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Chapitre 1 : Introduction

La signalisation purinergique

Le cerveau est 'organe le plus complexe d’un individu. Il contréle I’organisme par le
biais de la moelle épiniére et du systéme nerveux périphérique (SNP). C’est en son sein
que sont traités les stimuli sensitifs et sensoriels (proprioception, odorat, vision...) ou
encore les émotions (peur, douleurs...). Il est également responsable des fonctions telles
que la mémoire (encodage, stockage et récupération), 'attention, le controle moteur...
Ces processus varient de ’automatisme simple aux taches cognitives les plus complexes.
Si le cerveau a fasciné les scientifiques a travers les ages, le berceau de son étude est
souvent attribué aux travaux des pionniers de la fin du XIX¢ siécle, Santiago Ramoén y
Cajal et Camillo Golgi. Ils partagérent le prix Nobel de physiologie ou médecine, en
1906, décerné pour leur découverte remarquable de la structure discontinue du systéme
nerveux. La «doctrine du neurone » émise par Cajal explique un réseau constitué de
cellules uniques interconnectées. Elle posera les bases de la neurophysiologie moderne.
Les fonctions du cerveau sont entiéerement dépendantes de son architecture. Une hié-
rarchie fine orchestre la dynamique des réseaux neuronaux et synaptiques, assurée par
une communication entre neurones et cellules gliales via neuro- et gliotransmetteurs.
La signalisation purinergique est récemment apparue comme un des acteurs majeurs de
la communication au sein du systéme nerveux. Les premiéres observations des consé-
quences de nucléotides extracellulaires furent rapportées par Alan Drury et Albert
Szent-Gyorgyi. Ils ont mis en lumiére le role de 'adénosine dans le ralentissement du
rythme cardiaque! en 1929. Il faudra attendre 1972 pour que Geoffrey Burnstock théo-
rise les « nerfs purinergiques ». Dans une synthése des travaux menés sur la physiologie
des purines, il propose une voie de signalisation non cholinergique et non adrénergique.
Il en décrit sa structure et sa distribution supposées ainsi que ’état de I'art de son
électrophysiologie et de sa pharmacologie?.

L’adénosine 5’ triphosphate (ATP, schéma 1) est la monnaie d’échange de la vie. Om-
niprésente dans l'intégralité des cellules connues, son roéle de « molécule énergétique »
est une des pierres angulaires de la biochimie. S’il est surprenant de prime abord de
considérer I’ATP comme molécule de signalisation (gaspillage énergétique), un ration-
nel peut étre aisément formulé en prenant pour exemple le recyclage de neurotransmet-
teurs. Ces molécules sont en charges de la transmission d’informations d’'un neurone a
un autre. Aprés leurs actions, elles seront dégradées puis recyclées. Cette opération va
irrémédiablement cotiter de I'énergie a la cellule concernée. Certaines molécules de com-
munications, telles que le glutamate (neurotransmetteur excitateur le plus fréquent),

valent énergétiquement bien plus qu'une molécule d’ATP. Son oxydation dans le cycle
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de l'acide citrique régénére deux molécules d’ATP, en plus des substrats mitochon-
driaux qui portent ce bilan a neuf?. L’ATP, comme molécule de signalisation, apparait

alors comme une solution énergétiquement pertinente.

NH,
N B
¢ )
o o o NTON
0-P-0-P-0-P-0—
O OH OH
OH OH

Schéma 1 Adénosine 5' triphosphate

La signalisation purinergique se compose de trois familles d’acteurs principaux. Les
purines, les récepteurs dédiés et les ectonucléotidases :

Trois grandes catégories de purinorécepteurs sont aujourd’hui décrites. Ils varient selon
leurs structures et leurs substrats. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) P1
fixe 'adénosine. Ils sont au nombre de quatre : Al, A2A, A2B et A3. La présence
d’adénosine dans le milieu extracellulaire est en partie dépendante de I’hydrolyse de
PATP extracellulaire (ATP,) par les ectonucléotidases membranaires, principalement
CD39 et CD73. La premiére qui clive ’ATP en adénosine diphosphate (ADP) puis en
adénosine monophosphate (AMP) et la seconde phosphohydrolyse ’AMP en adénosine.
Les récepteurs métabotropes P2Y, RCPG également, forment une famille de huit sous-
types (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14). IIs sont activés par
différents nucléotides incluant ’ATP, ’ADP, ainsi que certains dérivés de 'uridine et
autres purines moins courantes, non détaillées ici. La structure des récepteurs P1 et
P2Y ne fait pas exception a ’organisation classique des RCPG, présentant sept hélices
transmembranaires.

Enfin, les récepteurs ionotropes P2X sont quant a eux stimulés uniquement par ’ATP.
Sept différents génes P2X sont aujourd’hui décrits (P2X1-7). Ces protéines s’assem-
blent en structure homotrimérique (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 et P2X7) ou
hétérotrimérique (P2X2/3, P2X4/6, P2X1/5 et P2X2/6). Ces récepteurs membranaires
s’ouvrent sous 'action de leur ligand extracellulaire, formant un pore non sélectif aux

cations dans le sens de leurs gradients (Figure 1).
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Figure 1 Structure des récepteurs purinergiques P2X (P2X7, code PDB : 6U9W), P2Y (P2Y12, code PDB : 4NTJ)
et P1 (A2A, code : PDB 5NM2).

1. Signalisation purinergique dans le SNC : Introduction générale

Le cerveau est composé d’un systéme pluricellulaire agissant dans une symphonie cap-
tivante.

L’ATP et ses voies d’hydrolyses interviennent (directement ou indirectement) dans les
délicates balances d’excitation et d’inhibition qui faconnent les circuits neuronaux, mais
aussi dans les fonctions non neuronales. La régulation ultra-fine de cette signalisation
est assurée par la différence de concentration intracellulaire (3-10 mM) et extracellulaire
(20-50 nM) d’ATP. Une treés faible fluctuation entrainera des conséquences majeures
sur ce ratio, permettant une sensibilité extraordinaire.

La section suivante passe en revue les différents niveaux de complexité des fonctions
purinergiques (normales et pathologique) dans le systéme nerveux central (SNC) en

s’appuyant sur des exemples jugés pertinents.

1.1 Signalisation purinergique dans le neurodéveloppement

La significativité de la signalisation purinergique au sein du SNC commence & étre
mesurée. Cette derniére apparait trés tot dans le développement du télencéphale. L’om-
niprésence de cette forme de signalisation dans les étapes de développement postnatal

témoigne de son importance biologique.
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Prolifération et différenciation des cellules souches

Les purinorécepteurs apparaissent aux premiéres étapes de ’embryogenése. On les re-
trouve ainsi dés la gastrulation et la formation des feuillets embryonnaires. Chez le
poussin, les purinorécepteurs font partie des premiers récepteurs membranaires fonc-
tionnels & étre expimés?. Différents P2Y et P2X sont traduits par les cellules souches
embryonnaires (CSE) de souris (notamment P2Y1, P2Y2, P2X3 et P2X4). Ces derniers
sont décrits ayant un role de régulation de la prolifération®. Dans ce modeéle cellulaire,
Glaser et al. ont montré une forte expression de P2X7, conjointement a une activité
élevée. Ce récepteur maintient la prolifération des CSE. Leurs différenciations en cel-
lules neurales s’accompagnent d’une diminution de son expression (et de son action)®.
P2X7 a également été étudié dans I'embryon de rat, au sein de régions hautement
prolifératives (ventriculaire et subventriculaire) montrant une densité élevée de cellules
progénitrices neurales (CPN)7. Ces cellules dérivant des cellules souches neurales (CSN)
multipotentes prénatales (présentes également dans les premiéres étapes postnatales)
sont des cellules communément utilisées dans 1’étude développementale du systéme
nerveux et du télencéphale embryonnaire. La stimulation de P2X7 y induit une diffé-
renciation en cellules neuronales qui voient alors ’expression membranaire de cette
protéine réduite®.

Néanmoins, P2X7 n’est pas un acteur isolé ici. D’autres purinorécepteurs sont impliqués
dans cette dynamique de prolifération et de différenciation des cellules souches. P2Y1
est par exemple décrit comme un protagoniste privilégié, notamment par sa capacité
d’inhibition de prolifération?. Semblablement, I’augmentation de I’expression de P2X2
et P2X2/6 a été lice a la différenciation de CPN en neurones.

Cependant, la dissection de la fonction exacte des différents protagonistes protéiques
est complexe, car ces derniers possédent le méme ligand. Il est ainsi plus aisé de carac-
tériser le role développemental de ’ATP plutét que de ses récepteurs respectifs. Pour
généraliser, en 2007, Lin et al. ont démontré ses conséquences mitotiques dans les CSNs
et les cellules progénitrices?, principalement par signalisation autocrine. Un an plus
tard, Striedinger et al. décrivent, sur cellules progénitrices astrocytaires, un mécanisme
paracrine et autocrine de modulation de la morphogénése et la différenciation au sein
des réseaux neuraux.

Toutefois, il serait simpliste de réduire le role des purines a la neurogenése. L’induction
de différenciation exposée plus haut concerne également les cellules gliales (principale-
ment astrocytes, microglies et oligodendrocytes) et leurs précurseurs cellulaires associés.
La littérature étant moins exhaustive sur ce sujet, ses détails ne seront pas discutés ici.
En conclusion, la dynamique proliférative prénatale implique ’ATP extracellulaire dans
un mécanisme paracrine et autocrine, permettant aux cellules neurales multipotentes

de se différencier.
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Neurones : Migration, connectivité et synaptogénése

La cytoarchitecture du cerveau adulte est le produit d’une cascade d’événements d’une
complexité fascinante. Par souci de simplification, on peut approcher la maturation des
circuits neuronaux comme ci-apreés : aprés leur différenciation, les neurones post-mito-
tiques migrent du tube neural vers leurs localisations définitives. Ces cellules vont for-
mer un réseau de connexions immatures par I'initiation de la neuritogénése. Les neurites
exploreront leur environnement par navigation axonale et croissance dendritique pour
établir différents contacts avec leurs cibles. L’interdépendance de chaque cellule est
cruciale dans ces processus. Enfin, la synaptogénése stabilisera ces contacts. Elle aura
pour but de maturer ces connexions qui formeront in fine les circuits cérébraux chez
I’adulte. La signalisation purinergique intervient dans chacune de ces étapes ou elle
occupe un role de soutien et de controle.

RP2Y1 et son activation semblent étre critiques durant la migration. Un knock-down
(KO) génétique ainsi qu’une inhibition pharmacologique in vivo de ce récepteur révélent
une migration anormale des cellules progénitrices neurales intermediaires!?. L’applica-
tion d’antagoniste du récepteur A2A provoque un effet semblable lors du développe-

ment de la souris!!.

La neuritogénése quant a elle fait appel & un panel plus fourni de purinorécepteurs. On
comptera notamment parmi eux le récepteur P2X7. Son inactivation (inhibition ou
interférence courte d’ARN d’épingle a cheveux, ou ARNsh) induit une croissance axo-
nale aberrante des neurones hippocampaux en culture. Les auteurs de cette étude rap-
portent une accélération de la vitesse de croissance ainsi qu’une arborescence plus com-
plexe de ces axones'?. Quatre ans plus tard, les mémes auteurs démontrent 1'implication
du récepteur P2Y1 et son agoniste, ’ADP, dans ’élongation axonale sur le méme mo-
déle de neurone. Curieusement, P2Y 13 (lui aussi activé par ’ADP) montre un compor-
tement antagoniste, concomitant avec I'activation de P2X7. Cet exemple est particu-
liérement intéressant, car il illustre la dépendance purinergique dans une étape critique
de la neurogenése, I’élongation axonale. Un ratio ADP/ATP extracellulaire controlé est
indispensable lors du développement neuronal. Cette balance interroge le réle neurodé-
veloppemental des ectonucléotidases et des processus de sécrétion extracellulaire d’ATP
et d’adénosine.

Les conséquences des voies purinergiques dans la synpatogénése ne sont pas encore
élucidées. Quelques travaux préliminaires ont montré l'implication potentielle de

P2Y2!3 ou P2Y1!, sans pouvoir dégager un role clair et défini.
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Purines et troubles neurodéveloppementaux

Au vu des différents aspects présentés ici, il apparait évident qu’une défaillance du
controdle des voies de signalisations purinergiques dans un contexte neurodéveloppemen-
tal aura des conséquences majeures. Toutefois, le nombre d’études conduites sur ce
sujet demeure limité. Fumagali et al. ont listé les pathologies dans lesquelles 'implica-
tion des purines (et des pyrimidines) est démontrée ou hypothétique!. Parmi elles on
retrouve le trouble du spectre de 'autisme. Les fonctions de premier plan des purines
ici permettent & certaines thérapies anti-purinergiques (suramine) de montrer des effets
bénéfiques dans le comportement d’enfants atteints de ce trouble!®. Ces résultats se-
raient entre autres dus a la régulation de ’expression de P2Y2 et P2X7. De plus, la
suramine normaliserait la concentration des métabolites de purines (incluant ’ATP)
dans les biofluides des enfants autistes. Les voies métaboliques de la signalisation puri-
nergique apparaissent donc comme des éléments cruciaux dans les bases moléculaires
du trouble du spectre de I’autisme!®.

Les purines et leurs implications neuropathologies suscitent aujourd’hui un intérét gran-
dissant. Il subsiste encore beaucoup de zones d’ombres sur les conséquences de 'altéra-
tion anormale de leurs voies biologiques. L’élucidation de ces derniéres permettrait
d’apporter des espoirs thérapeutiques contre les maladies neurodéveloppementales con-
cernées (autisme, mais également scizophrénie!” ou encore leucomalacies périventricu-

laires®®...).

1.2 La signalisation purinergique dans le SNC adulte

Les voies de signalisations purinergiques télencéphaliques évoluent avec les stades dé-
veloppementaux de l'individu. En conséquence, les purines sont omniprésentes parmi
les messagers chimiques du CNS adulte. Leurs différents roles sont fonction du type
cellulaire dans lesquels elles sont exprimées. En 1992, Edwards et al. furent les premiers
a démontrer une réponse synaptique rapide des neurones de I’habénula médiane suite
a une application d’ATPY. Les quinze années suivantes ont ensuite été riches en dé-
monstration de ce méme role de neurotransmetteurs synaptiques et gliotransmetteurs
(messagers chimiques libérés pour les cellules gliales) dans différentes régions du cer-
veau, impliquant les récepteurs P2X et P2Y. Néanmoins, dans leur revue sur la neuro-
modulation de 'ATP extracellulaire, Baljit S. Khakh et Alan North pointent du doigt
les biais expérimentaux de ces conclusions (ATP comme neurotransmetteur). Leur ar-
gumentaire est basé sur les sélectivités indéterminées des agents pharmacologiques
(agoniste et antagonistes) utilisés et 'absence de modele KO?. Pour les auteurs, les

récepteurs P2X assurent principalement un role de neuromodulation. En dépit de la
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rapidité de réponse de ces récepteurs canaux a leurs ligands (ouverture du pore en
quelques millisecondes), la réponse biologique serait essentiellement lente et solidement
liée a l'activité des cellules gliales. L’ATP, aurait pour eux un roéle restreint a la modu-
lation des fonctions neuronales, dont traite la section suivante. Cette fonction s’étend

aux autres types cellulaires du SNC dont il sera question ci-apreés.

