de maniére itérative de maniére a limiter le
déplacement du C8 a une sphére d’environ 4-5 A de diamétre. La contrainte ne
doit pas étre trop forte, au risque de figer le C8 dans I'espace et ne doit pas
non plus étre trop faible, ce qui permettrait au C8 d’explorer une trop grande

surface.

X, ¥ Z

Figure 38. Représentation de la fonction d’énergie

Expériences de docking :

Les expériences de docking furent générées, avec AutoDock4, pour les
isomeéres cis et trans des trois ligands. AutoDock4 score les interactions ligand-
récepteurs a partir des cartes d’interactions précédemment générées par
AutoGrid4. Le docking génére ainsi des groupes de conformations proches,
plus ou moins peuplés, appelés « clusters ». Tous les clusters dont I'effectif est
inférieur a cinq furent rejetés. Ensuite pour chaque cluster une conformation
représentante fut extraite (celle de plus basse énergie). Les résultats de
docking furent analysés avec PyMOL.

Pour cette molécule, tous les résidus a proximité du maléimide (5 A) sont
identifiés pour les isomeres cis et frans. Le but étant d’obtenir un PTL ATP qui
active le récepteur en cis, tous les résidus identifiés pour lisomeére trans
présents dans la liste des résidus identifiés pour l'isomeére cis furent exclus.

Une liste de 25 résidus a muter en cystéine est ainsi établie.
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Synthése organique :

Tous les produits chimiques de qualité analytique proviennent de chez
Sigma-Aldrich ou Alfa Aesar. Les analyses en RMN 'H et "*C sont faites & 400
MHz et les analyses *'P a 500 MHz. Les constantes de couplage (J) sont
exprimées en Hz et les déplacements chimiques (6) sont donnés en partie par
million (ppm) en utilisant le pic de solvant résiduel comme référence relative au
TMS, s = singulet, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, m = multiplet. Des
colonnes Beta-Basic C'® de Thermo Scientific (4,6 x 250 mm) et (10 x 250
mm) ont été utilisées en HPLC analytique et en purification HPLC semi-
préparative, respectivement. Du Bio-Gel P-2 (200 - 400 mesh) de chez BIO-
RAD a été utilisé pour les purifications en chromatographie d’exclusion. Des
résines Dowex 50WX8 (forme acide, 200 — 400 mesh) et 1X8 (forme chlorure,
200 — 400 mesh) de chez Sigma Aldrich ont été utilisées pour les purifications

en chromatographie d’affinité.

NH
2 N 2
SN
4
OH_. OH_ OH Br-<’\‘jl\)r\1\/J
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P P NP
I Il I O
O O O

OH OH

8-Br-ATP, 8-bromoadénosine-5'-triphospahtes :

De I'ATP (5 g, 0,72 mmol) est dissout dans du tampon acétate de sodium 1 M,
pH 4 (100 ml), puis du dibrome liquide (1,5 mL) est ajouté. Le mélange est
agité vigoureusement pendant 4 h a température ambiante. L’excés de
dibrome est neutralisé par ajout, goutte a goutte, d’'ammoniac concentré
jusqu’a ce que la solution passe du brun au rouge. Le Br-ATP est précipité
avec un mélange éthanol/acétone (1: 1, vol/vol). Un solide brun-jaune est
récupéré par filtration (80%). RMN 'H (400 MHz, D,O): & = 8,15 ppm (s, 1H),
6,05 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 5,24 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 4,55-4,52 (m, 1H), 4,22-4,19
(m, 1H), 4,13-4,01 (m, 2H). (Wright & Miller 2006)
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8-[(Aminohexyl)-amino]-ATP :

Du 8-Br-ATP (200 mg, 0,32 mmol) et du diaminohexane (368 mg, 3,2 mmol)
sont solubilisés dans de I'eau (6 mL) a 60°C pendant 5 h. Le milieu réactionnel
est purifié avec une colonne échangeuse d’anion, Dowex 1-X8 (actétate). Le
produit est élué avec une solution de LiCl 1 mM HCI (500 mL & 0,125 et 0,5 M
de LiCl dans 1 mM de HCI). Les fractions contenant le 8-[(Aminohexyl)-amino]-
ATP sont rassemblées et concentrées in vacuo. Le brut est déposé sur une
colonne biogel P2 (200-400 mesh) pour enlever I'excés de sel et de 1,6-
diaminohexyle. Les fractions contenant le nucléotide sont rassemblées et
évaporeées a sec in vacuo, pour donner un solide blanc contaminé avec 0,5 éq.
de 1,6-diaminohexyle (78%, rendement calculé en utilisant 'UV ; € = 17000 a
279 nm pour le 8-[(Aminohexyl)-amino]-ATP) (Hampton et al 1982). RMN 'H
(400 MHz, D;O) : & = 8,14 (s, 1H), 6,08 (m, 1H), 4,43 (m, 5H), 3,50 (m, 2H),
3,17 (m, 2H), 1,80 (m, 4H), 1,52 (m, 4H). (Maurizi & Ginsburg 1986)

] 9
5 = NM]/OH
H 0

AS, Acide 4-oxo-4-(phénylamino)butanoique :

A une solution d’anhydride succinique (5 g, 50 mmol) dans de [I'éther
diéthylique (50 mL) est ajouté de 'aniline goutte a goutte (4,8 mL, 50 mmol). Le
milieu réactionnel est agité vigoureusement pendant 2 h. Un précipité blanc est
obtenu, filtré et lavé avec de I'éther diéthylique a 0°C. Le produit désiré est
obtenu sous forme d’une poudre blanche (83%). RMN "H (400 MHz, DMSO-
de) : © = 7,57 ppm (m, 2H), 7,27 ppm (m, 2H), 7,01 ppm (m, 1H), 2,54 ppm (m,
4H). RMN "C (400 MHz, DMSO-dj) : 173,78, 170,02, 139,28, 128,63, 122,87,
118,87, 31,02, 28,78. (Pshezhetsky & Nifant'ev 2005)
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8-AS-DH-ATP, 8-[N'-(6-aminohexyl)-N*-phénylsuccinamido]-ATP :

L’acide 4-oxo-4-(phenylamino)butanoique (77 mg, 398 umol) est dissout dans
de la DMF anhydre (2 mL) avec de la tributylamine (155 uL, 648 ymol) et de
I'isobutyl chloroformate (62 uL, 472 ymol) ajouté goutte a goutte. Le mélange
est laissé dans la glace 1 h, puis le sel de lithium du 8-[(Aminohexyl)-amino]-
ATP en solution aqueuse (4 mL, 249 umol) est ajouté goutte a goutte. Ensuite,
le milieu réactionnel est laissé a température ambiante 2 h, puis évaporé a sec
in vacuo. Le brut solubilisé dans I'eau (50 mL) est lavé avec du CH,Cl;, (3 x 50
mL). La phase aqueuse concentrée in vacuo est ensuite purifiée par HPLC en
phase inverse C'® avec une colonne semi-préparative (éluants : eau TFA 0,1%,
acétonitrile), en utilisant le protocole suivant (exprimé en pourcentage
d’acétonitrile) : sur 3 min de 0-10%, 10% pendant 12 min, sur 3 min 10-15%,
15% pendant 7 min (débit 4 mL/min). Le solide blanc désiré est obtenu, son
temps de rétention est de 23,2 min (2,5%). En raison de la faible quantité de
produit obtenu, la RMN 'H (400 MHz, D,0) ne nous permet pas de visualiser
les signaux des CH 2', 3' et 4', en revanche les signaux caractéristiques
suivants sont analysables: 6 = 8,46 (s, 1H), 7,65 (m, 2H), 7,53 (m, 2H), 7,31 (m,
2H), 6,25 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 3,47 (m, 4H), 3,32 (m, 2H), 2,83 (m, 2H), 2,70 (m,
2H), 1,76 (m, 2H), 1,64 (m, 2H), 1,47 (m, 2H). Les trois phosphates sont
présents RMN *'P (500 MHz, D,O): & = -10,58, -11,58, -25,62. La masse
correspond au produit désiré, SM (MALDI-TOF), (m/z), (M-H) calculé pour
C26H3sNgO15P3 : 795,17. Trouvé : 795,15. (Webb & Corrie 2001)
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N-maléoylglycine, acide 2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)acétique :

De 'anhydride maléique (19,6 g, 0,2 mol) et de la glycine (15,1 g, 0,2 mol) sont
mis en suspension dans un mélange anhydre acétonitrile/acétate d’éthyle (1 :
1, vol/vol) (80 mL). La mixture est agitée vigoureusement pendant 24 h.
L’avancement de la réaction est suivi par RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds). Le
milieu réactionnel est évaporé a sec in vacuo. Le solide blanc obtenu est remis
en suspension dans un mélange anhydre de toluéne (150 mL), d’acide
acétique (20 mL) et de TFA (4 mL) puis mis a reflux a 120°C, dans un montage
de Dean Stark, pendant 48 h, sous atmosphére inerte. Le brut concentré in
vacuo est purifié par chromatographie sur silice (CH2Cl, a CH2Cl,/MeOH 5%),
donnant le produit désiré sous forme d’'une poudre blanche hygroscopique
(63%). RMN "H (400 MHz, DMSO-dj) : & = 7,12 ppm (s, 2H), 4,14 ppm (s, 2H).

AZB-Bala-Boc  (E)-tert-butyl(3-((4-((4-aminophényl)diazényl)phényl)amino)-3-
oxopropyl)carbamate :

L’acide Boc-BAla-OH (1,2 g, 6,5 mmol), HOBt (1,14 g, 8,7 mmol), DIPEA (3,97
mL, 22,9 mmol) et EDCI (1,43 g, 7,6 mmol) sont solubilisés dans CH,Cl, (30
mL) et agités sous atmosphére inerte a 0°C pendant 1 h. Ce mélange est
ensuite ajouté goutte a goutte a une solution d’azodianiline (1,16 g, 5,4 mmol)
et DIPEA (1,8 mL, 10,9 mmol) dans CH,Cl, (150 mL). La mixture est agitée
pendant 12 h a température ambiante. Le mélange est dilué avec CHCl, (200
mL) et lavé avec une solution saturée de NaHCO; (3 x 200 mL). La phase
organique est séchée avec Na,SO4%, puis filtrée et concentrée in vacuo. Le
brut est purifié par chromatographie sur colonne de silice (CH2CI,/EtOACc, de

10:0 & 7:3), donnant le solide orange désiré (57%). RMN "H (400 MHz, MeOH-
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de) :6=7,76 (d, d =9 Hz, 2H), 7,69 (m, 4H), 6,73 (d, J = 9 Hz, 2H), 3,41 (t, 2H),
2,58 (t, 2H), 1,43 (s, 9H). SMHR (ESI) (m/z), (M+H)" calculé pour C2oH25N503 :
384,20302. Trouve : 384,20142. (Volgraf et al 2006)
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MAC-Boc, (E)-tert-butyl(3-((4-((4-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)acetamido)phenyl)diazenyl)phenyl)amino)-3-oxopropyl)carbamate :

A une solution de N-maléoylglycine (1,2 g, 7,83 mmol) et de chlorure d’oxalyle
(676 L, 7,91 mmol) dans CHCl, (10 mL), sont ajoutés trois gouttes de DMF.
Apres agitation pendant une nuit a température ambiante, sont ajoutés goutte a
goutte, la DIPEA (884 pL, 7,93 mmol) et une solution d’AZB-Bala-Boc (600 mg,
1,57 mmol), de DIPEA (272 pL, 1,57 mmol) et de DMAP (~1 mg) dans du THF
(10 mL). Aprés agitation a 0°C pendant 10 min, le mélange est laissé sous
agitation pendant 3 h a température ambiante. Le brut est concentré in vacuo
(dépbt solide sur célite) et purifié par chromatographie « flash » en phase
inverse C'® (40 g, éluants : eau/acétonitrile). Le produit désiré, élué a 24%
d’acétonitrile, est obtenu sous forme d’une poudre orange (84%). RMN "H (400
MHz, DMSO-dg) : 6 = 10,61 (s, 1H), 10,27 (s, 1H), 7,80 (m, 8H), 7,16 (s, 2H),
6,90 (m, 1H), 4,33 (s, 2H), 3,23 (m, 2H), 1,37 (s, 9H). SM (ESI) (m/z), (M-H)
calculé pour Cz6H27NsOs : 519,2. Trouvé : 519,2. (Volgraf et al 2006)
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MAC, (E)-3-amino-N-(4-((4-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
ylh)acétamido)phényl)diazényl)phényl)propanamide :

A une solution de MAC-Boc (171 mg, 0,33 mmol) dans CHCl, (8 mL) est
ajouté du TFA (2 mL). La mixture est agitée 1h puis évaporée a sec in vacuo.
Ce produit déprotégé est tout de suite engagé dans la réaction de couplage a
'ATP. RMN "H (400 MHz, Acétone-ds) : 5 = 7,85 (m, 8H), 7,00 (s, 1H), 4,42 (s,
1H), 4,15 (t, 2H), 3,08 (t, 2H). SM (ESI) (m/z), (M+H)" calculé pour
C21H21NgO4 : 421,2. Trouvé : 421,2. (Volgraf et al 2006)

2'3'-MAC-ATP :

La synthése du 2',3'-MAC-ATP fut adaptée de (Webb & Corrie 2001).

30 g de résine (Dowex-50, forme acide) sont mis en suspension dans un
mélange eau (400 mL), méthanol (100 mL), tributylamine (70 mL), pour donner
une résine-tributylammonium. Le sel d’ATP disodique (1 g, 1,8 mmol) est
transformé en sel de tributylammonium par passage lent sur une résine
échangeuse de cation (débit 0,2 mL/min). L’éluat est ensuite évaporé a sec in
vacuo, puis solubilisé dans CH,Cl, (10 mL) et filtré. La quantité désirée d’'ATP
est prélevée dans ce mélange (0,98 mmol, détermination UV, € = 15400 a 259
nm), évaporée a sec, puis évaporee trois fois en présence de DMF et solubilisé
dans du DMF (20 mL) avec de la tributylamine (2,4 mL, 9,84 mmol). A cette
solution anhydre d’ATP, est ajouté du carbonyldiimidazole (822 mg, 4,92 mmol),

le tout est mis sous agitation une nuit a 5°C sous atmosphére inerte. L'excés
100



de carbonyldiimidazole est ensuite neutralisé par ajout de méthanol (320 uL,
7,87 mmol). A ce mélange est ajoutée goutte a goutte, une solution de MAC
(171 mg, 0,33 mmol) fraichement déprotégé, dans du DMF (20 mL) avec de la
tributylamine (100 pL, 1,3 mmol). L’avancement de la réaction est suivi par
HPLC analytique en phase inverse (C'®) avec un gradient 0-100% acétonitrile
sur 30 min. Aprés 3 h a 5°C, de l'eau est ajoutée (80 mL) pour arréter la
réaction.