La neuromodulation par ’ATP

Cette partie s’appuie sur 'excellent travail de synthése bibliographique effectuée par
Paula Agostinho et al3.

Les fonctions spécifiques du cerveau sont assurées par des réseaux de neurones inter-
connectés par leurs synapses. Ces points de jonction intercellulaires si particuliers atti-
sent depuis leurs découvertes une fascination indéfectible. Ils ont été définis par San-
tiago Ramoén y Cajal a la fin du XIXe¢ siecle comme « les baisers protoplasmiques qui
semblent constituer I’extasie finale d’une histoire d’amour épique ». Ils assurent la com-
munication chimique et électrique entre neurones pré- et postsynaptiques. Ces cellules
ont la capacité de modifier ces synapses pour adapter leurs efficacités de transmissions,
rompre des connexions ou en créer des nouvelles. La modulation persistante de la force
synaptique liée a une activité répétée d’une synapse préexistante a été baptisée plasti-
cité synaptique. L’état de I’art de ce phénomeéne encore mal compris ne sera pas détaillé
exhaustivement ici. Briévement, il implique des cascades d’événements cellulaires dans
lesquels la synapse va renforcer son efficacité de transmission (Nombre de récepteurs
aux neurotransmetteurs concernés, modification post-traductionnelle de protéines, re-
cyclage de neurotransmetteurs, synthése de nouvelles protéines...). Cette modulation
est activité-dépendante. En d’autres termes, une fréquence minimum de potentiels d’ac-
tions parcourant cette synapse est requise pour enclencher la machinerie cellulaire con-
duisant & une plasticité. La potentialisation a long terme (PLT), phénoméne de facili-
tation de transmission synaptique observé lors de stimulations par des potentiels d’ac-
tions répétés, est un des processus sous-jacents a la plasticité synaptique.

C’est au niveau de ces synapses, et dans les phénomeénes qui modulent son efficacité de
transmission, que sont attribuées la plupart des conséquences de la signalisation par
I’ATP.. Le registre des fonctions assignées a ce messager est encore trés largement
incomplet, mais les travaux pionniers effectués dans ’hippocampe 'attribuent & une
forme de facilitation synaptique a long terme. En effet, I'application de suramine
(agents anti-purinergiques non sélectifs, discutés plus haut) inhibe cette facilitation?!.
Yamaziki et al. confirment I'implication de ’ATP dans la plasticité synaptique : par
application locale de pulses d’ATP sur des neurones de la région CA1 de 'hippocampe,

les auteurs de cette recherche ont induit une PLT, mais également ’effet antagoniste,
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une dépression a long terme (DLT). Ils attribuent ces effets contradictoires aux diffé-
rentes amplitudes des courants calciques évoqués par ’application d’ATP. Un faible
influx de calcium induira une PTL lorsqu’un large influx ménera & la conséquence
inverse??. Pankratov et al. précisent ces résultats en incriminant les récepteurs P2X. Ils
montrent que l'inhibition de ces canaux ioniques permet de diminuer la fréquence né-
cessaire des potentiels d’actions pour provoquer une PLT. Les récepteurs P2X sont
donc décrits dans cette expérience comme des filtres-bas dynamiques, supprimant les
fréquences basses de potentiels d’actions afin de seuiller la PLT?3. Certains groupes de
recherche se sont alors lancés dans la discrimination des sous-types de récepteurs sup-
posés responsables de ces processus. C’est dans ce contexte que la génération de souris
KO P2X4 a montré une diminution de la PLT dans la région CAl. Parallélement,
lapplication d’ivermectine, qui potentialise les courants P2X4, facilite la PLT?2%.
D’autres récepteurs P2X semblent également impliqués dans les mémes processus, ce-
pendant la littérature est moins compléte & leurs sujets. C’est notamment le cas de
P2X2 dans les interneurones de la région CA1?° et P2X3 (CA1 et CA3)20.

L’ensemble de ces expériences témoignent de I'influence des récepteurs P2X sur la mo-
dulation de la transmission synaptique, particuliérement en regard de la PLT et la
DLT. Si encore de trop nombreuses zones d’ombres persistent sur les voies de signali-
sations de ’ATP au sein des neurones, c’est en partie dit au manque de moyen d’étude
de celles-ci. Les principales méthodes disponibles aujourd’hui sont les approches géné-
tiques classiques (mutations, délétions, insertions...) et pharmacologiques (modulateurs,
agonistes et antagonistes). Ces outils chimiques et leurs potentiels thérapeutiques ont
été discutés par Kenneth A. Jacobson et Christa E. Miiller. Certains présentent des
affinités et des sélectivités remarquables pour leurs cibles, nourrissant des espoirs cli-
niques?’. Les problématiques complexes que posent ces investigations nécessitent néan-
moins des outils innovants. Certains groupes de recherches font preuve de créativité
exceptionnelle. Par exemple, le groupe d’Eric Boué-Grabot est parvenu a générer une
lignée de souris génétiquement modifiée pour 1’étude fine du P2X4. Ils ont réussi a
placer sous un controle conditionnel (protéine Cre) I’échange de la séquence d’interna-
lisation de P2X4 par une protéine fluorescence mCherry. Cet outil génétique a permis
a ce groupe d’interroger les fonctions cellulaires de P2X4. Ils concluront ainsi sur son

implication dans des troubles neuropathologiques (anxiété et mémoire)?s.

L’étude des fonctions de ’ATP, ne peut se faire sans prendre en considération ses
métabolites (ADP, AMP et adénosine). En effet, les travaux de recherches précédem-
ment cités ne discutent que trop peu des conséquences éventuelles de la phosphohydro-
lyse de ’ATP sur les résultats obtenus. Ce parti pris est bien évidemment rationnel et

justifié par la complexité de la tache que représente ’étude de I’ATP isolée. Toutefois,
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avec le temps les modéles évoluent et deviennent plus complets dans leurs approches.
L’indissociabilité de PATP et de ses métabolites est justifiée par son temps de demi-
vie. Dans I’hippocampe, il suffit de 200 ms aux ecto-enzymes pour transformer la moitié
de la concentration d’ATP en adénosine?”. Cette caractéristique lie fermement le destin
biologique de ces molécules entre elles. Ces purines apparaissent donc comme indivi-
sibles dans leurs fonctions.

[’adénosine comme neuromodulateur est bien mieux décrite dans ses subtilités physio-
logiques que ’ATP. Ce nucléoside peut étre issu de réactions d’hydrolyse, mais les
cellules peuvent également ’acheminer dans ’espace extracellulaire par des protéines
membranaires spécialisées, les transporteurs de nucleosides®. 11 module la plasticité
synaptique grace & la balance d’activation entre Al et A2A. Le premier est impliqué
dans I'inhibition de la transmission synaptique lors de faibles fréquences de propagation
de potentiel d’action. A I'inverse, l’activation de A2A assiste ’encodage d’information
a long terme, en facilitant la libération de neurotransmetteurs et la transmission sy-
naptique. Une interaction trés intéressante a lieu entre ces deux récepteurs chez le rat
adulte : Lopes et al. ont démontré en 1999 que le récepteur présynaptique A2A est en
fait capable d’exercer un controle fonctionnel sur A1l pour atténuer sa réponse (cepen-
dant, cette emprise moléculaire n’apparait pas chez les individus plus agés)3!. Les ré-
cepteurs A2A postsynaptiques sont aussi impliqués dans la facilitation de transmission
en contribuant a la PLT depuis leurs localisations en aval du signal3?. L’adénosine ici
est en partie produite par la métabolisation de ’ATP au niveau synaptique. Le controle
de I'activité des ectonucléotidases est critique pour la plasticité synaptique, et par ex-
tension pour les circuits neuronaux.

Ces quelques exemples illustrent succinctement certaines fonctions de ’adénosine dans
les événements de la plasticité synaptique. Les particularités détaillées de ce messager
ne seront pas traitées ici, dépassant de loin la portée des travaux de cette theése. Le
lecteur curieux est renvoyé a la revue de Ana M. Sebastiao et Joaquim A. Ribeiro33.
Certains éléments complémentaires peuvent toutefois étre trouvés dans la section dé-

diée & la gliotransmission.

Gliotransmetteurs et interactions glie-neurone

La section précédente s’est concentrée sur la communication purinergique interneuro-
nale. Cependant, il ne s’agit pas de mécanismes réservés aux neurones. Dans le SNC,
la signalisation purinergique occupe un role essentiel pour les cellules gliales également.
Il a auparavant été question de I’ATP comme neurotransmetteur et neuromodulateurs.
Mais dans une considération globale du cerveau, dans laquelle les neurones ne consistent
que 50 % de la population cellulaire3!, la réponse purinergique des cellules gliales est

fondamental. Comme détaillé ci-aprés, ’ATP exerce un role primaire dans 'interaction
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interastrocytes (p. ex. les vagues calciques), dans la modulation des réponses immuni-
taires des microglies et dans la communication de ces cellules avec les neurones. Afin
d’alléger la prochaine section, les oligodendrocytes (responsables de la pose de gaines
de myéline neuronales) et les cellules moins abondantes du SNC seront volontairement

exclus.

Signalisation astrocytaire :
Les astrocytes sont les cellules de soutien du cerveau, c’est le type de cellules gliales le
plus abondant dans le SNC. Entre autres fonctions variées, ils offrent un support struc-
turel et garantissent I'intégrité moléculaire de la synapse en régulant son environnement
biochimique. Le terme de «synapse tripartite », donné dans les années 1990, rend
compte de 'importance de la communication bidirectionnelle entre neurones et astro-
cytes au niveau synaptique. Ces cellules sont liées entre elles par des jonctions commu-
nicantes, formant les réseaux astrocytaires. Les astrocytes ne sont pas capables de se
dépolariser pour transmettre un potentiel d’action. Ils utilisent un mécanisme spécifique
basé sur 'augmentation de calcium intracellulaire appelé vagues calciques. Les jonc-
tions communicantes permettent de propager ce signal par les connexines et conférent
une forme d’excitabilité aux astrocytes. Ces cellules sont donc capables de communi-
quer des informations chimiques & travers le réseau qu’ils composent, indépendamment
des neurones®, pour en moduler lactivité. C’est au niveau de ces vagues calciques que
le role de ’ATP est le mieux décrit. C’est pourquoi cette voie est choisie pour illustrer

la significativité de ce dernier dans la communication entre astrocytes.

L’ATP est relarguée dans le milieu extracellulaire lors de la propagation de ce signal36,
D’un intérét particulier ici, P2X7 est soupgonné de directement ou indirectement per-
mettre une perméation extracytosolique de ATP lors des vagues calciques3’38, 1 est
aujourd’hui bien établi que les purinorécepteurs, et particuliérement le récepteur couplé
aux protéines G P2Y1, sont capables de détecter une fluctuation fine d’ATP, afin de
déclencher une libération de calcium depuis les vésicules de stockage. L’ouverture de
canaux P2X provoque en paralléle un influx de calcium depuis le milieu extracellu-
laire??. Ces phénomeénes sont suffisants pour entrainer 'initiation de vagues calciques
(Figure 2). Conjointement avec d’autres molécules de signalisation, elles conduiront a
une modulation des circuits neuronaux*,

En conditions pathologiques, par exemple lors de lésions neuronales (ou autres cellules),
une forte concentration d’ATP sera libérée, suffisante pour activer le récepteur P2X7.
Ce dernier n’est que peu sensible & TATP (ECsp: 0,1 — 1 mM). Son ouverture provo-
quera une entrée massive et prolongée de calcium dont l'issue sera généralement la

mort cellulaire et/ou I'initiation d’un signal pro-inflammatoire’. Dans ce cas de figure,
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Figure 2 Illustration schématique des vagues calciques astrocytaires et du role des récepteurs purinergiques dans
cette derniére.

la communication du signal se propagera au-dela du modéle de vagues calciques inte-

rastrocytes pour signaler un danger aux cellules en périphérie, dont les microglies.

Signalisation microgliale
Les microglies sont les macrophages résidents du SNC, composant 5 & 10 % du total
des cellules le composant?l. Elles ont été découvertes et décrites par Pio del Rio-Hortega
en 1919 dans « Coloracion rapida de los tejidos normales y patolégicos con carbonato
de plata amoniacal ». Ces cellules extrémement dynamiques et ramifiées interagissent
en permanence avec leurs microenvironnements a la recherche d’altération homéosta-
tique. Lors de la détection d’un stress cellulaire, elles adapteront leur phénotype pour
initier une réponse immunitaire adéquate (phagocytose, inflammation, réparation tis-
sulaire...). Leurs fonctions de surveillance sont essentielles pour I'intégrité des circuits
neuronaux et de leurs physiologies?2. A I'image des macrophages, lors de la détection
d’un motif de danger, deux schémas d’activation vont étre envisagés. Le phénotype M1
engagera une initiation ou une propagation de la neuroinflammation via relargage de
cytokines pro-inflammatoire, principalement les interleukines (IL)-18 et IL-18 dans le
parenchyme attenant. Si cet état persiste, il conduira a des effets nocifs, voire patholo-
giques, sur le SNC par induction de morts programmeées de différents types cellulaires.
Mais les microglies peuvent également adopter un phénotype M2, engagé dans la réso-
lution de cette inflammation. Dans cette configuration, elles initient les mécanismes de
réparation cellulaires, sécrétent des facteurs anti-inflammatoires et vont promouvoir la

prolifération cellulaire.
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La polarisation M1/M2 a été un paradigme persistant au sein de la communauté scien-
tifique et n’a commencé & étre remise en question que récemment. En 2016, Richard
M. Ransohoff nuance cette description a la lumiére des nouvelles technologies permet-
tant I’étude des cellules microgliales. Il dénonce une vision simpliste et trop inspirée du
comportement des macrophages. Il propose de reconsidérer les réponses microgliales
dans un schéma plus moderne, approprié a la complexité de ces cellules*3. Il ne propo-

sera cependant pas un nouveau paradigme, mais invite & une réflexion consensuelle.