Ce couplage entrainerait une modification du phosphate terminal qui peut
étre enlevée par traitement acide, ainsi qu'une modification de I'adénine qui
peut étre enlevée par traitement basique. Cependant, nous ne pouvions pas
faire de traitement basique, sous peine d’hydrolyser le maléimide. Le
carbamate qui serait généré sur 'amine aromatique en position 6 de I'adénine
est une espece instable qui est hydrolysée en milieu aqueux. Le pH de la
solution est ajusté a 2,5 avec de I'HCI concentré, le tout est agité pendant 20 h
a 5°C. Le traitement acide n’a pas entrainé de changement au niveau du profil
HPLC (C'®, 0-100% acétonitrile sur 30 min). La solution est ensuite ramenée &
pH 6, avec une solution de NaOH saturée, filtrée, concentrée in vacuo et
purifiée en phase inverse C'® par HPLC semi-préparative, (éluants : eau TFA
0,1%, acétonitrile) avec le protocole suivant (exprimé en % d’acétonitrile): sur 3
min 0-18%, 18% pendant 10 min, 18-25% pendant 6 min, 25%-100% sur 5 min,
100% pendant 2 min, puis lavage de la colonne et retour a 0%. Le produit

désiré n’a pas été isolé.
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7.1.4. Résultats.
7.1.4.1. Choix du point de modification de I’ATP.

Nous avons le choix entre différentes positions de modification de 'ATP
pour insérer la chaine photoisomérisable. Les phosphates sont exclus car leur
modification entraine une perte d’affinité du dérivé ATP, comme en témoigne le
dérivé d’ATP cagé appelé NPE-ATP. Le NH2 en position 6 et le C2 sont
écartés car il y a de fortes chances pour que cette partie du cycle de I'adénine
soit importante pour sa reconnaissance. En effet, le GTP qui differe de 'ATP
par la présence de groupements carbonyle en 6 et amine en 2, n’active pas les
récepteurs P2X (Gever et al 2006). Nous avons donc choisi de commencer par

explorer les positions 8 de I'adénine et 2', 3' au niveau du ribose.

Investigation de la position 8.

Sur la base de nos résultats sur le marquage d’affinité nous savions que
'ATP tolére la fixation de groupements sur la position 8 du cycle de I'adénine.
Le 8-thiocyano-ATP voit son affinité apparente, ou sa CEsp, diminuée d'un
facteur 3,5 et son efficacité ou son Imax augmentée d’un facteur 1,4 (Fig. 27c).
Nous décidions alors de réaliser la synthése d’'un « tether model », dérivé 8 de
'ATP. Cette molécule modéle est composée d’'une molécule d’ATP substituée
dans sa position 8 par une chaine moléculaire constituée d’'une aniline, mimant
un demi-azobenzeéne, lié par un lien amide a I'acide succinique lui méme lié par
une liaison amide au 1,6-daminohexane. Cette longue chaine a été choisie
pour sa grande flexibilité dans le but de minimiser l'influence de la substitution
de la position 8 par un groupement de taille conséquente. Cela dans I'espoir de
garder une molécule agoniste, car on sait que la position 8 de I'adénine est
proche de la protéine. L'analogue 8 de I'ATP fut hommé AnilineSuccinate-
DiAminoHexane-ATP (AS-DAH-ATP).
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Schéma 2. Synthése totale de AS-DAH-ATP. Réactifs et conditions : (a) Brz, H2O, pH 4, RT, 4 h; (b)
1,6-diaminohexane, H>O, pH 11-12, 60°C, 5 h ; (¢) anhydride succinique, éther diéthylique, RT, 2 h; (d)
molécule 3, isobutyl chloroformate, tributylamine, DMF, RT, 3 h.

La synthése de AS-DAH-ATP est une synthése convergente consistant en
la synthése du 8-[(aminohexyl)-amino]-ATP d'une part et en la synthése de
I'aniliamidosuccinate (AS) d’autre part. Dans une premiére étape, le 8-Bromo-
ATP fut généré par réaction de substitution nucléophile aromatique de bromure
sur la position 8 de I'adénine de 'ATP. Une réaction de substitution nucléophile
permit de substituer le brome de la position 8 de I'adénine par le 1,6-
diaminohexane et d’obtenir le 8-[(aminohexyl)-amino]-ATP. Le 8-[(aminohexyl)-
amino]-ATP est difficile a purifier. Aprés purification par chromatographie
d’échange d’ions, puis par chromatographie d’exclusion il resta 50% de 1,6-
diaminohexyl. La faible quantité de 8-[(aminohexyl)-amino]-ATP formée
empéchait de faire précipiter le produit a 'acétone-éthanol. Nous décidions tout
de méme d’engager la réaction finale pour obtenir 'AS-DAH-ATP afin de
pouvoir rapidement tester son caractére agoniste sur les récepteurs P2X. AS
fut obtenu par réaction d’addition élimination de [l'aniline sur l'anhydride

succinique. La derniere étape consistait a utiliser un agent de couplage
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peptidique compatible avec les phosphates de 'ATP. AS fut activé sous forme
d’acyloxyformate d’isobutyle par ajout d’isobutyl chloroformate. Ensuite le 8-
[(@aminohexyl)-amino]-ATP fut ajouté a AS activé. Le rendement tres faible
(2,5%) de cette derniére étape s’expliquerait par la présence de 1,6-
diaminohexyl contaminant le 8-[(aminohexyl)-amino]-ATP. La longue chaine
hydrophobe greffée sur 'ATP permit de purifier AS-DAH-ATP en phase inverse
(C"®) par HPLC.

Le test par électrophysiologie patch-clamp en mode cellule entiére de AS-
DAH-ATP (100 puM) révéla que cette molécule n’est pas un agoniste des
récepteurs P2X (Fig. 39). La position 8 de l'adénine de I'ATP fut donc

abandonnée.

Investigation des positions 2',3".

Jai testé en électrophysiologie patch-clamp un dérivé 2'.3' de I'ATP
fluorescent commercial, TEDA-ATP-MANT. Cette molécule se révéla étre un
agoniste des récepteurs P2X (Fig. 39). Pendant sa thése le Dr Ruotian Jiang
montra que le dérivé 2',3'(3)-O-carbamoyl-éthyl-(N)maléimido-ATP (CMA-ATP)
est un agoniste entier des récepteurs P2X. Le CMA-ATP initialement utilisé
pour le marquage d’affinité des récepteurs P2X n’a pas permis de marquer le
site de fixation de I'ATP, suggérant que les hydroxyles 2',3' ne sont pas en

contact avec la protéine et explorent le solvant.