Il a jusqu’ici été principalement question de ’ATP comme molécule physiologique,
utilisée dans les processus cellulaires normaux. Mais dans le télencéphale, elle est sou-
vent reconnue comme une molécule de dégats cellulaire. En effet, si les roles de soutien
précédemment décrits sont essentiels pour les types cellulaires concernés, une forte con-
centration d’ATP, est avant tout un motif de danger*. Les microglies controlent en
permanence les variations de cette concentration et s’activeront en réponse a un niveau
trop élevé. Les quatre composants purinergiques principaux impliqués dans ces méca-
nismes sont P2X4, P2X7, P2Y12 et P2Y13. P2X4 est environ mille fois plus sensible a
PATP que P2X7 (ECsy P2X4 = 5 uM contre =~ 1-2 mM pour P2X7), hiérarchisant la
réponse purinergique a ’ATP des microglies*>. Dans ’étude de la nociception!®, P2X4
est un partenaire privilégié. Il joue un role prédominant dans les douleurs neuropa-
thiques et dans les cas d’allodynie tactile suivant une lésion nerveuse, dans lesquels il
se retrouve surexprimé a la membrane, avec une activité anormalement élevée. Son
inhibition pharmacologique réduit les effets allodyniques dans un modéle murin de dou-
leurs herpétique®f, et permet en outre de moduler positivement les douleurs neuropa-
thiques induites par lésion du nerf sciatique chez le rat*’. Il est depuis peu suspecté
d’étre un modulateur critique du changement phénotypique des microglies inactivées.
Son inhibition induirait un état pro-inflammatoire, et sa potentialisation conduit & une
résolution de I'inflammation*®. On retrouve un schéma similaire pour P2Y 12, également
surexprimé dans les neuropathologies citées plus haut. Il montre des effets semblables
au P2X4 lors de son inhibition pharmacologique et génétique®. Mais les fonctions de
P2Y12, profondément liées & P2Y 13, s’étendent bien au-dela du spectre pathologique.
De fait, ce duo est trés fortement impliqué dans la chimiotaxie microgliale. Comme dit
précédemment, ces cellules exhibent une dynamique unique dans le SNC. Elles sont
capables de projeter des ramifications (pseudopodes) trés motiles pour analyser leurs
microenvironnements, mais également de migrer dans des compartiments spécifiques
en réponse a des lésions. Ces deux formes de dynamismes sont régulées respectivement
par P2Y13%0 et P2Y12%L. Ceci suggére qu'un des facteurs régulant les comportements

fondamentaux des microglies serait leurs sensitivité aux nucléosides. Elles sont capables

la Processus neural en réponse & des stimuli nocifs, menagant I'intégrité de 'organisme.
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d’enclencher les mécanismes complexes de remodelage du cytosquelette a la suite d’une
légére fluctuation de la concentration homéostatique de ces derniers. Si les variations
détectées sont dues a des lésions « sérieuses » comme une lyse cellulaire, la concentra-
tion d’ATP extracellulaire deviendra suffisante pour activer le P2X7. En effet, ce ré-
cepteur est relativement peu sensible & ’ATP et participe & la réponse graduée de la
microglie lors de la détection d’un stimulus de danger. La concentration nécessaire pour
activer ce dernier correspond approximativement & la concentration intracellulaire
d’ATP. De ce fait, il est souvent considéré comme une «tour de garde», ayant la
capacité de détecter les cytolyses proches. Son activation va alors induire une cascade
d’événements qui conduira a la mort cellulaire (par pyroptose et necroptose, principa-
lement) et & l'excrétion de cytokines pro-inflammatoires. A Iimage des astrocytes, il
est suspecté de permettre la libération d’ATP afin d’amplifier le signal (communication
autocrine). Mais on observe un comportement contradictoire de cette protéine, parti-
culiérement dans son role mitotique : les microglies KO P2X7 exhibent une prolifération
significativement réduite®?. Cela suggeére que malgré la réponse immédiate fournie par
Pouverture de P2X7 lors de sa liaison & I’ATP, certaines de ses conséquences s’inscri-
vent dans la durée. Ces aspects seront discutés dans le chapitre dédié a ce récepteur.
Comme débattu plus haut, il est indispensable de rendre compte des effets de la méta-
bolisation de 'ATP lors de I’étude de la signalisation purinergique dans un systéme.
Cet aspect prend ici tout son sens : les microglies sont les cellules cérébrales les plus
impliquées dans cette métabolisation®. Ces derniéres expriment fortement I’ectonucléo-
tidase CD39 en charge de la phosphohydrolyse de ’'ATP en ADP puis AMP, qui sera
convertie en adénosine par CD73. Matyash et al. ont démontré en 2017 I'importance
de ces deux protéines dans la ramification et ’arborescence microgliale par la réduction
de ces comportements suivant la délétion de celles-ci®*. Ces données laissent supposer
un role majeur des produits de dégradation de ’ATP dans les changements phénoty-
piques. En effet, les récepteurs A1A et A2A sont apparus comme des protagonistes clés
de la modulation dynamique de la microglie. Mais si l'activation du premier a été
décrite au sein de comportements anti-inflammatoire® et le second ayant 'effet anta-
goniste®, le controle versatile du devenir microglial suivant leurs activations est encore
mystérieux (Figure 3).

Les propriétés de la microglie (c.-a-d. la surveillance constante et la réponse morpho-
logique) semblent donc impliquer 1’expression fonctionnelle des ecto-enzymes (CD39 et
CD73), qui initieront par leurs activités (ou I'absence de) les récepteurs P1 (A1A et
A2A) et/ou P2 (P2X4, P2X7, P2Y12 et P2Y13). Jusqu’en 2018, il a existé une incer-
titude sur le role de ’ATP en condition physiologique. Il était suggéré que la surveil-
lance par les microglies dépendait d’un niveau ambiant d’ATP a bas bruit. La concen-

tration de ce dernier était régulée par les ecto-enzymes pour activer les purinorécepteurs
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Détection de motifs moléculaires de danger (P2X7, P2X4...)

ATP
extracellulaire s
(forte concentrarion) @ @ @

-:Wj "5” iim

oo (} l FRReRans | e
&\M mwm i

P2Y

ATP ) AMP
extracellulaire extracellulaire

Rétractation
des pseuodopodes
(A24)
Tranasduction du

Niveau anormale signal inflammatoire

d'ATP extracellulaire

ATP

extracellulaire Activation microgliale

Microglie activée
Microglie quiescente s

Chimiotaxie

(P2Y12, P2Y13)

Figure 3 Illustration schématique simplifiée du role de la métabolisation de ’ATP par les microglies quiescentes et
leurs activations suivant une exposition & ’ATPe.

responsables de la motilité cellulaire et du dynamisme des projections cytoplasmiques.
Cela implique une excrétion constante d’ATP par les autres types cellulaires. Ce para-
digme se base sur les effets de 'apyrase, une enzyme capable d’abaisser le niveau ex-
tracellulaire d’ATP. En induisant une hydrolyse exogéne de I’ATP, les chercheurs ont
observé une diminution rapide des processus endogénes des microglies in vivo et sur
tranche de cerveau, ainsi qu’une réduction de leurs capacités de surveillance®”3. Mais
en 2018, Madry et al. dénoncent un artefact expérimental dans le rationnel de cette
idée. Les auteurs montrent que les résultats dépendent en fait de la contamination de
I’apyrase commerciale par des ions potassium, connus pour inhiber les comportements
précédemment décrits®. Cette étude a depuis remis en question plus d’une cinquantaine
d’articles scientifiques et propose une nouvelle explication du controéle des fonctions de
surveillance de la microglie. La perturbation du potentiel de membrane au repos (-
40 mV) a alors été incriminée. L’hyperpolarisation de la cellule induit I'activation des
mécanismes immunitaires (phagocytoses, excrétion de cytokines...). L'influx de Ca?*
cytosolique, principalement imputable a ’activation des purinorécepteurs P2X4, P2X7
et P2Y12, est la force motrice de I’hyperpolarisation. Cette derniére est nécessaire pour
la chimiotaxie des microglies®’. Les conséquences physiologiques de ’excitabilité micro-
gliales n’ont été mises en lumiére que trés récemment. Par conséquent, ce champ
d’études jouit d’'un dynamisme et d’un engouement naissant de la part de la commu-
nauté scientifique spécialisée. Les tentatives de préciser le role des différents éléments
qui régissent la réponse microgliale se trouvent souvent limitées par les méthodes
d’études. Ces cellules sont profondément dépendantes des autres types cellulaires, si
bien qu’isolées, elles montrent un phénotype rétracté, témoin d’une forme d’activation.

Néanmoins, sans isoler le modéle étudié, I'interprétation de résultats pharmacologiques
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est un exercice délicat. En particulier lorsque les cascades de transduction du signal se
retrouvent dans les différents types cellulaires environnants. C’est donc entre autres au
manque d’outils d’étude sélectif que 1’on doit notre connaissance limitée de ces cellules

fascinantes. Il est certain que ’avenir sera fertile en innovation et créativité.

Interaction glie-neurone

Les trois types cellulaires discutés plus haut (neurones, astrocytes et microglies) sont
tous capables d’enrichir leurs milieux extracytoplasmiques en ATP (et adénosine) par
différents moyens (hydrolyse de I’ATP, sécrétion vésiculaire...) et de répondre a un
signal purinergique. La communication intercellulaire utilisant ce messager ne fait plus
aucun doute aujourd’hui, mais les démonstrations robustes de ses fonctions sont rela-
tivement peu courantes.

Au sein de la fente synaptique, l'interaction neurones-astrocytes est essentielle. Les
astrocytes sont capables de détecter et de réagir a la libération de neurotransmetteurs.
Cette détection s’accompagne d’une fluctuation de la concentration de Ca?* cytosolique
et entraine la libération de gliotransmetteurs comme ’ATP ou le glutamate. Ces der-
niers seront capables de moduler la transmission du signal nerveux en se fixant aux
récepteurs périsynaptique®!. On compte parmi eux les récepteurs A2A présynaptiques
des neurones pyramidaux de la région CA1l de I’hippocampe. Leurs activations aug-
mentent efficacité de transmission synaptique®?. Dans la méme région, Shen et al. ont
montré que 'accumulation de glutamate astrocytaire dans la synapse suivant une aug-
mentation de [Ca?']; est considérablement dépendant de I’activation autocrine du ré-
cepteur & P2Y193. Ces résultats sont tirés d’astrocytes exprimant une channelrhodop-
sin2 (ChR2), canaux ioniques sensibles & la lumiére provoquant un courant calcique
entrant lors d’'une excitation lumineuse. Utilisant ce méme outil, d’autres études ont
permis de révéler que la libération d’ATP suivant une stimulation de ChR2 a des effets
inhibiteurs sur les neurones pyramidaux (par activation des récepteurs Al) de I'hippo-
campef®. I’ATP, comme gliotransmetteurs, peut donc activer le récepteur pro-excita-
teur P2Y1 ou provoquer l'effet inverse a travers sa métabolisation et le récepteur Al.
L’ATP n’est pas le seul protagoniste de ces effets, mais module ce dernier. La com-
plexité de la réponse astrocytaire par la libération de gliotransmetteurs est encore peu
connue, mais c¢’est un champ de recherche en pleine expansion.

L’interaction microglie-astrocyte via la signalisation purinergique vient ajouter une
strate de complexité organisationnelle. I’activation de RP2Y1 astrocytaire peut étre le
résultat de détection de stimuli par la microglie, comme décrit par Pascual et al. en
2012. Dans cette expérience, le groupe de recherche a stimulé des microglies a I'aide de

lipopolysaccharides (LPS), une biomolécule pro-inflammatoire. Ils ont observé une aug-
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mentation des courants postsynaptiques excitateurs. A ’aide d’outils pharmacolo-
giques, ils ont mis en lumiére une voie de signalisation purinergique dans laquelle la
microglie relargue de ATP suite & une stimulation pro-inflammatoire. La quantité
modeste d’ATP est suffisante pour recruter des astrocytes et activer leurs récep-
teurs P2Y1. S’en suit alors une libération de gliotransmetteurs, ’ATP et le glutamate.
C’est ce dernier qui agira sur les courants synaptiques®. Ces événements suggérent un
role d’amplification du signal par les astrocytes lors de détection de danger par la
microglie.

En conditions neuropathologiques, ces deux types cellulaires peuvent devenir réactifs.
Il est admis que la microglie s’active généralement en amont, mais les phénomeénes de
coopérativité cellulaires ne sont pas clairs. Lors de lésion cérébrale traumatique, les
microglies activées sont impliquées dans le changement phénotypique neuroprotecteur
des astrocytes, dépendant de la sous-régulation du récepteur P2Y1. Ceci par 1’émission
de cytokine pro-inflammatoire et en augmentant 'activité des enzymes hydrolysant
PATP, incluant CD39, privant RP2Y1 de substrats®. Mais cette communication mi-
croglie-astrocyte est bien évidemment bilatérale. Par exemple, lors d’'une augmentation
de [Ca?"]; astrocytaire, une voie paracrine P2X7-dépendante peut étre activée et induire
une mort microgliale. L’ATP excrétée durant ces vagues calciques induit une libération
d’IL-1# vésiculaire par les microglies, sous un controle apparent de signal puriner-
gique astrocytaire%?. La littérature est encore balbutiante sur les études in vivo de ces
interactions et la significativité physiologique de ces derniéres. Dues a ’extréme réacti-
vité de ces types cellulaires (microglie en particulier), les méthodes d’analyses actuelles
souffrent d’artefacts expérimentaux qui handicapent significativement les conclusions.
Les microglies n’interagissent évidemment pas qu’avec les astrocytes. Ce sont les gar-
diennes dynamiques des neurones, en communication constante avec ces derniers. Les
travaux modernes commencent a offrir des éléments de réponses sur les modalités de
cette conversation moléculaire bilatérale. En 2012, une caractéristique de cette signali-
sation est découverte : la motilité des projections microgliales n’est pas aléatoire, mais
guidée par une instruction neuronale. Lors d’'une augmentation de l'activité d’un neu-
rone, une connexine (la pannexin-1) est activée au niveau somatique. Cette protéine,
capable de libérer de ’ATP dans le milieu extracellulaire, le place ici comme messager
potentiel privilégié. L’interaction neurone-microglie qui s’en suit régule alors l’acti-
vité neuronalef®, suggérant I'importance de cette réciprocité en condition physiologique.
D’autres études supporteront ces résultats®, mais c¢’est huit ans plus tard que 1’équipe
de Adam Dénes et ses collaborateurs fourniront une explication moléculaire de cette
interaction et suggéreront des fonctions neuroprotectrices et physiopathologique™.
Dans ces travaux, ils confirment la libération activité-dépendante d’ATP par les neu-

rones via les pannexin-1. Plus important, ils démontrent que l'interaction microglie-
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neurone se fait principalement au niveau somatique (corps cellulaire) et est dépendante
de l'activité des mitochondries neuronales. Si les auteurs observent une communication
au niveau du bouton synaptique, cette derniére est bien plus labile dans le temps.
L’inhibition pharmacologique de P2Y 12 déstabilise la jonction somatique (sans affecter
I'interaction dendritique). Celui-ci se retrouve aggloméré a cette jonction et son activité
est lie de celles des mitochondries neuronales. Lors de lésion cérébrale, P2Y12 est
activé pour restaurer ’homéostasie des tissus atteints. Les auteurs concluent a un effet
neuroprotecteur de la microglie P2Y12-dépendant. Ils suggérent que la libération con-
tinue de petites quantités d’ATP via des jonctions somatiques témoigne a la microglie
la bien-portance des neurones. La présence de danger ou de stress cytotoxique va dé-

truire ces jonctions et initier un comportement immunitaire activé de la microglie.

Neuroprotection
et modulation d'activité
neuronale

> Soma

Microglie

Communication réciproque
de signal de danger — A%

Astrocyte

™~

= — —— Modulation de l'efficacité
synaptique

| %
Vague calcique ‘\

Figure 4 La signalisation purinergique dans les cellules du SNC : synthése graphique simplifiée.
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1.3 Signalisation purinergique : Conclusions

Cette introduction sur le systéme de signalisation purinergique et ses acteurs (récep-
teurs transmembranaires, transporteurs, ecto-enzymes...) a pour but de généraliser ses
fonctions dans le télencéphale en fournissant quelques exemples. Les voies de transduc-
tions du signal liées aux purines sont nombreuses et leurs conséquences s’étendent du
développement embryonnaire aux neuropathologies séniles. Leurs roles dans le SNC
sont variés (Figure 4), mais dans 1’état actuel de nos connaissances, c’est au sein des
microglies (et de leurs partenaires d’interactions) que s’illustrent les plus grandes con-
séquences de ces voies. C’est d’ailleurs la raison qui fait de 'ATP extracellulaire une
molécule de danger. Malgré environ cent ans de recherche sur ses fonctions de messager
autocrine et paracrine, énormément de zones d’ombre persistent encore a ce jour.
L’explication tient d’une part de I'intérét des chercheurs mondiaux dans ce champ, qui
n’a explosé qu’a la fin des années 1990 (en démontrent les dates des articles précédem-
ment cités). Ceci est bien évidemment justifié par ’action indirecte des purines sur les
grandes fonctions cérébrales (neuromodulation, plasticité synaptique, organisation des
réseaux de neurones... et plus généralement cognition, mémoire, apprentissage...), prio-
risant la recherche sur les acteurs primaires. Mais 1’étude microgliale récente soutient
un enthousiasme scientifique dans ce domaine.

D’autre part, les outils d’investigation sont limités, encore aujourd’hui. Par exemple,
discriminer les protagonistes protéiques en fonction des types cellulaires est un exercice
complexe. Les répertoires de purinorécepteurs exprimés par les différentes cellules qui
peuplent le SNC sont trés similaires. Les conclusions pharmacologiques sont par consé-
quent a nuancer. Les outils de fusion génétique (p. ex. protéines fluorescentes) offrent
des perspectives prometteuses donc, mais ils introduisent par définition une variabilité
biologique dans le comportement de la macromolécule étudiée. Dans ce domaine, 1’op-
togénétique a permis des avancées exceptionnelles en autorisant un controéle spatiotem-
porel de la polarisation de types cellulaires prédéfinis. Mais différentes méthodes inno-
vantes commencent & voir le jour et permettront d’affiner nos connaissances, indispen-

sables a de futurs espoirs de thérapie ciblant les voies des purines.

Parmi les perspectives cliniques, certaines protéines apparaissent comme candidats pro-
metteurs. Il n’aura pas échappé au lecteur attentif qu'un récepteur a été subtilement
mis en lumiére dans cette introduction. Le P2X7 est une protéine aux comportements
encore trop incertains, mais fortement impliqués dans la neuroinflammation et la pro-
pagation des maladies neurodégénératives. Un avant-gotit des conséquences cellulaires

de son activation a été donné dans la section traitant de la microglie. Cette protéine
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est devenue iconique dans nombre de ses aspects, aussi physiologiques que patholo-

giques. Les mystéres qui 'accompagnent et son potentiel clinique sont les deux raisons

de son étude approfondie dans cette thése.

2. Le récepteur P2X7
A Protéine fonctionnelle (trimére) Structure monomérique
| Site de liaison a 1'ATP —
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Figure 5 Structure du récepteur P2X7.
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Certaines fonctions du récepteur P2X7 ont été brievement introduites afin de les situer
dans les roles pléthoriques des purinorécepteurs. Une description plus précise de cette
protéine captivante est proposée ici, comprenant ses aspects moléculaires, cellulaires et

sa place dans les mécanismes neuroinflammatoires.

2.1 Généralités

Dans la famille des P2X, ce récepteur présente des particularités distinctives. A tel
point que pendant un temps il a été nommé P27, étant considéré comme appartenant
a une autre famille de récepteurs P2.

Le P2X7 partage beaucoup de caractéristiques structurelles avec les P2Xs. Chaque
sous-unité présente deux hélices hydrophobes transmembranaires, un ectodomaine res-
ponsable de la liaison & PATP et un domaine intracellulaire contenant les deux parties
terminales. P2X7 est composé de 595 acides aminés, contre 379-472 pour les
autres P2Xs. Cette disproportion se retrouve surtout sur la longue extrémité COOH-
terminale intracellulaire. On doit son premier clonage & A. Surprenant, F. Rassendren,
E. Kawashima, A. North et G. Buell en 19967!. Beaucoup de ces auteurs sont encore
trés actifs dans son étude. Les premiéres structures cristallines ont été publiées en 2016
par A. Karasawa et T. Kawate pour le P2X7 de panda géant™. Ces structures, liées a
différents antagonistes ou dans I’état apo (fermé, sans ligand, code Protein Data Bank
(PDB) 5U1L) n’incluent pas la partie intracellulaire. C’est en 2019 que McCarthy et
al. publiera les coordonnées atomiques complétes du <P2X7 de rat, résolues par cryomi-
croscopie électronique™ (code PDB 6U9W et 6U9V).

Les concentrations d’ATP nécessaires a 'activation de P2X7 sont inhabituellement
élevées. Cette protéine peut également étre activée avec le 2'(3')-O-(4-Benzoylben-
zoyl)adénosine 5'-triphosphate (BzATP), dont 'ECs est alors 10 & 50 fois moins élevée
(espéces-dépendant). Il est a noter que le BzZATP est agoniste d’autres récepteurs pu-
rinergiques, il activera entre autres P2X4.

Différents inhibiteurs sont également décrits. Historiquement, le Brillant Blue G (BBG)
a été le premier & étre largement utilisé, malgré ses propriétés antagonistes envers
certains récepteurs P2X (incluant ici encore le P2X4). Plus récemment, un panel d’an-
tagonistes considérablement plus sélectifs a été découvert. Le complexe antagoniste-
P2X7 et le rationnel structurel de I'inhibition ont été mis en avant par les recherches
précédemment citées du groupe de T. Kawate. Les structures liées aux antago-
nistes AZ10606120 (code PDB 5U1W), A740003 (code PDB 5U1U) et A804598
(codePDB 5U1V) auront une importance particuliére dans les travaux de recherches
présentés ici. Les ICso de ces inhibiteurs dépendent de ’espéce étudiée et de I’expérience

conduite, mais sont comprises entre 10 et 150 nM.
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La structure de P2X7 peut présenter des variations intra- (épissage alternatif) et inter-
individus (polymorphisme nucléotidique). On dénombre dix isoformes d’épissage alter-
natif, de P2X7A (la forme entiére) a P2X7K"™, capable de s’inter-assembler. Les pro-
téines ainsi formées arboreront alors des caractéristiques modifiées, particuliérement au
regard de leurs sensibilités aux agonistes ou leurs habilités de former un macropore
fonctionnel. Les polymorphismes nucléotidiques sont courants lors de ’expression de
P2X7. Certaines mutations entrainées ont été caractérisées dans différentes neuropa-
thologies, une revue détaillée est fournie en ref™. Le domaine extracellulaire de cette
protéine contiennent les sites de liaisons a PATP (Figure 5) ainsi qu’aux antagonistes
allostériques précédemment discutés. Son domaine transmembranaire contient deux hé-
lices alpha (nommément TM1 et TM2). Le domaine intracellulaire (ballast) renferme
différentes propriétés importantes pour la régulation de ses fonctions. La palmitoylation
ainsi que le complexe bi-nucléaire de zinc sont essentiels pour le trafic de cette protéine
a la surface ainsi qu’a son adressage membranaire. Cependant le réle de ce dernier n’est
pas complétement défini. Enfin, un site de liaison & la guanosine triphosphate (GTP)
et GDP est également présent. Le role de ce nucléotide et du complexe qu’il forme avec
P2X7 n’est pas clair. Ces trois caractéristiques ne semblent pas impliquées dans les
fonctions de canal ionique de P2X7, suggérant un role métabotropique ou d’interactions

directes avec des protéines intracellulaires’.

Chaque sous-unité de P2X7 se lie & une molécule d’ATP pour former un canal catio-
nique. Ce dernier permet un efflux de K+ et un influx de Na® et Ca?*. Lors d’applica-
tion prolongée d’ATP, ce canal va ouvrir un pore plus large (macropore, environ 8,5
A) qui pourra accommoder le passage de cations jusqu’a 900 daltons. L’influx catio-
nique est responsable de l'ouverture du canal ionique transmembranaire double-
pore TWIK2, impliquant un efflux conséquent de potassium. Cette sortie massive
d’ions K est la force motrice de I’assemblage de I'inflammasome NLRP3 (NOD, LRR
et protéine 3 contenant le domaine effecteur PYR) intracellulaire. Franceschini et al.
suggérent en outre une interaction spatiale (colocalisation microscopique et immuno-
précipitation) de P2X7 et NLRP3". L’activation de cet inflammasome conduira & dif-
férents événements protéiques, dont la maturation de la pro-caspase-1 en caspase-1.
Cette protéase est responsable du clivage des pro-interleukines pro-I1L-1{s et pro-IL-18.
Différents mécanismes seront ensuite disponibles pour la libération extracytoplasmique
des interleukines produites (exosomes, microvesicules...) qui pourront transmettre et
propager le signal inflammatoire. Cette cascade d’événements s’accompagne de libéra-
tion d’ATP.. P2X7 et ses partenaires d’interaction protéique sont de bons candidats
pour expliquer ce mécanisme d’amplification autocrine du signal. Dans ce schéma,

PATP pourra également étre excrétée par voie vésiculaire. L’activation de P2X7 est
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suspectée d’activer NF-xB, un complexe protéique responsable de la transcription de
protéine pro-inflammatoire, entre autres d’IL-1R et de I'inflammasome NLRP377.

Ces événements conduiront ultimement & ’apoptose, pyroptose ou nécrose, formes de
morts cellulaires programmeées. Le choix du type de mort est fonction de la nature du

stimulus de danger’s.

Un raccourci volontairement simpliste a été pris ici pour expliquer le roéle immunitaire
de cette protéine. La libération d’IL-11 est I’événement cellulaire le mieux décrit suivant
I’activation de P2X7, mais une multiplicité de péripéties moléculaires implique cette
protéine. Il n’en sera pas fait une synthése détaillée, les résultats biologiques publiés
sont encore trop épars.

Mais il convient de nuancer les effets cytotoxiques décrits pour rendre justice aux con-
séquences bénéfiques d’une stimulation basale. Cette derniére semble profiter aux mé-
tabolismes mitochondriaux en augmentant le stockage d’ATP™, surexprimant des ac-
teurs enzymatiques de la glycolyse, amplifiant les dépdts de glycogéne... L’action de
P2X7 sur le métabolisme énergétique n’est pas localisée sur quelques enzymes précises,
mais sur le mécanisme dans son ensemble. Si bien qu’il permet la survie de cel-
lules HEK293T en milieu dépourvu de glucose (et de sérum)®. Dans le schéma global
des actions de P2X7, son role prolifératif est & considérer, interrogeant alors une impli-

cation tumorale.

2.2 Problématiques actuelles

L’étude du récepteur P2X7 souffre du manque d’outils a disponibilité des chercheurs.
Comme introduit précédemment, I'utilisation de BBG comme inhibiteur de cette pro-
téine est récurent. Mais on sait que cette méthode n’isole pas cette protéine du reste
de la signalisation purinergique (antagoniste de plusieurs purinorécepteurs). Au méme
titre, ’agoniste BzZATP n’est pas sélectif du récepteur P2X7. Il est aujourd’hui le meil-
leur outil pour activer P2X7, mais est également agoniste d’autres récepteurs (i.e.
P2X4). Ce point est problématique, car dans beaucoup de pathologies, les roles de
chacune de ces protéines (P2X4 et P2X7) sont interreliés. De plus, d’autres moyens
d’études trés classiques tels que les anticorps ont échoué & montrer une sensibilité et
une sélectivité satisfaisante. Enfin, la génération d’animaux KO a été pendant long-
temps impossible, pour des raisons qui seront détaillées dans la section suivante.

Ce manque d’outils pharmacologiques, immunologiques et génétiques a contribué aux
nombreuses incertitudes actuelles concernant P2X7. Un exposé des problématiques mo-

dernes et des limites méthodologiques d’études est proposé ci-aprés.

31



Chapitre 1 : Introduction

Pathologies

Les conséquences pathologiques qui accompagnent ce récepteur ne se réservent pas au
systéme nerveux central. De nombreux exemples incluent le diabéte de type 2, la po-
lyarthrite rhumatoide, la fibrose rénale, la néphrite81... Mais au regard du systéme
nerveux central, ce dernier est fortement impliqué dans la maladie d’Alzheimer92-97,
la maladie de Parkinson98-100, les douleurs neuropathiques82—-85 mais également la

dépression ainsi que différents troubles psychatriques86—89.

Il semble alors évident que le récepteur P2X7 est une cible thérapeutique trés intéres-
sante. En tant qu’acteur central de la neuroinflammation et de 'activation gliale, son
blocage pharmacologique pourrait bénéficier & un nombre conséquent de pathologies.
De nouveaux inhibiteurs hautement sélectifs ont été développés, certains ayant avancé
en test clinique. Cependant, tous ont été discontinués, malgré des résultats prélimi-
naires encourageants.

Ce récepteur fait néanmoins toujours partie des cibles majeures, notamment dans le
traitement du glioblastome (tumeur cérébrale). L’inhibiteur AZ10606120 a montré des
effets thérapeutiques supérieurs a la chimiothérapie classique pour entraver la prolifé-
ration tumorale (résultats humains in cellulo et ex vivo)3l.

Les bornes étroites de nos connaissances des fonctions de cette protéine limitent les
rationnels de développement médicamenteux. Différentes méthodes d’inhibition amé-
liorent certaines conditions pathologiques. L’élaboration, encore inaboutie, de thérapies
le ciblant est prometteur. Si aucune molécule n’a passé la barriére des tests cliniques,
il est indispensable de continuer de front le travail de recherche fondamentale. En effet,
il est trés complexe de développer des thérapies innovantes (molécules inhibitrices/mo-
dulatrices, mais aussi anticorps, ARN-médicaments, thérapies géniques...) sans avoir
de schéma précis du comportement de la cible en conditions normales et pathologiques.
Dans ce sens, le récepteur P2X7 a été, et continue d’étre, un mauvais éléve : les mé-

thodologies de recherches classiques ont si souvent échoué qu’il en est devenu iconique.