Je me suis donc orienté vers la synthése dun dérivé 2.3
photoisomérisable de I'ATP, le maléimide-azobenzéne-ATP. Trois molécules
potentielles ont été envisagées, avec des variations au niveau la chaine
d’espacement entre 'azobenzene et 'ATP (Fig. 40). Je décidais de réaliser des
expériences de docking pour révéler le meilleur candidat et en méme temps

identifier les résidus a muter en cystéine.
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Figure 39. Identification du point d’ancrage de la chaine photoisimérisable sur I’ATP. (a) Structure
des hémiswitches mimant le bras d’espacement entre I'ATP et 'azobenzene. (b) courants évoqués par les
différentes molécules sur P2X2 et P2X4. Concernant P2X2, le AS-DAH-ATP a été testé dans une cellule
différente.
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Figure 40. Structure de chaines latérales photoisomérisables envisagées pour la synthése du
dérivé 2',3' de I’ATP. Les différences entre les chaines se trouvent entre I'azobenzéne et I'ATP. Avec
dans l'ordre, un espaceur constitué de I'éthylenediamine suivi d’'une molécule d’acide succinique (haut),
d’une unité B-alanine (milieu) et d’'une unité glycine (bas).
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7.1.4.2. Bioinformatique et choix d’un dérivé 2',3' de
PATP.

Le modéle choisit pour les expériences de docking fut un modeéle par
homologie de rP2X2 dans lequel la fermeture des trois sites ATP est imposée
par chélation du zinc par les histidines H120 et H213. Ce modeéle, issu des
expériences de NMA menées par le Dr Antoine Taly et validé par des
expériences biologiques, donne une conformation du site-ATP qui est corrélée
a louverture du canal (Jiang et al 2012a). En l'absence de structure
cristallographique des récepteurs P2X dans un état actif en présence d’'ATP, ce
modéle semblait plus adapté qu’'un modéle par homologie de rP2X2
strictement basé sur la structure du récepteur dans un état inactif.

Sur la base des résultats de marquage d’affinité, jai décidé d’'imposer la
position de I'atome C8 de I'adénine a proximité du résidu L186. J'ai utilisé les
coordonnées du C8 du NCS-ATP docké a proximité du résidu L186C (cf. Fig.
4, article (Jiang et al 2011)) sur un modéle de rP2X2, pour positionner dans
'espace la fonction d’énergie permettant d'imposer une contrainte spatiale au
C8 de I'adénine.

Les expériences de docking sont lancées pour les deux isoméres des trois
molécules. L’extraction des résultats permit de révéler des différences
majeures entre les molécules et d’identifier un candidat prometteur. Seule la
molécule avec l'espaceur contenant la B-Alanine présenta des différences
d’interactions avec la protéine entre les isomeéres cis et trans. Les maléimides
des isomeéres cis explorent majoritairement la surface de la protéine tandis que
ceux des isomeéres trans explorent majoritairement le solvant (Fig. 41). Les
résultats de docking permirent d’'identifier 25 résidus a muter en cystéine (Fig.
42).

Les 25 résidus furent mutés en cystéine par mutagénéese dirigée par
Adeline Martz. Un test de fonctionnalité rapide par électrophysiologie patch-
clamp, consistant a tester une dose faible (10 uM) et une dose forte d’ATP (100
MM), permit de révéler que la quasi totalité des mutants sont fonctionnels, a

part S121C, G247C et G286C (Fig. 42).
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Figure 41. Dérivé pB-Alanine candidat prometteur pour I’élaboration d’un PTL ATP. Docking des
isomeéres cis (a) et trans (b) sur un modele rP2X2. Les histidines H120 et H213 sont en représentées en
sticks dorés. Le résidu L186 est coloré en magenta. La sphére orange représente le zinc.
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Figure 42. Identification de 25 points d’ancrage potentiels du PTL sur P2X2. (a) Cartographie des 25
résidus identifiés par docking sur un modéle de rP2X2. (b) Test de fonctionnalité préliminaire des 25
mutants cystéine.

Je me suis donc orienté vers la synthése d’'un dérivé 2',3' de I'ATP, le
MAC-ATP pour MaléimideAzobenzéneCarbamoyl-ATP (MAC-ATP).
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7.1.4.3. Synthése organique d’un dérivé 2',3' de I’'ATP.
La stratégie de synthése qui fut choisi consistait a lier la chaine
photoisimérisable a 'ATP dans la derniére étape réactionnelle. Car nous
savions que la chaine hydrophobe fixée a 'ATP nous permettrait de purifier le
composé final par chromatographie en phase inverse (C'®) et d'éviter le
passage par deux étapes de purification par chromatographie d’échange d’ion

et d’exclusion.
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Schéma 3. Synthése totale de MAC-ATP. Réactifs et conditions : (a) EDCI, HOBt, DIPEA, CH2CI2, RT,
12 h. (b) Chlorure d'oxalyle, DIPEA, DMAP, THF, 12 h. (c) CH2CI2, TFA 20%, 10 min. (d)
Carbonyldiimidazole, DMF, tributylamine, 5°C, 12 h. (e) MeOH, 5°C, 30 min. (f) composé 9, DMF,
tributylamine, 5°C, 3 h. (g) H20, HCI, pH 2,5, 5°C, 20 h.

La synthése de la chaine photoisomérisable, MaléimideAzobenzéne (MA)
consistait, en une premiére étape, a créer un lien amide entre le 4,4'-
diaminoazobenzéne et la Boc-B-alanine par l'utilisation d’agents de couplage
classique. Le maléimide est fixé au synthon 8 par un lien amide généré par
adition élimination de I'amine aromatique de 8 sur le chlorure d’acide de la N-
maléoylglycine. Ensuite, le composé 9 boqué est déprotégé avant d’étre
engagé dans la réaction de couplage a 'ATP. Dans cette derniére étape le lien

carbamate entre 'ATP et 9 est généré par addition élimination de I'amine
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primaire de 9 sur l'ester cyclique 2'.3' de [I'ATP généré avec le
carbonyldiimidazole. Dans une premiére manipulation, j’ai réalisé le traitement
acide pour régénérer les phosphates suivi du traitement basique pour
régénérer 'adénine en fin de réaction (Webb & Corrie 2001). Ce dernier
traitement basique entraina I'hydrolyse du maléimide. Je recommengais donc
cette étape de couplage sans faire de traitement basique. Je réussis a isoler un
dérivé azobenzéne comportant les signaux RMN 'H caractéristiques de MA et
de 'ATP avec les protons du ribose et le 'adénine. Cependant on reléve une
dégradation du maléimide. A notre grande surprise il fut impossible d’observer
la présence des trois phosphates par RMN 3'P. I fut impossible d’obtenir la
masse du produit. Pour vérifier la présence des trois phosphates jai testé la
molécule par électrophysiologie patch-clamp sur les récepteurs P2X. Cette
molécule est un agoniste des récepteurs P2X et son activité est
photomodulable (Fig. 43).
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Nous ne sommes pas parvenus a démontrer la réactivité de cette molécule vis-
a-vis des cystéines par électrophysiologie patch-clamp et par HPLC. Le test de
réactivité suivi par HPLC consistait a incuber le pseudo MAC-ATP en présence
de thiophénol et a regarder la diminution de l'aire du pic de thiophénol par
HPLC en phase inverse (gradient 0-100% acétonitrile sur 30 min). Nous en
avons donc conclu que les conditions de couplage a 'ATP ne sont pas
compatibles avec le maléimide qui se dégrade pendant la réaction. Finalement,

cette derniére étape ne permit pas d’isoler le produit désiré.
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7.1.4.4. Discussions et perspectives.

Dans les expériences de docking, un certain nombre d’approximations ont
été faites. Tout d’abord, ces expériences prennent uniquement en compte la
flexibilité du ligand, le récepteur est fixe. La fonction de score utilisée est
approximative. Ensuite, la position du C8 de I'adénine est imposée en utilisant
une fonction d’énergie empirique qui introduit un biais. Il faut étre conscient
gu’il est possible, du fait de ces approximations, de passer a c6té de la
meilleure solution de docking. L’identification des 25 résidus a muter en
cystéine comporte donc une incertitude, suggérant qu’il ne faille pas se
restreindre a ces uniques positions mais étendre la liste aux résidus voisins.
Les résultats de docking ont permis d’identifier un grand nombre de résidus,
ceci peut s’expliquer par le manque de contraintes appliquées au ligand. De
nouvelles expériences de docking seront a conduire sur la base de la nouvelle
structure des récepteurs zfP2X4 dans un état actif en présence ATP. Cette
structure, montrant le mode de fixation de 'ATP dans son site, constitue bien
évidemment le meilleur environnement pour procéder au docking permettant
I'identification des résidus a muter en cystéine.

Concernant la partie synthése, I'analyse des dérivés ATP est trés délicate.
Les expériences de RMN du phosphore ne nous ont pas permis de révéler la
présence des phosphates sur une molécule soluble dans l'eau, retenue sur
C'®, ayant un spectre UV caractéristique des azobenzénes disubstitués par des
liasisons amides (Amax = 369 nm). Par ailleurs cette molécule est un agoniste
des récepteurs P2X, ce qui confirme la présence des trois phosphates.
L’absence de signaux en RMN du phosphore serait due au fait que les
phosphates possédent des contre-ions différents (tributylamonium, Na*, K*). En
effet, ces contre-ions influencent les déplacements chimiques des phosphores,
concourant a diluer leurs signaux de RMN. Le MAC-ATP est une molécule
amphiphile qui pourrait s’agréger et former une microsuspension de liposome
diminuant la concentration de molécules libres en solution, diluant une fois de
plus les signaux de RMN.

En perspective nous avons mis en place une nouvelle stratégie de

synthése du MAC-ATP qui consisterait a synthétiser une chaine azobenzéne
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symétrique en une seule étape, puis a coupler, aprés déprotection, la diamine

by

a I'ATP et réaliser une derniére étape de couplage en utilisant l'isobutyl

chloroformate (schéma 4).
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Schéma 4. Rétrosynthése d’un dérivé MAC-ATP.

Par manque de temps nous avons développé une stratégie alternative de

photorégulation de I'activité des récepteurs canaux.
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7.2 Agrafe moléculaire photoisomérisable.

Comme premiere alternative au PTL, jai décidé de synthétiser une agrafe
moléculaire photoisomérisable dans le but de contrdler, par la lumiére, des
mouvements moléculaires au sein des récepteurs P2X, pour en réguler

activité.

Matériel et méthode.

Bis-M, (E)-N,N'-(diazéne-1,2-diylbis(4,1-phényléne))bis(2-(2,5-dioxo-2,5-
dihydro-1H-pyrrol-1-yl)acétamide) :

A une solution de N-maléoylglycine (1,4 g, 9,4 mmol) et de chlorure d’oxalyle
(846 pL, 9,5 mmol) dans THF (10 mL), ont été ajoutées trois gouttes de DMF.
Apres agitation pendant une nuit a température ambiante, ont été ajoutées
goutte a goutte, la DIPEA (2 mL, 11,4 mmol) et une solution de 4,4'-
diaminoazobenzéne (600 mg, 1,57 mmol), de DMAP (~1 mg) dans du THF (6
mL). Aprés agitation a 0°C pendant 10 min, le mélange fut laissé sous agitation
pendant 12 h a température ambiante, puis concentré in vacuo. Le mélange fut
dilué dans de 'AcOEt (100 mL) et le solide trituré a AcOEt (200 mL). Les
fractions ont ensuite été rassemblées et lavées avec une solution de K,COs*
(1 M, 3 x 100 mL), puis avec une solution d’'HCI (0,01 M, 3 x 100 mL). La
phase organique fut ensuite séchée au Na,SO4%. Le produit désiré est obtenu,
sans purification supplémentaire, sous forme d’'une poudre marron-orangée
(22%). NMR 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 6 = 10,62 (s, 2H), 7,86 (d, 4H), 7,76 (d,
2H), 7,16 (s, 4H), 4,33 (s, 4H). SMHR (ESI) (m/z), (M+H)" calculé pour
C24H1gNgOs : 487,13606. Trouvé : 487,13699.s
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Perspectives.

L’utilisation du Bis-M, outil prometteur, est un projet de thése a part entiere,
demandant un long travail d’identification de paires de mutants cystéines, de
mutagéneése et de test des doubles et simples mutants cystéine. A I'époque ou
jobtenais cet outil (fin janvier 2013) nous ne disposions d’aucun double mutant
cystéine. Je m'orientais donc vers une autre stratégie en vue de la

photorégulation de I'activité des récepteurs P2X.
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7.3. L’Optogate, une nouvelle approche optogénétique

chimique.

Contexte.

La stratégie PTL appliquée aux récepteurs P2X s’est avérée étre un
échec. Cette stratégie ne se préte pas a un ligand aussi compliqué que I'ATP.
Cette étude débute en janvier 2013, pressé par le temps nous développons
une stratégie de photorégulation alternative a celle des PTLs. L’objectif est

d’utiliser une molécule relativement simple et rapide a synthétiser.

Stratégie.

Cette ultime stratégie consiste a utiliser une molécule constituée d'un
maléimide thiol-réactif, d’'un azobenzéne central et d’'une charge. L'intérét de
cet outil est de lier covalemment la charge au récepteur et d’en contréler la
localisation dans le but de déstabiliser réversiblement des interactions
moléculaires intra-récepteur ou ligand/récepteur.

Deux régions différentes du récepteur peuvent étre ciblées, le site de
liaison de 'ATP et le canal.

Concernant le site de liaison de I'ATP, la stratégie serait la suivante. Un dérivé
maléimide-azobenzéne chargé négativement serait fixé a proximité du site
ATP. L'interaction réversible, sous irradiation lumineuse, de la charge négative
avec le site ATP chargé positivement permettrait un encombrement
réversiblement du site perturbant ou méme empéchant la fixation de 'ATP
chargé négativement. Avec un tel outil nous pourrions inactiver spécifiquement
et réversiblement, sous 'action de la lumiére, les récepteurs P2X.

Au niveau du canal, une molécule photoisomérisable chargée positivement
pourrait perturber ou méme bloquer réversiblement le passage des ions lors de
'ouverture du canal suite a une activation par I'ATP. Une telle stratégie
permettrait d’inhiber les récepteurs P2X en empéchant les ions de passer au

travers du canal (Fig. 44a).
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Figure 44. Stratégie alternative au PTL. (a) Blocage réversible du
canal en fonction de la lumiére. (b) Reprogrammation de la gate.