Délétion génétique et animaux KO

Les premiéres tentatives de générer des animaux KO ont été effectuées par Pfizer®? et
GlaxoSmithKline (GSK)®3, respectivement en 2001 et 2005. Ces KO ont été produits
par insertion de cassette génétique sur I’exon 13 (Pfizer) ou l'exon 1 (GSK). Mais ces
modeéles ont rapidement été remis en question. En 2005, J. Sanchez-Nogueiro et al.
publieront une analyse du modéle KO de Pfizer, dans laquelle ils démontrent par Wes-
tern-blot et immunocytochimie la présence d’une forme de P2X7 dans le cerveau de ces
animaux®4. Nicke et al. feront de méme pour les souris P2X7/- de GSK en 200974. Ces

deux études mettent en avant 1’épissage alternatif de P2X7, qui permet & ce dernier
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d’échapper aux deux méthodes d’ablation génétique. Ainsi, les souris KO Pfizer expri-
ment les isoformes P2X7B et P2X7C, quand les souris GSK expriment P2X7K?®5. Ces
isoformes n’avaient pas été détectées auparavant sur animaux sauvages, car ils sont
bien moins exprimés que la forme principale, P2X7A. Ces spécimens ont toutefois pro-
duit des résultats précieux, permettant d’étudier la physiologie des isoformes P2X7.
Depuis, plusieurs modéles génétiques ont vu le jour. Metzger et al. en 2017 ont annoncé
une souris KO conditionnelle accessible par Cre recombinase dont aucune forme d’épis-
sage n’a échappé®®. Un autre modele trés intéressant a été publié par I’équipe d’Annette
Nicke en 2018, dans lequel est décrit un knock-in (KI) d’une protéine fluorescente,
Enchanced Green Fluorescent Protein (EGFP) sur l'extrémité C-terminale de P2X7.
Ici aussi, aucune version alternative d’épissage ne semble échapper a la modification gé-
nétiqued”. Ces souris sont et seront d’une aide précieuse pour élucider les événements
moléculaires impliquant P2X7, I'effet de sa délétion, son suivi dynamique ou encore son
positionnement dans la cascade de signalisation au sein de modéles de physiopathologies
induites (en plus de fournir un vrai controle négatif).

Les premiéres applications de ces souris, en particulier les deux derniers modéles discu-

tés, a été ’étude de la localisation cellulaire du P2X7 dans le SNC central.

P2X7 neuronal

L’existence neuronale de P2X7 est sans aucun doute un des débats les plus animés
parmi les spécialistes. La finalité de ce débat concernant particuliérement le mécanisme
neuronal direct ou indirect de la neuroinflammation P2X7-dépendante.

L’origine du débat est directement liée aux manques d’outils sélectifs. Il a récemment
(2017) donné lieu a un face-a-face bibliographique entre d’un coté Peter Illes, Tahir
Muhammad Khan et Patrizia Rubini, défendant une position sceptique sur ’existence
neuronale de P2X788. De l'autre, Teresa Miras-Portugal, Alvaro Sebastian-Serrano,
Laura de Diego Garcia et Miguel Diaz-Hernandez affirment une présence fonctionnelle
de ce récepteur a la surface des neurones®. Afin de simplifier les arguments, il ne sera
pas mention ici des preuves expérimentales reposant sur l'utilisation d’anticorps (peu
fiable), des souris Pfizer et GSK lorsqu’elles ont été considérées comme KO « vrai» et
d’agonistes/antagonistes aspécifiques seuls (p. ex. ATP, BBG, BzATP...).

Les premiers arguments en faveur de l’existence neuronale furent les expériences de
RT-PCR et Western-blot, qui ont mis en avant la présence d’ARN messager (ARNm)
codant pour P2X7 dans des neurones. Ces résultats furent ensuite confirmés par hybri-
dation in situ. Mais si cette observation est bien acceptée, d’aucuns pourront remettre
en doute la conséquence biologique de celle-ci. A juste titre, la découverte I’ARNm ne

suffit pas a affirmer sa traduction en protéine. Il est probable que cette molécule soit
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issue des stades primitifs des neurones post-mitotiques, dans lesquels P2X7 conduit la
prolifération et I’élongation axonale (voir section dédiée).

L’équipe de Diaz-Hernandez argumente une détection neuronale présynaptique basée
sur I'inhibition de P2X7 a l'aide d’antagoniste spécifique (A-438079) bloquant 1’aug-
mentation intrasynpatique de calcium provoqué par une application de BzATPY, De
plus, I'inhibiteur AZ10606120 a été décrit comme diminuant les courants entrants évo-
qués par I'application d’ATP sur les terminaisons de la neurohypophyse?!. Peter Illes
et al. critiqueront ici la pureté neuronale (absence de glie) dans certains modéles. En
effet, le marqueur neuronal utilisé pour en attester a été la synaptophysine, connue
pour marquer également les astrocytes de cultures??.

Les modeéles génétiques sont bien évidemment au centre du débat. Le KO conditionnel
publié par Metzger et al. en 201786 a montré la présence d’ARNm-P2X7 neuronal, en
particulier dans la zone hippocampale CA3. Cette observation n’est cependant pas suf-
fisante et nécessite une preuve expérimentale de I’expression fonctionnelle de P2X7 (p.
ex. électrophysiologie). Les souris produites par GenSat (Tg(P2rx7-EGFP)FY174Gsat),
qui expriment une EGFP soluble sous le controle de ’expression de P2X7, montrent
également une localisation neuronale de ce tag? fluorescent. Curieusement, les distri-
butions de ces deux modéles sont trés différentes, les souris de GenSat montrant une
expression généralisée dans plusieurs zones du cerveau.

Une solution & ce probléme a été publiée par Kaczmarek-Hajek et al.87 en 2018 par la
génération de souris KI P2X7-EGFP. Le groupe n’observe aucune distribution neuro-
nale. Ceci malgré I'induction de nociception et d’inflammation (surexprimant P2X7
glial). Selon les auteurs, les différences de résultats avec les souris de GenSat s’expli-
quent par 'altération de mécanismes de régulation de I’expression protéique. Les souris
de GenSat ont subi une modification sur I'intron 1, décrit comme essentiel dans la
traduction de P2X7™. L’expression de 'EGFP serait alors sous un controle P2X7-in-
dépendant, expliquant la disparité de résultats. Cette interprétation est supportée par
le développement et 'utilisation d’anticorps & domaine unique (sdAd, ou nanobody)
spécifique de P2X7 par la méme équipe’’. Ce sdAd n’a lui aussi pas été en mesure de

montrer une présence de P2X7 neuronal (méme aprés des stimuli nociceptifs).

Il semble donc que le débat tourne plutot en faveur d’une expression non neuronale.
Cependant, il ne peut étre exclu que la quantité de P2X7 présents dans ces cellules soit
en dessous de la limite de détection des méthodes utilisées. Afin de cloturer ce débat,

des méthodes plus sensibles devront confirmer ces résultats.

Macropore et coopérativité protéique

2 Anglicisme se référant & une sonde discriminable (étiquette)
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Lors d’application continue d’ATP (ou de BzATP), P2X7 peut permettre & des cations
organiques jusqu’a 900 Da (diamétre de 8,5 A) de traverser la membrane plasmique.
Une ouverture prolongée de ce macropore conduira & une mort programmeée de la cel-
lule. Mais les roles physiologiques de la formation de ce macropore sont encore inconnus.
Différents axes de recherche sont envisagés pour élucider cette question. Parmi eux,
l’augmentation brusque de 'efflux local d’ion K*, ou la fusion membranaire?s.

La fonction est aussi inconnue que la structure exacte de ce pore. Un débat existe
encore sur la coopérativité protéique. Certaines preuves expérimentales supportent
I'idée d’'un complexe multiprotéique (pannexin-1 a longtemps été un candidat probant)
quand d’autres sont en faveur d’une perméation a travers P2X7, et donc d’une dilata-
tion du pore du récepteur. Notre laboratoire a récemment publié un papier de recherche
liant la fonction du macropore & un complexe multi-protéique??.

Sans clarifier le role physiologique du macropore, celui-ci ne peut représenter une cible
thérapeutique convaincante. Cette propriété renforce la difficulté d’étude de cette pro-

téine, ajoutant une autre inconnue a 1’élucidation de ses fonctions.

Les partenaires d’interaction de P2X7, en dehors du macropore, commencent & étre
identifiés. Dans la plupart des cas, la fonction biologique de I'interdépendance n’est pas
claire. L’extrémité C-terminale semble étre un hub central des interactions protéiques.
Plus de 50 protéines ont été identifiées comme partenaires. La liste exhaustive est don-
née en ref?. P2X4 fait partie des protagonistes notoires, dii aux fonctions trés proches
qu’exercent ces deux récepteurs (activation de I'inflammasome NLRP3, sécrétion d'IL-
1% et IL-18...). Certains des partenaires semblent étre impliqués dans différents roles
pro-inflammatoires (macropore, mais aussi, perméation calcique, réarrangement du cy-
tosquelette, phagocytose...). A ce titre, comprendre et moduler ces interactions seront
des atouts précieux dans le développement d’espoirs cliniques.

Dynamique et organisation nanométrique

Les conséquences du manque d’outils d’observation se répercutent sur notre connais-
sance nanométrique du comportement de P2X7. Sa dynamique (diffusion membranaire)
autant que sa nano-organisation n’a été que trés peu étudiée. Le seul modéle d’étude a
été développé en 2013 par Shrivastava et al.?6 en transfectant un construit géné-
tique P2X7-Dendra2, une protéine capable de photoconversion d’une fluorescence verte
a rouge, dans des neurones. Grace a cette méthode, les auteurs ont étudié le comporte-
ment de P2X7 dans le temps, au-dela de la limite de diffraction de la lumiére.

Cette protéine s’agrége en « nanocluster » de 100 nm de diameétre, dont la dynamique
est diminuée lors d’application d’ATP. Cette modulation dynamique a déja été décrite

pour d’autres P2X97, mais ce résultat est le premier concernant P2X7.
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Cependant, le modéle de transfection de protéines de fusion est loin d’étre endogéne et
il convient de traiter ces observations avec prudence. Obtenir des données fiables et
robustes avec une telle résolution demande une méthodologie de marquage non géné-

tique sur modéle endogéne.
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Marquage de protéines

L’observation a toujours été une des plus grandes problématiques de la biologie (et des
sciences expérimentales en général). Dans son sens purement scientifique, elle peut étre
définie comme le recueil de données analysables acquises lors d’une expérimentation.
Dans une méthodologie empirique, la mesure détermine le résultat. Mais celle-ci ne sera
que la conséquence directe de la méthodologie employée. Il est courant d’user d’ap-
proches restrictives afin de limiter ’observation a un nombre de variables qui autorisera
une interprétation rationnelle. Les conclusions seront alors projetées sur des construc-
tions conceptualisées, simplistes et volontairement infidéles & la réalité, appelées mo-
déles. Ceux-ci sont une base pour 1’élaboration de théories expliquant un phénomeéne
et seront souvent contradictoires entre eux, conformément & leurs fondements réduc-
tionnistes.

La description du monde par les théories scientifiques est donc soumise a la subjectivité
expérimentale. C’est a ce sujet qu’Werner Heisenberg, célébre physicien allemand,
écrira « What we observe is not nature in itself but nature exposed to our method of

questionning ».

La biologie moléculaire et cellulaire illustre parfaitement ce propos. L’observation de
protéines au sein de milieu biologique nécessite de les isoler du protéome (et des autres
biomolécules) lors de la mesure. Pour ce faire, il convient de marquer préalablement la
cible avec une sonde adéquate afin de faire émerger un signal spécifique détectable. En
conséquence, une grande partie du systéme doit étre ignoré.

Le biologiste devra faire un choix éclairé sur (1) le type de sonde et (2) le moyen de
marquer ’objet biologique d’intérét dans les conditions de I'expérience. La section sui-
vante s’intéressera principalement & ce dernier point, assumant (sauf indications con-
traires) que la sonde utilisée est un fluorophore organique pour microscopie a fluores-

cence.

Introduction et intéréts biologiques

La compréhension des processus biologiques requiert une vision dynamique de 1’organi-
sation cellulaire dans les conditions étudiées. Le marquage de protéine permet d’isoler
une cible et d’en extraire les caractéristiques & différente échelle de résolution spatiale
et temporelle. Ce dernier est nécessaire a la quasi-totalité des méthodologies de re-

cherche biologique sur le vivant (cellules, organes ou organismes).

Les techniques a disposition des études biologiques sont considérables et prennent des

formes trés variées. Pour cette raison, il ne sera principalement mention ici que des
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méthodes de marquages protéiques pour une application en microscopie a fluorescence.
Ce choix se justifie par les avancées exceptionnelles apportées par ce type d’analyse.
Elle permet de séparer la lumiére émise par un échantillon de la lumiére qu’émet une
sonde (fluorophore), et donc d’isoler cette derniére du systéme, aussi complexe soit-il.
Sa mise en place relativement simple admet une résolution spatio-temporelle inégalée
et une observation non invasive. C’est devenu une méthode de choix lors d’étude de
processus biochimique dii a sa relative simplicité de mise en place et la complexité des
informations qu’elle fournit.

Les techniques d’imagerie & fluorescence fournissent de précieuses informations sur la
distribution et la dynamique de cibles thérapeutiques potentielles. Elles mettent en
évidence (ou réfutent) l'implication supposée de ces derniéres dans des processus pa-
thologiques. Elles offrent alors un rationnel d’inhibition ou de modulation thérapeutique
rigoureux et primordial. De plus, elle permettra de préciser les paramétres cellulaires
desdites protéines : distribution, intensité d’expression, diffusion/mobilité, turnover,

partenaires d’interactions...%8.
1. Meéthodes courantes et exemples sélectionnés

Conjuguer une sonde fluorescente & une cible biologique n’est pas un exercice aisé. Les
paramétres gouvernant le choix de la méthodologie adéquate sont nombreux et dépen-
dent pour beaucoup des résultats escomptés, mais aussi de 'accessibilité de ces der-
niéres. Au regard du systéme utilisé (cellule, tissu, animal...) et de la cible étudiée, le
concepteur de ’expérience devra estimer un compromis approprié.

La section suivante fait état de quelques méthodologies de marquages communes. Elles
ont pour but d’introduire factuellement ce vaste sujet a I’aide d’exemples choisis. A ce
titre, beaucoup d’approches seront volontairement ignorées, a l'instar des techniques

immunologiques (c.-d-d. anticorps conjugués).

1.1 Protéines de fusions

Lorsque l'expérimentateur a un controle étendu sur son systéme biologique et a la
possibilité d’éditer le génome, les protéines de fusions deviennent une technique treés
puissante. Ces chiméres moléculaires sont formées par ’association de plusieurs génes

afin de créer une protéine complexe exhibant les propriétés de ses constituants.

Protéines fluorescentes
L’archétype des protéines fluorescentes est sans aucun doute la green fluorescent pro-

tein (GFP). Extraite de la méduse Aequorea Victoria en 1994, elle offrira le prix Nobel
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de chimie de 2008 & O. Shimomura pour sa découverte, & M. Chalfie pour son applica-
tion comme protéine de fusion et & R. Y. Tsien pour les modifications de cette derniére,
introduisant alors une palette de couleurs différentes. D’autres organismes exprimant
des protéines fluorescentes ont depuis été identifiés. Cela a permis certaines avancées
majeures dans la modulation des parameétres photochimiques, en particulier la bril-
lance?®?, les longueurs d’onde d’émission/absorption et ’encombrement. Le principe gé-
néral est illustré par la Figure 6.

Ces protéines sont formées par des feuillets béta entourant un fluorophore dans une
forme de baril. La formation du fluorophore est issue de la modification post-traduc-
tionnelle de 3 acides aminés. La biosynthése de ce dernier est dépendante du repliement
protéique, qui oriente correctement les résidus catalytiques qui guideront la voie de
synthése du composé fluorescent. Ce point est particuliérement important, car il sous-
entend que la protéine est capable d’autocatalyser les réactions nécessaires a sa matu-
ration. A ce titre, elle ne dépendra d’aucun cofacteur ou enzyme. Il devient donc pos-
sible de I’exprimer dans n’importe quel type cellulaire?.

La fusion de cette derniére avec une protéine cible offre le parachévement de la sélec-
tivité dans la biologie moderne. Le signal fluorescent ne sera, par définition, que sur sa
cible. Enfin, cette méthode ne souffre d’aucun probléme de perméabilité cellulaire, car
le fluorophore est construit in situ. Il est a ce titre possible d’étudier des compartiments
extrémement précis et restreints.

Ces 20 derniéres années ont été riches en démonstration de 'utilité biologique de cet
outil, de la simple fusion génétique de géne plasmidique transfectés a I’organisme entier.
L’introduction sur la signalisation purinergique et le récepteur P2X7 en fait mention

réguliérement et témoigne de 'omniprésence de cet outil dans la recherche biologique.

Construit génétique
GFP fusionnée

2160

Transfection
GFP

Protéine
d'intérét

Figure 6 Principe général du marquage de protéine par fusion de protéines fluorescentes. A. Un construit génétique
(plasmide) est modifié pour porter une fusion du géne de la protéine d’intérét et de la protéine fluorescente. B. Ce
dernier sera transfecté dans une cellule cible pour exprimant la protéine chimérique.

3a La brillance est définie comme le produit du coefficient d’extinction molaire et du rendement quantique
de fluorescence
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Les protéines fluorescentes ont par ailleurs été modifiées pour exhiber des propriétés
photophysiques qui optimisent ou dépassent la «simple» fluorescence des GFP. Ces
objets ont alors drastiquement fait évoluer les possibilités d’analyse. Le décalage des
observations vers les longueurs d’ondes rouges et infrarouges ((E2-Crimson, mNeptune,
...) permet par exemple I'imagerie intravitale. Grace & la diminution d’absorbance des
tissus dans ces zones du spectre et leur faible autofluorescence, les instruments d’ima-
gerie peuvent pénétrer plus en profondeur dans I’échantillon étudié. De plus, la diver-
sification des propriétés a permis de dépasser la limite de diffraction de la lumiére
imposée en microscopie optique. Certaines protéines fluorescentes sont capables de pho-
toconversion (Dendra, Eos, ...), autorisant conséquemment 1’observation nanométrique
d’objet biologique. Ce sujet sera traité en détail dans la section dédiée a la microscopie
super-résolutive. Enfin, quelques protéines fluorescentes peuvent également former des
partenaires de FRET (Forster resonance energy transfer) afin d’identifier d’éventuelles

interactions protéines-protéines.

Protéine « self-labeling »

En considération de I’évolution perpétuelle des techniques d’imagerie, les scientifiques
sont devenus friands de méthodes de marquage toujours plus élaborées. Les enzymes
dites « suicides » ont ainsi vu le jour. Ce sont des protéines congues pour permettre une
conjugaison covalente avec une petite molécule fonctionnalisée. L’intérét premier de ces
protéines de fusion repose sur la diversité des sondes chimiques qui peut étre apportée
sur la protéine d’intérét.

Plusieurs méthodes sont décrites aujourd’hui et certaines sont devenues des solutions
commerciales routiniéres. C’est notamment le cas d’HaloTag, développé par Promega
en 2008190, Cette enzyme est une modification de I’haloalcane dehalogenase bactérienne.
Elle permet la capture covalente d’'une sonde chimique par la bioconjugaison de son

substrat, un chloroalcane. Dans les années 2000, le groupe de recherche de K. Johnsson

- - In cellulo
Construit génétique Transfection ‘-@
SNAP/CLIP _ 3 sy — 3‘
fusionnée SNAP/ N .—@ .'@
) e CLIP-tag J
Amp* %00 .///
Protéine OA@\/H
V'intéret N N
d'intére ¢ qu\ \*
m N7 "NH,

Figure 7 Principe général du marquage de protéine par enzyme suicide. Un plasmide modifié (A) est tranfecté dans
une cellule. Aprés expression de la protéine chimérique, 'enzyme réagira avec son substrat lié & une sonde (B) afin
de marquer de fagon covalente la protéine d’intérét (C).
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a développé le SNAP-tag et sa variante, le CLIP-tag. Ces biotechnologies, orthogonales
entre elles, sont inspirées d’une enzyme responsable de la réparation du génome, la OS-
methylguanine-DNA methyltransferase. Spontanément, une guanine peut étre méthylée
en O%-methylguanine. Le role de cette enzyme non catalytique est alors d’assurer le
transfert de cet alkyle sur son propre site actif via une réaction Sx2%. Par évolution
dirigée, ce groupe a réussi a éditer cette fonction pour développer le SNAP-tag. Cette
enzyme se lie irréversiblement a la O%benzylguanine, et atteste d’une cinétique (k =
2.8x10* M1 s'1) et d’une sélectivité remarquable!?. L optimisation de cette technologie
a aboli la réaction de la protéine sauvage avec I’ADN, offrant un outil de fusion géné-
tique puissant et simple de mise en ceuvre. Quelques années plus tard, le CLIP-tag sera
mis au point. Cette approche s’inspire du SNAP-tag en diversifiant le ligand nécessaire
a la conjugaison, ici la O2%-benzylcytosine. Son avantage premier réside dans I’orthogo-
nalité des substrats, permettant I’analyse multiprotéique!?2. Le principe général est il-
lustré par la Figure 7.

Sur bien des points, les enzymes suicides se montrent supérieures aux protéines fluo-
rescentes. Elles autorisent la conjugaison d’une protéine d’intérét avec une diversité
chimique virtuellement illimitée. A ce titre, elles ne se limitent pas & la microscopie
optique, mais permettent le design d’expériences multiparamétriques complexes. Par
exemple, 1'utilisation de fluorophores sensibles au pH, a I’hydrophobicité ou encore a
I'oxydation du milieu offre des capacités analytiques qui dépassent la résolution spatio-
temporelle. De plus, I'emploi concerté de SNAP-tag et CLIP-tag permet la construction
de biosenseurs FRET, ’exploration des interactions protéine-protéine et leur modula-

tion.

Avantages et limites

Les méthodes de fusion protéique offrent une sélectivité extraordinaire, puisqu’expri-
mées avec la protéine d’intérét. L’optimisation des techniques de biologie moléculaire
permet & ces derniéres de trouver leurs places dans la quasi-totalité des laboratoires de
biologie. Compatible avec les études in vivo, elles sont parmi les outils d’étude protéique
les plus puissants et complets. Néanmoins, elles présentent également certaines limita-
tions. Ainsi, la sélectivité du marquage par enzymes suicides est dépendante du substrat
et de ses fonctions chimiques. Par exemple, il est aujourd’hui décrit que certains fluo-
rophores interagissent avec la membrane lipidique, créant une source de signal aspéci-
fique!3,

Mais surtout, ces protéines sont encombrantes. D’un poids moléculaire conséquent
(EGFP : 27 kDa, Halo-tag : 33 kDa, SNAP-tag : 19,4 kDa), elles limitent la dynamique

4a Substitution nucléophile bimoléculaire. La réaction s’effectue selon un mécanisme concerté dans lequel
I’attaque du nucléophile et le départ du groupe partant sont simultanés.
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et les interactions de la protéine ciblée. Les souris P2X7-EGFP développées par le la-
boratoire d’A. Nicke illustrent bien ce point. Cette protéine de fusion a été insérée sur
la partie C-terminale de la protéine cible. Cette extrémité est pourtant décrite comme
gouvernant la majorité des interactions responsable des cascades signalétiques?. La
fusion de structure protéique a ’objet étudié aura des conséquences difficiles a prédire,

mais introduira par définition des artefacts biologiques.

1.2 Acides aminés non naturels

Cette technique repose sur une méthodologie tres élégante : remplacer un acide aminé
naturel lors de la synthése ribosomale par un variant structurel non canonique.

La synthése protéique requiert un code apporté par ’ARNm sous forme de triplet nu-
cléotidiques, appelé codon, permettant de traduire une séquence d’acides aminés. Ceux-
ci sont apportés par le couple ARNt (ARN de transfert)/aminoacyl-ARNt synthétase
au niveau du ribosome. Parmi les 64 codons possibles, 3 ne sont pas codants : UGA
(opale), UAA (ocre) et UAG (ambre). Ce sont les « codons-stops», ou « non-sens »,
permettant de signaler au ribosome la fin de la séquence protéique.

Toutefois, le codon ambre n’est naturellement que peu présent dans la plupart des
organismes. En conséquence, il est envisageable de synthétiser in wvitro un couple
ARNt/aminoacyl-ARNt synthétase décodant le codon ambre, processus dit de «sup-
pression ». Ceci permet alors d’incorporer un acide aminé non canonique sur une pro-
téine a un site spécifique. En 1989, I’équipe de P. Schultz en a fait une démonstration

remarquable. Ils ont tout d’abord substitué un triplet nucléotidique par un codon ambre
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Figure 8 Principe général de incorporation d’acides aminés non naturels. Aprés transfection du géne muté (A),
la présence du couple ARNt/aminoacyl-ARNt synthétase (B) dictera la synthése de la protéine finale (C). Une
chimie bioorthogonale permettra alors d’apporter une sonde détectable sur I'acide aminé cible (non montré ici).
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dans la séquence d’une K-lactamase plasmidique. Ils ont ensuite aminoacylé un ARNt
suppresseur avec un acide aminé non naturel in vitro. Enfin, ce plasmide a été transfecté
dans une cellule hote. En présence de ’ARNt aminoacylé, la protéine est alors traduite
et incorporera au site de mutation ’acide aminé imposé. La privation de ce dernier
induira l'arrét de la synthése protéique au codon non-sens (Figure 8). Cette méthodo-
logie permet un controle fin de 'expression de la protéine cible!?* en plus d’une modi-
fication dirigée. Le couple ARNt/aminoacyl-ARNt synthétase additionnel est orthogo-
nal & la machinerie traductionnelle en 'absence de codons ambre, garantissant une
sélectivité optimale.

Cette approche s’étend alors au-dela du champ du marquage de protéine. L’incorpora-
tion d’acides aminés contenant des fonctions masquées placés sur des sites catalytiques
permet l'activation ou I'inhibition de l'activité. Par exemple, une irradiation lumineuse
peut révéler 'activité d’un résidu, masquée par un groupement photolabile. La littéra-
ture présente de nombreuses applications dans les cellules mammiféres. Par exemple,
D. Nguyen et al. ont photocagé une cystéine par ce procédé, et décrivent un controle
spatial et temporel sur lactivité de I’enzyme ciblée!%. Une diversité chimique a depuis
été introduite et étend les possibilités de modulations d’activité protéique.

Appliquer cette méthode pour le marquage protéique implique I'introduction de parte-
naire chimique de réactions bioorthogonales. C’est ainsi que les solutions commerciales
ont été développées et optimisées. Elles ne nécessitent aujourd’hui que trés peu de
labeurs expérimentaux afin d’insérer une mutation par expansion du code génétique.
La réaction de Diels-Alder & demande inverse d’électron (iIEDDA) a émergé comme un
des meilleurs candidats. Rapide (k =1 - 106 M- s1) et sélective, elle implique une
cycloaddition [4+42] entre un alcéne tendu et une tétrazine. Cette derniére a un potentiel
fluorogénique trés intéressant. Certains fluorophores fonctionnalisés avec une tétrazine
voient l'intensité de leur fluorescence drastiquement diminuée. La réaction avec un
alcéne tendu présent dans le milieu restituera la brillance originale. Les tétrazines sont
des composés trés attirants pour I'imagerie cellulaire. Elles réduisent significativement
le signal aspécifique et autorisent par le fait des observations intracellulaires sans lavage
de I'exces de fluorophore.

Expandre le code génétique par insertion d’un trans-cycloocténe (TCO) sur un site
spécifique est aujourd’hui une des alternatives les plus puissantes pour conduire des
expériences de microscopie super-résolutive!?,

Cette méthode est relativement simple de mise en ceuvre sur culture cellulaire. Elle
s’appuie pour beaucoup sur des solutions commerciales abordables pour la plupart des
laboratoires possédant des équipements standards. Des protocoles détaillés sont égale-
ment disponiblesi??. Elle élimine les artéfacts introduits par les protéines de fusions et

permet un marquage hautement sélectif (dépendant des propriétés de la sonde chimique
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choisie). Enfin, elle autorise une étude dynamique et multiparamétrique. Plusieurs pro-
téines peuvent étre fonctionnalisées avec des partenaires de chimie bioorthogonales dif-
férentes.

Néanmoins malgré ses qualités indéniables, cette technique n’est pas exempte de limi-
tations. Une des plus évidentes est la présence endogéne du codon ambre. Si ce codon-
stop est le moins abondant chez les mammiféres, son occurrence naturelle induit une
source directe d’aspécifisme (25000 cadres de lecture ouverts au sein du génome hu-
main)!'%® en plus de la génération de protéines aberrantes. La cible étudiée devra donc
étre abondante et permettre un ratio signal/bruit satisfaisant. Cela limite donc son
application sur les cibles protéiques peu exprimées. L’étude de protéines membranaire
couplée a des fluorophores imperméants a la bicouche lipidique s’affranchit de ce point.
Ensuite, le site d’incorporation ne peut pas étre choisi au hasard. La modification struc-
turelle résultante impactera la flexibilité de la séquence peptidique. Les conséquences
fonctionnelles doivent étre minutieusement étudiées.