Des travaux antérieurs montrent qu’'une modification chimique des récepteurs
P2X2, porteurs de mutations dans la région transmembranaire, par des
molécules réactives méthanethiosulfonate (MTS) chargées positivement,
affecte 'ouverture du canal (Rassendren et al 1997). Inspirés de ces résultats,
nous décidons de contréler réversiblement, par la lumiére, la machinerie
d’ouverture du canal en faisant réagir une molécule photoisomérisable chargée
positivement dans la méme région (Fig. 44b). Nous appellerons cette stratégie

optogate.
Cet outil permettrait d’exprimer un récepteur fonctionnel in vivo sans

perturber la physiologie de I'animal et de révéler I'implication des récepteurs

P2X dans une voie de signalisation en les inhibant sélectivement.
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Résultats.

La stratégie optogate est une nouvelle méthode utilisée pour le controle
optique des récepteurs P2X. Cette stratégie consiste a reprogrammer le canal
ionique pour en contréler I'ouverture par la lumiére. Nous verrons comment
'optogate nous a permis de créer un récepteur P2X insensible a 'ATP et
activable, réversiblement, par la lumiére.

La molécule, synthétisée par le Dr Alexandre Specht, utilisée pour
reprogrammer le canal, est un dérivé maléimide éthyléne azobenzéne triméthyl
ammonium (MEA-TMA). Cette molécule est similaire au MAQ qui fut utilisée
pour le contrble optochimique des canaux potassiques. Le MEA-TMA en
solution s’isomérise rapidement depuis son isomére frans a son isomeére cis
par une illumination dans le proche UV (365 nm) et retourne a son isomeére
trans lentement par relaxation thermique et rapidement par une illumination
dans le visible (525 nm) (Fig. 45a et 46). La reprogrammation du canal
nécessite la liaison covalente du MEA-TMA a la protéine. Pour atteindre cet
objectif, 19 résidus, localisés dans la partie supérieure du canal sur TM1 et
TM2, ont été mutés en cystéine et associés au fond rP2X2-3T dans lequel
toutes les cystéines libres ont été mutées en thréonines. Tous les mutants
cystéine sont fonctionnels et possédent des CEsp similaires a celles décrites
dans la littérature (Li et al 2008).

Une campagne de marquage avec le MEA-TMA permis de révéler avec
surprise le contrdle optique de I'activité de huit mutants (Fig. 45c). Certains de
ces mutants présentent des courants de photoactivation provoqués par
'isomeére trans et d’autres par I'isomére cis, définissant les « frans-openers » et
les « cis-openers » respectivement. La cartographie des trans- et cis-openers
sur un modele par homologie de rP2X2, dans un état de repos, montre que les
trans-openers sont localisés a l'interface entre les sous-unités et que les cis-
openers sont localisés dans une méme sous-unité a l'interface des hélices-a
TM1 et TM2 (Fig. 45d). Les mutants présentant les courants de photorégulation
les plus élevés sont 1328C et V48C (Fig. 45b). Pour la suite de I'étude nous
avons choisi de travailler avec 1328C pour la stabilité de ses courants de

photoactivation.
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Figure 45. Le MEA-TMA lié permet le photocontrole de I'ouverture du canal par la lumiére. (a)
Structure chimique des isomeéres cis-trans du MEA-TMA. (b) Courants, en cellules entieres, provoqués
par la lumiére aux longueurs d’onde indiquées, sur des cellules HEK exprimant les mutants indiqués.
Avant I'enregistrement les cellules sont traitées au MEA-TMA dans le noir. Le marquage du mutant V48C
s’effectue en présence d’ATP. (c) Histogramme du criblage de I'ensemble des mutants cystéine, indiquant
les densités de courant enregistrées dans le noir (barre blanche), et apres irradiation a 365 nm (barre
violette) et a 525 nm (barre verte) (N = 4-7, moyenne + sem). (d) Cartographie des résidus, cis-openers
(spheres violettes) et trans-openers (sphéres vertes) sur le modeéle par homologie de P2X2. Vue du milieu
extracellulaire, le long de I'axe de symétrie d’ordre 3, sous I'état fermé. Les sticks et les sphéres grises
indiquent, respectivement, les résidus et les résidus marqués insensibles a l'irradiation. Les hélices-a de
TM1 et TM2 sont indiquées.
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Figure 46. Cinétiques d’isomérisation du MEA-TMA libre en solution. (a) Spectre d’absorbance du

MEA-TMA enregistré i), dans la solution externe d’électrophysiologie dans le noir (trace noire) ii), aprés

une irradiation a 365 nm pendant 3 min (trace violette), et iii) aprés une illumination a 525 nm 3 min (trace

verte). (b) relaxation thermique enregistrée a 360 nm du cis-MEA-TMA dans la solution externe
d’électrophysiologie analysée avec une mono-exponentiel (t = 16,3 + 0,9 min, moyenne + sem.).
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Les cinétiques de photo-activation et de photo-inactivation de 1328C ont été
évaluées par mesure de la constante de temps (t) des courants mesurés aux
différentes longueurs d’onde (Fig. 47). Les valeurs de T de photorégulation, de
'ordre de la centaine de millisecondes, sont du méme ordre de grandeur que
celles observées dans des conditions physiologiques (t = 0,36 + 0,02 s a 525
nm avec un puissance de 4,5 mW/mm? et T = 0,095 + 0,004 s & 365 nm avec
un puissance de 4,5 mW/mm?). Cette observation suggére que le MEA-TMA
est capable d’ouvrir le canal des récepteurs P2X2 a des taux approchant ceux

enregistrés en présence d’'ATP.
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Figure 47. Cinétique d’isomérisation de I’azobenzéne lié sur la position 1328C. (a) L'augmentation de
l'intensité lumineuse a 525 nm, (barre verte) augmente la vitesse d’activation du récepteur. Les résultats
sont analysés avec une mono expodentielle décroissante (en rouge). (b) Histogramme, résumant les
résultats présentés en (a), montrant les constantes de temps (t) sans changement de I'amplitude des
courants (normalisé a 0,36 mW/mm? N = 4, barre d’erreur représentent les sem). (c) Stabilité de
lisomére cis du MEA-TMA dans le noir, apres activation a 525 nm (barre verte, intensité lumineuse de
0,36 mW/mmz) et désactivation a 365 nm (barre violette).

Nous avons décidé, ensuite, d’étudier le mécanisme de photoactivation des
récepteurs P2X2. Pour savoir si 'ouverture du canal induite par la lumiére se
déclenche par un mécanisme commun et comparable a I'ouverture provoquée
par 'ATP, nous avons testé l'effet de la lumiére (525 et 365 nm) sur la dose
réponse de I'ATP sur 1328C (Fig. 48). Une illumination a 525 nm qui provoque
I'ouverture du canal en absence d’ATP, provoque une diminution substantielle,
de 68 + 6%, des courants maximum provoqués par 'ATP avec une faible
augmentation de I'affinité apparente de 'ATP (CEso-525 nm = 1,5 £ 0,4 uM; ECso.
365 nm = 2,8 £ 0,7 yM). Ces résultats suggerent que le mécanisme d’ouverture

par la lumiére n'est pas commun a celui provoqué par 'ATP.
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Pour pousser plus loin I'étude du mécanisme de photoactivtion en absence
d’ATP, nous avons testé une série de molécules photoisomérisables
nouvellement synthétisées, incluant le MAQ, qui différent dans leur structure et
leur charge formelle (Fig. 49a). Les variations de la longueur de la molécule,
ainsi que les variations de la taille de la charge positive n’altérent pas les
courants de photorégulation qui représentent entre 19 et 25% des courants
provoqués par une dose saturante d’ATP. Une substitution du TMA, chargé
positivement, par un groupement sulfonate, chargé négativement, réduit
dramatiquement la quantité de courants de photorégulation, tout en gardant,
qualitativement, le méme profil de photorégulation (Fig. 49b). Une application
ultérieure de MEA-TMA permet de restaurer essentiellement les courants de
photorégulation, suggérant que le niveau de marquage par le MEA-SOs3 est
faible. Une observation similaire est faite avec un dérivé non chargé le MEA-
OMe (Fig. 49c). Ces données suggérent que I'azobenzéne est responsable des
courants photoinduits et que la charge positive est importante pour assurer un
marquage efficace. En effet, le vestibule extracellulaire, voie d’accés au canal,
est hautement chargé négativement repoussant les anions et concentrant les

cations a proximité du canal (Hattori & Gouaux 2012).
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Figure 49. Importance de la charge positive du photoswitch pour le marquage des récepteurs
P2X2. (a) Structures chimiques des analogues du MEA-TMA. (b) Courants, cellules entiéres, provoqués
par la lumiere sur des cellules exprimant le mutant 1328C marqué avec le MAQ, le MEA-SO3; ou le MEA-
OMe comme indiqué. (c) Histogramme montrant 'amplitude des courants induits par une irradiation a 525
nm sur le mutant 1328C marqué par les analogues du MEA-TMA comme indiqué, (normalisation des
courants par rapport au courant provoqués par une concentration saturante d’ATP, enregistré a 365 nm).
Le marquage est effectué avec 200 uM (barre blanche) ou 80 uM (barre grise) des analogues (N = 3-7,
moyenne + sem).

Toutes ses données montrent que le récepteur P2X2 modifié peut étre
activé par la lumiére sans recourir a I'ATP. Nous avons alors associé la
mutation 1328C avec la mutation K69A connue pour abolir la fixation de 'ATP.
Le résultat est un récepteur P2X2 activé par la lumiére insensible a I'ATP (Fig.
50a). Nous avons ensuite testé la sélectivité ionique de ce « light-gated P2X2
receptor » (LIP2X2R) dans des expériences de substitution ioniques (Fig. 50b).
LiP2X2R reste perméable aux cations (Na*, Ca®*) et imperméable au chlore.
Nous savons qu’'une application prolongée d’ATP provoque la dilatation des
récepteurs P2X. Nous avons mené des expériences de perméabilité au NMDG
qui montrent que les LiP2X2R activés par une illumination a 525 nm sont
faiblement mais instantanément perméables au NMDG (Pnwvpbc/Pcs < 0,17).
Cette perméabilitt NMDG n’augmente pas au cours du temps (3, 30, 60 s).
Ces expériences indiquent que les LiP2X2R activés par la lumiére sont dans
un état partiellement dilaté.

Pour finir nous avons exprimé les récepteurs LiP2X2 dans des neurones
dissociés d’hippocampe de rat et démontré la capacité des LiP2X2R a

photoréguler I'activité neuronale (Fig. 50c).
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Figure 50. Un « light-gated cation-channel » insensible a ’ATP, permet le photocontrdle de
I'activité synaptique et la formation de potentiel d’action dans les neurones. (a) Le mutant
KB69A/1328C, dans des cellules HEK, li¢ au MEA-TMA répond a la lumiére (a gauche ) mais est insensible
a 'ATP (a droite, 100 uM). (b) Courbes I/V, pour la méme construction, enregistré dans différentes
solutions extracellulaires (Man, mannitol ; Na-Ise, Isothionate de sodium ; Ca, calcium ; NMDG, N-méthyl-
D-glucamine). Les courants induits par la lumiére sont obtenus aprés soustraction des photocourants
enregistrés a 525 nm. (Intensité lumineuse 4,5 mW/mmz) de ceux obtenus a 365 nm. (Pour le NMDG, les
courants présentés sont enregistrés 60 s aprés le changement de longueur d’'onde d’irradiation). (c)
Exemple d’enregistrement des courants (avec une activité synaptique modéré et robuste) provoqués par
la lumiére aprés une courte application de 100 yM de MEA-TMA (barre noire) sur des neurones
d’hippocampe exprimant le mutant K69A/I328C. (d) Histogramme résumant la densité des courants
enregistrés (moyenne + sem).

Nous avons développé une stratégie alternative aux PTLs permettant le
photocontréle de l'activité neuronale par lintermédiaire d’'un récepteur P2X
modifié génétiquement rendu insensible au ligand endogéne. LiP2X2R donne
'opportunité de disséquer le réle physiologique des récepteurs P2X avec un

signal spécifique, la lumiere.

Ces travaux ont été soumis a PNAS.
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The powerful optogenetic pharmacology method allows the
optical control of neuronal activity by photoswitchable ligands
tethered to channels and receptors. However, this approach is
technically demanding, as it requires the design of pharmaco-
logically active ligands. The development of versatile technologies
therefore represents a challengingi  ssue. Here, we present optogating,
a method in which the gating machinery of an ATP-activated P2X
channel was reprogrammed to respond to light. We found that
channels covalently modi fied by azobenzene-containing reagents at
the transmembrane segments coul  d be reversibly turned on and offby
light, without the need of ATP, thus revealing an agonist-independent,
light-induced gating mechanism. We demonstrate photocontrol of
neuronal activity by a light-gated, ATP-insensitive P2X receptor, pro-
viding an original tool devoid of endogenous sensitivity to delineate
P2X signaling in normal and pathological states. These findings open
new avenues to speci fically activate other ion channels independently
of their natural stimulus.

azobenzene photoswitch purinergic receptors

Signi ficance

Engineered light-sensitive ion channels offer the opportunity
to govern electrical activity of neurons. To date, developed
strategies have relied on speci fic actions on either ligand-
binding or permeation pathways. Here we developed a unique
and versatile method, in which the gating machinery of an
ATP-activated channel (purinergic P2X receptor) was reprog-
rammed to respond to light. We found that channels covalently
modified by azobenzene-containing reagents at the trans-
membrane segments could be reversibly turned on and offby
light, without the need of the natural ligand (here ATP). We
demonstrate photocontrol of neuronal activity by a light-gated
P2X receptor, in which the natural sensitivity to ATP was ge-
netically removed. These light-gated P2X receptors represent
valuable tools for investigating their physiological functions.
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Discussions et perspectives.

Cette étude présente la stratégie optogate, une stratégie optogénétique
chimique simple a mettre en ceuvre. A la différence de la technique PTL, cette
approche ne nécessite pas d’étapes de modification chimique d’un ligand et
n'est donc pas dépendante de [I'avancement des connaissances
pharmacologiques sur le récepteur ciblé. Les synthéses chimiques décrites
sont simples a réaliser et donnent accés a une gamme de molécules
photoisomérisables permettant de cibler le mécanisme d’ouverture du canal
d’'un récepteur. Cette stratégie, ne ciblant pas un site de liaison
pharmacologique, pourrait s’appliquer aux autres canaux ioniques.