Enfin, le transfert du systéme de culture & ’animal n’est pas trivial. L’organisme doit
étre modifié pour exprimer la paire ARNt suppresseuse/aminoacyl-ARNt synthétase,
fonctionnelle et orthogonale au mécanisme de traduction endogéne. De plus, les cellules
eucaryotes ont un systéme de dégradation des ARNm non-sens, spécifiquement dirigé
contre les codons-stops présents dans les ARNm afin de les dégrader. Il convient alors
de controler ce mécanisme!?. Enfin, l’acide aminé non naturel doit étre distribué et
disponible dans toutes les cellules étudiées de ’animal. Ceci limite le choix des fonctions
introduites. Les acides aminés chargés ou encombrants sont alors défavorisés.

Malgré ces challenges, différentes équipes ont réussi ce tour de force. S. Greiss et J.W.
Chin ont publié en 2011 I'expansion du code génétique du nématode C. elegans'!V.
Récemment, S. Han et al. ont publié 'incorporation d’acides aminés chez mus musculus.
Les perspectives et les opportunités qu’offre ce systéme sont extraordinaires. Certains

le prédisent comme devenant ’outil le plus puissant dans I’étude protéique!!l.

En dépit de la robustesse des résultats fournis par cette méthode, sa mise en ceuvre au
sein d’organismes pluricellulaires est laborieuse et encore peu répandue. Peu de groupes
de recherche sont capables de considérer les observations in et er vivo comme routi-
niéres. A ce titre, le développement de de nouvelles approches admettant une modifi-
cation sélective d’une protéine cible par I'introduction d’une diversité de fonctions chi-
miques devient un champ de recherche trés actif. L’aboutissement ultime serait un
marquage de protéine native, ne nécessitant aucune étape d’ingénierie génétique et

n’induisant aucun artefact dans les fonctions biologiques.
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2. Marquage guidé par un ligand

Circonvenir aux limitations des méthodes évoquées jusqu’ici n’est pas chose aisée.
Quatre grandes problématiques ressortent de ces derniéres : L’encombrement pro-
téique, la modification génétique, la compatibilité avec I’étude in vivo et 'accessibilité
(simplicité d’usage). Un tel cahier des charges ne laisse que peu de candidats éventuels.
Ici, la biologie chimique dévoile quelques atouts. C’est au sein de cette discipline pas-
sionnante et relativement jeune qu’a été développé le marquage chimique de protéine
guidé par un ligand. Cette approche se distingue par son remarquable potentiel. Elle
permet de bioconjuguer une protéine native dans un milieu biologique multimoléculaire
complexe. Cette méthode de choix est décrite dans la section suivante. Ses composants,

applications et considérations expérimentales seront détaillés.

Principes généraux

Le marquage d’affinité guidé par un ligand permet de fonctionnaliser une protéine avec
une sonde chimique pertinente. Ceci sur cellule ou tissu vivant et sans aucune modifi-
cation génétique.

Dans la premiére preuve de concept apportée en 2009, I. Hamachi et son équipe décri-
vent les trois étapes nécessaires a cette méthodologie (Figure 9). (1) A un ligand L de
faible constante de dissociation (Kp) est incorporé un électrophile clivable, lui-méme
lié a la sonde choisie. La reconnaissance du ligand pour sa cible protéique P induit la
formation d’'un complexe moléculaire ligand-protéine LP. (2) Ce dernier permet de
convertir une réaction bimoléculaire en réaction pseudo-intramoléculaire, modifiant
ainsi favorablement ses variables d’état (en particulier la concentration locale). La
proximité induite conduit a la juxtaposition de 1’électrophile et de ’acide aminé nu-
cléophile endogéne ciblé, facilitant la réaction de substitution nucléophile Sx2 (cons-
tante de vitesse ki) qui transférera la sonde chimique sur le résidu. (3) Le ligand clivé

. . s . * . . o1
se dissociera alors de la protéine marquée P~ et sera ensuite lavé du milieu!!2.

@ @) @

Figure 9 Illustration schématique du marquage de protéine guidé par l'affinité. PI : protéine d’intérét. Nu : acide

’ #.d L
.

é
. Sa—

aminé nucléophile. Rond bleu : ligand de haute affinité. Etoile rouge : sonde chimique.
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La réaction de marquage suit ’équation!!s :

KD kL
L+P s LP - P
Equation 1
Soit :
[Plo = [P] + [PL] +[P*] = [p]+[P*] avec [p] = [P] + [PL]
Equation 2
[L] [P]
o = TP
Equation 3
d[p]
— g — lalPL]
Equation 4
Pour laquelle la solution est :
In [Pl _ k.t
[P]O 1+ &
L] ,
Equation 5

Dans le cas ot [L] >> [P]o, la constante de pseudo-premier ordre kg, de la réaction

est défini par :

[P]+[LP] _ ep(cko D)
Plo awp ,
Equation 6
Puisque :
P =[P), — [P*] et P = [P] + [LP]
ki
Kapp =
Kp
1+ L]
Equation 7
Et
[P]O - [P]* = eXp(_kapp -t)
Equation 8
Donc :
[P]" = [P]o (1 — exp(— kgpp - t)
Equation 9
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Ou ki, et Kp seront établis expérimentalement.

Cette méthode permet donc le marquage covalent d’une protéine cible sans aucune
modification préalable. De plus, elle garantit 'intégrité de ses fonctions endogenes.
L’encombrement stérique qu’induit le ligand au sein du site actif de la protéine n’auto-
rise celui-ci qu’a en modifier sa périphérie. Les résidus qui composent le site catalytique
sont ainsi protégés. Cette notion est bien évidemment simplifiée pour un ligand allos-

térique.

Une variante du marquage guidé par un ligand a été décrite par Y. Koshi au sein du
laboratoire de I. Hamachi : la catalyse guidée par ’affinité. Dans cette approche, un
ligand est modifié & son extrémité accessible au solvant par un groupement catalytique.
Le marquage s’effectuera en 3 étapes. (1) La reconnaissance spécifique du ligand pour
sa cible. (2) Ce dernier sera alors en mesure, dans une réaction bioorthogonale, d’activer
un donneur d’acyle exogéne pour former un intermédiaire réactif a la surface du site de
liaison. (3) Cet intermédiaire permettra alors l'acylation d’acides aminés nucléophile
par effet de proximité. La protéine sera ainsi sélectivement conjuguée avec une sonde
portée par le donneur d’acyle. Le ligand réintégrera un cycle catalytique.

Cette forme de marquage présente au moins deux avantages sur le marquage guidé par
un ligand. Elle admet 'utilisation de groupements nucléophiles sur le ligand, qui serait
décomposé dans la premiére version. Ensuite, le recyclage du ligand catalytique apreés
I’étape de marquage permet théoriquement d’en réduire les concentrations nécessaires,

bénéficiant a la spécificité du marquage (Figure 10).

Cycle catalytique

O

Figure 10 Illustration schématique du marquage de protéine par catalyse guidé par l'affinité. PI: protéine d’intérét.

Nu : acide aminé nucléophile. Rond bleu : ligand de haute affinité. Etoile rouge : sonde chimique.
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Si 'outil optimisé est en pratique trés simple d’utilisation, le design d’un réactif de
marquage est un processus complexe qui demande des données préliminaires fiables et
une attention particuliére. La chimie guidée par un ligand comporte 4 points structurels
critiques : un ligand de haute affinité, un électrophile, un lien chimique entre ces deux
structures et la sonde. L’approche catalytique nécessite quant a elle le design de deux
molécules : le ligand lié a I'extrémité catalytique, et son substrat qui comportera un
donneur d’acyle et la fonction de marquage d’intérét. Une analyse de chacune de ces
caractéristiques est proposée ci-aprés. Les exemples d’applications fournis par la litté-
rature ne sont pas encore suffisants pour poser des bases théoriques solides sur lesquelles
un expérimentateur pourra s’appuyer pour la conception fiable d’'un marquage chi-
mique. A ce titre, cette analyse sera restreinte aux grandes lignes extraites des données
empiriques disponibles sur les parties ligand, lien chimique, électrophile/catalyseur et
sonde du réactif de marquage. Le développement de cette stratégie repose pour beau-
coup sur une méthode essai-erreur. Toutefois, des principes généraux en émergent et

permettront, & terme, de rationaliser au mieux cette approche.

Ligand

Le ligand est sans aucun doute la partie la plus importante de cette stratégie. C’est la
garante de la sélectivité qui permet de guider le réactif pour permettre ou accélérer la
réaction. Le Kp du ligand choisi se doit impérativement d’étre de ’ordre du nanomo-
laire. En effet, Tamura et al. ont démontré ce point en 2018 lors du marquage de la
protéine FKBP12. Une méme stratégie chimique construite sur deux ligands d’affinité
drastiquement différente montre que si le premier (Kp = 20 nM) est capable de mar-
quer la protéine cible, le deuxiéme, peu affin (Kp = 3,5 nM) exhibe une cinétique lente
conjointement & une sélectivité déplorable!!s.

Dans un cas de figure idéal, le ligand choisi ne doit activer aucun processus biologique.
Les temps d’incubation avec celui-ci peuvent varier de quelques minutes!!3 & une di-
zaine d’heures!!?. Le candidat adéquat ne modifiera pas le comportement de la protéine
durant le laps de temps nécessaire. Les antagonistes allostériques de protéines quies-
centes sont les meilleurs exemples ici.

Ensuite, un catalogue fourni d’informations structurelles est souhaitable. Bien que non
indispensables, les coordonnées atomiques du complexe protéine-ligand sont un facteur
de succés non négligeable. Ceux-ci permettent non seulement d’évaluer in silico les
conséquences de différents liens chimiques entre le ligand et la fonction réactive, de
« précibler » des acides aminés, mais surtout de guider le site de modification du ligand.
Si ces données peuvent étre couplées a des informations de relation (quantitative) struc-

ture-activité (QSAR), la fonctionnalisation du pharmacophore® en sera d’autant plus

52 Motif chimique de la molécule responsable pour son activité biologique.
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aisée. Puisque c’est sur la base de ce dernier que sera construite le réactif de marquage,
il convient de s’assurer de n’altérer qu’au minimum son affinité lors de sa modification.
Ces deux jeux de données (structure et QSAR) complémentaires sont importants, ce-
pendant des candidats peuvent étre proposés a partir de I'un ou 'autre, séparément.
C’est alors I'expérience qui devra guider I'expérimentateur dans la dérivation structu-

relle optimale du composé initial.

Lien chimique

Le lien chimique détermine la distance entre le groupement réactif (électrophile ou
catalyseur) et l'acide aminé. En d’autres termes, il est responsable de la proximité
spatiale induite, fondement méme de cette stratégie.

Trois caractéristiques se dégagent alors. Si la longueur et la rigidité apparaissent comme
évidentes, la derniére est moins flagrante, au point qu’aucun auteur ne semble en avoir
discuté. 1l s’agit du recouvrement d’orbitales dans la réaction de marquage. La forma-
tion du complexe protéine-ligand impose un réarrangement spatial des deux parte-
naires. La flexibilité relative de ces derniers favorise un état du complexe de plus basse
énergie, qui interdit alors certaines conformations!''®. Néanmoins, pour que la réaction
chimique ait lieu, les orbitales du nucléophile et de I’électrophile doivent étre adjacente.
Les contraintes stériques imposées doivent admettre ’angle d’attaque favorable a la
réaction. Ainsi, les propriétés anisotropiques de la réaction sont déterminantes. Les
parameétres de longueurs et de rigidité sont quant & eux mieux documentés, grace a des
données empiriques exploratoires fournies par T. Tamura, S. Tsukiji et I. Hamachi sur
la protéine FKBP12. En étudiant l'effet sur un marquage guidé par l'affinité de six
liens de nature chimique différente, ils ont mis en avant certains points. Incontestable-
ment, une longueur idéale est nécessaire. Cependant, a distance égale la flexibilité du
lien montre des propriétés moins intuitives. Il semble que réduire les degrés de liberté
(pipérazine wvs lien linéaire) bénéficie au marquage et a ses cinétiques. De plus, cette
rigidité semble influer directement sur la nature de ’acide aminé modifié par 1’électro-
phile (tosylate). Un lien flexible tend & marquer une histidine et une glutamine en
proportion grossiérement égale. Mais le rigidifier conduit & un marquage presque exclu-
sif de I'acide glutamique!l6. Toutefois ces résultats semblent strictement dépendre du
cas d’étude. Le méme marquage sur une anhydrase carbonique offre des conclusions
drastiquement opposées. Dans ce modéle protéique, un lien ethylénediamine se montre
supérieur dans son efficacité et sa sélectivité de marquage des résidus ciblés, relative-
ment & la pipérazine.

La disponibilité des acides aminés modifiables en périphérie du site de liaison varie

d’une protéine & une autre. Le lien chimique se doit donc d’étre adapté dans chaque
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approche. Une prédiction de novo développée sur des bases structurales permet de ra-
tionaliser le criblage de différent lien, et d’alléger ainsi le labeur expérimental. La dis-
ponibilité de structure du complexe ligand-protéine facilitera la modélisation molécu-
laire in silico et sera ici d’une aide précieuse.

Une attention particuliére devra étre apportée aux protéines trés dynamiques. Les tech-
niques de biologie structurale ne prodiguent que des « images » statiques de I'objet ou
du complexe étudié (exception faite de la résonance magnétique nucléaire, encore peu
répandue). Il est aujourd’hui admis que la flexibilité d’une protéine est indispensable &
sa fonction, au méme titre que sa structure. Ainsi, les différents déterminants structu-
rels exhibent des rigidités locales propre!!'?, influencant directement la disponibilité des
résidus pour une réaction de marquage. Dans un tel cas de figure, la flexibilité du lien
chimique doit favoriser ’accessibilité stérique du groupement réactif a ’acide aminé
ciblé. Une rigidité imposée peut donc interdire 'effet de proximité.

En conclusion, la prédiction d’une bibliothéque de lien chimique peut étre rationalisée
sur la base des données structurelles, de (Q)SAR et de dynamique du complexe ligand-
protéine. Néanmoins, la résolution spatio-temporelle offerte par les outils actuels n’at-
teint pas la complexité de la réalité. La conception du lien chimique devra alors étre

optimisée par ’expérience.

Electrophile/catalyseur

Depuis la preuve de concept en 2009, une collection d’électrophile et de catalyseurs ont
été décrit. Le laboratoire d’I. Hamachi en fait trés réguliérement la synthése dans des
articles de revue publiés annuellement entre 2017 et 2020118:119,120.121 " CPegt sur les fon-
dements de ces travaux explicites que sera construite la section suivante.

Le choix de ’électrophile dans un marquage guidé par le ligand repose sur plusieurs
critéres, en particulier I’acide aminé canonique a modifier, la perméabilité membranaire
imposée, le rapport signal sur bruit tolérable dans ’expérience et enfin la vitesse de
marquage. Ce dernier paramétre revét une importance capitale pour les protéines fré-
quemment renouvelées (turnover) ou ayant un temps de demi-vie court.