De maniére inattendue, le marquage de 1328C par le MEA-TMA n’est pas
un simple marquage chimique. La charge positive du MEA-TMA Iui permet de
cibler les canaux cations non sélectifs des récepteurs P2X avec une pseudo
affinité. Nous parlons de pseudo affinité car Le MEA-TMA ne semble pas cibler
un éventuel site cation. La variation de la taille du cation et de sa position
relative (changement de longueur de la molécule) ne changeant pas
fondamentalement la capacité de la molécule a ouvrir le canal est un argument
allant a I'encontre d’une interaction avec un site cation. Une faible diminution
de lintensité des courants de photorégulation est tout de méme observée pour
le MEA-TEA, la molécule la plus longue. Nous n’avons pas réalisé de
statistiques, nous ne pouvons donc pas dire si cette différence est significative.
De ce fait, nous ne pouvons pas exclure la possibilité de I'existence d’un site
d’interaction pour la charge positive. La stcechiométrie de marquage n’est pas
connue et reste a déterminer par des expériences futures.

Les courants de photorégulation obtenus avec les dérivés non chargés et
chargés négativement sont qualitativement équivalents aux courants de
photorégulation médiés par le MEA-TMA, suggérant que le mécanisme de
photorégulation est inhérent a 'azobenzéne. Nos données ne permettent par
d’identifier le mécanisme de photo-ouverture du canal, mais suggérent que
'isomeére étendu trans du MEA-TMA modifie les interactions entre les hélices-a
TM2, stabilisant le canal dans un état ouvert. Le mécanisme d’activation par la

lumiére reste indéterminé.
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Les courants de photorégulation représentent environ 25% des courants
provoqués par 'ATP. Nous ne pouvons pas exclure que la faible amplitude des
courants de photorégulation soit due a un marquage incomplet des récepteurs.
Une application de MEA-TMA pendant un temps de dix minutes rend les
expériences de patch-clamp impossibles. Le marquage avec l'isomére trans,
stable thermiquement, provoque l'ouverture des canaux entrainant sur
plusieurs minutes la mort cellulaire. Un des moyens pour surmonter cette
toxicité cellulaire serait de procéder a un marquage avec l'isomére cis.

En partant du postulat que la réaction du MEA-TMA sur les récepteurs est
totale, l'ouverture incompléte du canal pourrait expliquer la diminution de
courant. Une des manieres de tester cette hypothése serait de réaliser des
expériences en canal unique qui permettent de mesurer la conductance du
canal. Une conductance réduite, révélerait un canal qui laisse moins bien
passer les ions et donc partiellement ouvert. Les expériences de substitution
ioniques nous permettent d’apporter un élément de réponse. La perméabilité
calcique relative de 1328C/K69A a 525 nm (Pca/Pna= 0,43 £ 0,09) est réduite
d’'un facteur 5 par rapport a celle déterminée pour P2X2-3T (Pca/Pna= 2,08 +
0,22) en présence d’ATP (300 uM). Cette diminution pourrait s’expliquer en
partie par une sous-estimation de la perméabilité due a une inhibition des
courants de photorégulation par le calcium. En effet les récepteurs P2X sont
inhibés par le calcium (Evans et al 1996). Cette observation ne nous permet
pas d’exclure une photo-ouverture partielle du canal génant le passage du
calcium. Les mesures de perméabilité révélent une dilatation partielle des
récepteurs activés par la lumiére, ce qui est incompatible avec une ouverture
incompléte du canal. Ce point reste a étudier plus en détail.

Une des fagons de vérifier la diminution de la perméabilité calcique et la
dilatation partielle, serait respectivement de réaliser des expériences
d’'imagerie calcique (Fura2, ou par mesure des courant calciques fractionnaires
(Egan & Khakh 2004, Schneggenburger et al 1993)) et des expériences
d’incorporation du YO-PRO (large cation organique fluorescent, intercalant de
I’ADN).

Nous avons démontré que LiP2X2R permet de contrbler rapidement et

réversiblement l'activité de neurones de [I'hippocampe, démontrant son
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potentiel. L’'optogate est une stratégie potentiellement applicable aux autres
récepteurs P2X, ouvrant la voie pour étudier leur rdle physiopathologique avec

un niveau de précision inégalé.
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8. Conclusions générales et perspectives.

Aux cours de ces travaux nous avons localisé par marquage d’affinité dirigé
le site ATP et piégé deux états ligandés. L'un inactif et I'autre partiellement
ligandé permettant de potentialiser la réponse ATP, suggérant un état
précédant I'activation des récepteurs. L’état inactif laisse des questions en
suspens. S’agit-il d’'un état complétement ligandé ? Est-ce un état mimant un
état désensibilisé, ou est-ce un autre état ligandé précédant I'activation de
P2XR ? Plus que jamais la cristallisation de ces états intermédiaires représente
une voie porteuse pour disséquer le mécanisme d’activation des récepteurs
P2X.

Dans une seconde étude nous avons révélé le mécanisme d’ouverture des
récepteurs P2X en démontrant la corrélation entre I'ouverture du canal et les
profondes modifications conformationnelles du site ATP engendrées par la
liaison d’agonistes.

Comme nous I'avons vu dans les chapitres précédents, les récepteurs P2X
manquent de molécules sélectives pour P2XR et interP2XR. La compréhension
des modifications conformationnelles s’opérant dans le récepteur suite a liaison
d’'un agoniste représente un enjeu pour I'élaboration de molécules avec une
sélectivité accrue.

La stratégie des PTL, détaillée dans la section 1.3.2., est un outil capable
de controler spécifiquement un sous-type de récepteurs avec un stimulus
lumineux permettant une précision spatiotemporelle redoutable. Toutefois,
cette stratégie posséde un désavantage majeur car elle est exigeante sur le
plan chimique, en nécessitant une modification du ligand pouvant s’avérée
fastidieuse. Nous avons développé une stratégie innovante, alternative aux
PTLs, qui ne demande aucun travail sur le ligand. Cette approche, développée
sur les récepteurs P2X, est appelée optogate. L’optogate permet de
reprogrammer un canal ionique pour lui conférer une sensibilité a la lumiére. Le
canal est génétiqguement modifié pour porter une cystéine en amont de la gate,
assurant la liaison covalente d’'un photoswitch chargé permettant 'ouverture
rapide et réversible du canal par la lumiére. Nous avons créé un « light-gated

P2X receptor » (LiIP2XR) laissant la possibilité de garder un récepteur sensible
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ou non a I’ATP. Ce LiP2XR a démontré sa puissance en permettant le contréle
de l'activité de neurones d’hippocampe, tracant la voie pour étudier le réle,
physiologique et pathologique, des récepteurs P2X dans le systéme nerveux
avec un niveau de précision inégalé.

Le mécanisme de photoactivation des récepteurs P2X reste encore un
mystére. Nous étudierons ce mécanisme en détail, en procédant a des
expériences de mutagénese pour identifier les interactions entre le photoswitch
et le canal et en générant des concatémeéres dans I'objectif de déterminer la
stcechiométrie de marquage. Les objectifs futurs sont d’étendre cet outil aux

autres récepteurs P2X et plus largement aux autres récepteurs canaux.
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channel opening in response to ago confirmed in 2009 the unique protein fold
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