Ces critéres s’appliquent également a ’approche guidée par I'affinité, ot le groupement
catalytique et le donneur d’acyle doivent respecter ce cahier des charges. Doit étre
rajouté ici un indice de cytotoxicité, car certains systémes catalytiques reposent effec-
tivement sur des métaux de transitions, connus pour leurs toxicités biologiques. Au-
jourd’hui, 10 électrophiles et 2 extrémités catalytiques ont été décrits. Ils sont listés
dans la Figure 11 et le Tableau 1, incluant les références, les conditions d’utilisations,
les acides aminés préférentiellement ciblés par ces derniers et une estimation du temps

de marquage. Il est a noter qu’il n’est mention ici que des électrophiles/extrémités
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catalytiques qui ont démontré une efficacité de marquage sur cellule vivante. Les grou-

pements qui n’ont pas validé ce critére ne seront pas discutés.

7 Nu

N\ _Nu _L)

o 0
o 0, Br o Q
87 Q o N-§=0 /N> HJ\Q\ o
Br 0 L_sH

Dibromophenyl Azoture de sulfonyl O-NBD N-sulfanylethylanilide

Tosylate
benzoate

i QQ M@O&Orc

N-sulfonyl N-acyl-N-alkylsulfonamide

TCC pyridone (NASA)

Ester de phenyl Acyl imidazole

Figure 11 Marquage protéique d'affinité. A. Schéma général. B. Electrophiles décrits. PI : protéine d’intérét. Nu :
acide aminé nucléophile. Rond bleu : ligand de haute affinité. Etoile rouge : sonde chimique.
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. Acides aminés Temps de .
Electrophiles i Conditions Ref.
marqués marquage
. Culture cellulaire,
His, Tyr, Cys, ) i
Tosylate >10h tissu murin, lysat 12
Glu, Asp .
in vivo
Dib henyl
1DTOMOPAEHY Lys, His 1a3h Culture cellulaire 122
benzoate
Azoture de sulfonyl Lys 1h Culture cellulaire 123
O-NBD Lys 1h Culture cellulaire 124
N-
. Lys 48 h Culture cellulaire 125
sulfanylethylanilide
Cys, Lys, His,
TCC ey 8h Culture cellulaire 126
Tyr, Trp
) 10 min )
N-sulfonyl pyridone Tyr, Lys . Culture cellulaire 127
a
10 min 3
NASA Lys inllln . Culture cellulaire 113
Ester de phenyl Lys 12 h Culture cellulaire 128
Culture cellulaire,
Acyl imidazole Lys, Ser, Tyr 3a6h tissu cérébral 129

Tableau 1 Propriétés chimique des électrophiles décrit.
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La localisation membranaire de la protéine imposera une sélection prédéfinie. Les sites
de liaison extracellulaire ne souffriront d’aucune restriction ici, mais les cibles intracel-
lulaires exigeront un éventail restreint de fonctions réactives. En premier lieu, le passage
de la membrane plasmique impose une sélectivité particuliére, le protéome accessible
étant alors drastiquement diversifié. De plus, ce passage doit étre autorisé par la struc-
ture du réactif de marquage. Parmi ces derniéres, on compte le tosylate, le dibromo-
phenyl benzoate, le NASA, le N-sulfonyl pyridone, le N-sulfonyl ethylanilide, I'ester de
phenyl et la sonde TCC.

Cycle catalytique

A :
i i i Nu Nu
B
Catalyseur GrouPement Catalyseur Grou-pement
activable activable

A

_OH O:N
e g
SR
(0]

7

\ pum—
O €S i
QJ s ®
DMAP Thiophenylester ON

N-acyl-N-alkyl-

Pyridinium oxime X
sulfonamide

Figure 12 Marquage protéique organocatalysé. A. Schéma général de 'approche catalytique. B. Couple catalyseur-
groupement activable décrit.
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Acide
Cataly- Groupement . Temps de .
. aminé mar- Conditions Ref
seur activable . marquage
qué

DMAP Thiophenylester ~ Lys, Ser, Tyr <3h Culture cellulaire 130

Pyridi- Culture cellulaire,
nium NASA Lys, Ser 1h tranche de cer- 131
oxime veau

Tableau 2 Propriétés chimiques des couples catalyseurs-groupements activables décrits.

La sélectivité de chaque électrophile est un critére complexe a établir : Le ratio signal
sur bruit n’est décrit que pour la protéine cible. Si cela semble évident de prime abord,
il convient de le normaliser sur le niveau d’expression de la protéine. En effet, une
protéine abondante offrira un signal robuste, mais ne garantit en rien la transférabilité
de la méthode sur une protéine plus clairsemée. Une étude systémique de la sélectivité
relative de chaque groupement réactif bénéficierait grandement a la communauté scien-
tifique.

Enfin, la vitesse de réaction sera a déterminer en fonction du taux de renouvellement
de la protéine, de son temps de présence a son site d’adressage ou encore de ’analyse.
Un suivi de dynamique protéique exigera une cinétique rapide. A ce titre, 1’électrophile
NASA montre les Kp de réaction les plus élevés (10* M1 s'1, similaire & ceux observés
pour I'enzyme suicide SNAP-tag). Le couple pyridinium oxime — NASA, le O-nitroben-
zoxadiazole ainsi que le ’azoture de sulfonyl montrent des vitesses de marquage tout a

fait satisfaisantes puisqu’une heure suffi & un marquage exploitable.

Sonde de marquage

La sonde est I’objet observé ou révélé. A ce titre, une sélection éclairée permettra de
réduire les artefacts de mesure induits par cette dernieére. C’est par exemple un pro-
bléme récurrent dans la grande famille des fluorophores organiques. Beaucoup de ceux-
ci tendent & interagir avec les membranes biologiques, provoquant ainsi une forme de
séquestration et in fine de faux-positifs!?3. Une solution élégante a cette problématique
a été proposée par T. Yamaguchi en 2013 et par H. Kojima en 2020 avec les réactifs
O-nitrobenzoxadiazole et la sonde TCC, respectivement. Dans cette approche, la réac-
tion de marquage forme un fluorophore (sonde turn-on), directement a la surface de la

cellule. L’introduction d’'une diversité chimique est alors plus complexe.
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Le choix de la fonctionnalisation est ’étape qui admet le plus de créativité de la part
du concepteur. En plus de fluorophores, I'introduction de partenaire de chimie bioor-
thogonale tel que le groupement azoture ou transcycloocténe est un choix judicieux. La
biotine est aussi un outil trés puissant, grace a son interaction ultra-spécifique avec la
streptavidine. Un large spectre de streptavidines bioconjugées est commercialisé. De
I’atome d’or pour la microscopie électronique & la bille d’agarose pour les expériences
de Pull Down, elle fait partie des outils majeurs de la biochimie moderne.

Au-dela de la détection, la fonction introduite peut permettre la modulation de proces-
sus biologique. T. Tamura et al. ont fonctionnalisé une FKBP12 avec un groupement
« photo-crosslinker » (diazirine), capturant ainsi une protéine proche aprés irradiations
lumineuses. Ils ont ainsi mis en avant une interaction protéine-protéine avec mTOR!6
(voir également!3?).

Inspiré de cette méthode, différents biosenseurs ont alors vu le jour. L’insertion de
sonde YF112.133 oy de partenaire FRET!34 sont des exemples pertinents. La construction
in situ de biosenseurs & partir de cette méthode de marquage (et d’autre, incluant le
SNAP-tag précédemment décrit) a été discutée dans un article de revue par ’équipe

d’I. Hamachi donné en ref'3® pour le lecteur curieux.

Considérations chimiques générales

Le chimiste critique déplorera certainement ’absence d’un examen structurel plus
abouti du réactif (ou du couple) de marquage. Les paramétres comme la solubilité dans
I’eau, la perméabilité membranaire, la localisation cellulaire et la stabilité en milieu
biologique (intra- et extracellulaire) se généralisent a la structure de 'outil et non & ses
sous-composants. A ce titre, elles seront discutées & part par souci de clarté.

Il est raisonnable de s’inspirer des régles basiques de la pharmacologie pour la structure
finale du, ou des, composé(s) bioactif(s). L’insertion de groupement biologiquement
instable (par ex. esters ou accepteur de Michael) nécessite bien évidemment une atten-
tion particuliére.

L’hydrophobicité peut étre controlée par 'ajout de groupement oligoéthyléne glycol ou
de charges nettes. Ces derniéres peuvent permettre une sélectivité accrue des cibles
extracellulaires. Si au contraire la perméabilité membranaire est exigée, diverses fonc-
tions anioniques peuvent étre masquées, notamment par acétylation. Ce groupement
protecteur est alors un substrat des estérases et sera clivé dans le cytosol. La fluores-
céine diacétate est un exemple répandu.

La stabilité en milieu biologique n’est pas aisée a évaluer par des modéles théoriques.
On peut étre tenté d’approcher la stabilité par la vitesse de la réaction. Cela se vérifie

pour certains électrophiles : Le tosylate montre une stabilité supérieure au NASA, les
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deux ayant de Kp réactionnel opposé (temps de marquage 10 h vs <1 h, respective-
ment). Cependant, les données expérimentales sont encore trop maigres pour une con-
clusion robuste. Ce point est particuliérement important pour les tissus denses, ou les
coefficients de pénétration sont amoindris et nécessitent une incubation longue, indé-

pendamment de la cinétique de marquage.

Les considérations finales sont laissées a l'expérimentateur et a son expertise. Pour
beaucoup, elles suivent les régles expérimentales de la chimie médicinale et du « drug

design ».

Remarques concluantes

Le marquage protéique d’affinité est une stratégie qui a démontré un potentiel excep-
tionnel depuis les dix derniéres années. Parmi ses plus grands succés, on compte le
marquage sélectif de récepteur AMPA131:136 et 1-opioid!37 natifs sur tranche de cerveau.
Ces tours de force témoignent de la puissance de la méthode. Pouvant étre fonctionna-
lisée sur demande, elle accommode virtuellement toutes les expériences congues pour
I’étude protéique.

Les démonstrations de sélectivité et de biocompatibilité des outils nourrissent un espoir
de transfert de technologie in vivo. En effet, ces derniers points, couplés a la diversifi-
cation des laboratoires travaillant sur la technique approchent 1’échéance d’une preuve

de concept réussie au sein d’animaux vivants.

Cette méthode répond en tout point aux problématiques décrites dans la premiére par-
tie de ce manuscrit. Le récepteur purinergique P2X7 semble résister aux techniques et
outils d’étude classique. L’efficacité et la sélectivité de cette approche détiennent alors
le potentiel théorique d’étendre trés largement le champ des connaissances sur cette
protéine, au niveau micro- et nanoscopiques. Il doit cependant étre noté qu’au moment
de I’écriture de ce manuscrit, cette méthode n’a jamais été appliquée en microscopie

super-résolutive. Cette derniére n’admet qu’un excellent rapport signal sur bruit.
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Microscopie super-résolutive

Comme précédemment illustré par les propos de Werner Heisenberg, nous ne pouvons
observer la nature qu’a travers le prisme de nos méthodes. Cela prend tout son sens
dans les expériences d’imagerie biologique dans lesquelles I'interprétation des résultats
est bien souvent soumise & la résolution des images fournies.

Si la microscopie optique est indubitablement la technique la plus usuelle dans les
laboratoires de recherche, une fiére place de second est détenue par la microscopie
électronique (EM). A contrario de sa sceur a photons, la notion de résolution n’a ici
pas vraiment de sens (lorsqu’appliqué a la biologie) : Les approches modernes permet-
tent déterminer les coordonnées atomiques d’une biomolécule en solution. Le dévelop-
pement et ’application de cette méthode offriront par ailleurs le prix Nobel de chimie
de 2017 a J. Dubochet, J. Frank et R. Henderson.

La microscopie électronique pourrait alors résoudre les processus biologiques les plus
fins, sans réelle limite de résolution. Si I'idée est trés attractive, elle n’est pas applicable
dans ’état actuel. Le faisceau d’électrons nécessaire a la formation de I'image conduit
a des dommages structurels de la cellule étudiée, amenant certains experts a conclure
sur 'incapacité d’appliquer cette technique a I’étude de processus physiologiques!3s.
C’est une des nombreuses raisons qui ont popularisé la microscopie optique a fluores-
cence. Cette derniére a 'avantage de pouvoir imager une cellule vivante sur plusieurs
jours et d’étre relativement simple de mise en place. Elle souffre toutefois d’'une limita-

tion majeure, sa résolution.

1. Limite de diffraction de la lumiére

Il est proposé dans cette section d’appréhender les principes physiques qui justifient
I’existence d’une limite de résolution d’un systéme optique, en particulier un microscope
(mais est valable pour d’autres systémes, tels qu'un télescope). Ces explications mo-
destes supposeront certains principes sans les justifier et n’apporteront qu'un treés
maigre support mathématique aux propos tenus. Le physicien curieux et avide de dé-
tails est redirigé vers les travaux d’optique d’Emil Wolf13%140  qui ont en partie inspiré
la suite. On admettra des systémes optiques parfaits, dépourvus de toute aberration ou
imperfection.

Le premier concept essentiel pour comprendre cette limite imposée est la notion d’on-
delette, telle que formulée par C. Huygens en 1678. Dans un principe éponyme, il ex-
plique que chaque point d’un front d’onde agit comme un point source pour la produc-
tion d’une ondelette sphérique. En d’autres termes, il considére que n’importe quel

point de l’espace qui regoit une onde réémet une onde sphérique de méme intensité,
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méme amplitude et de méme phase. Cet artifice mathématique explique que la lumiére
se propage de point en point et non de fagon continue.

En 1801, dans l’expérience qui porte maintenant son nom, T. Young a démontré la
nature ondulatoire de la lumiére!*!. En projetant un faisceau lumineux sur un écran a
travers deux fentes, il observe un motif composé d’une alternance de franges sombres
et éclairées (Figure 13). L’explication de I'apparition de cette « figure de diffraction »
sur I’écran repose sur la diffraction de I'onde lumineuse. En respect du principe de
Huygens introduit plus haut, des ondelettes sphériques se forment lorsque le faisceau

passe a travers les fentes.

Motif
observés

Eclairée

Fentes Sombre

Eclairée
Sombre

Eclairée

Eclairée

Lumiére incidente
Sombre

Eclairée

Figure 13 Figure d’illustration de ’expérience des fentes de Young.

Considérons ainsi le trajet de deux ondelettes, O1 et O2, issues chacune d’une fente
distincte et qui rencontre I’écran au méme point. Au niveau des fentes, O1 et O2 sont
en phase. Si la distance a parcourir pour atteindre un point particulier de I’écran n’est
pas la méme pour chacune, elles seront alors déphasées. En conséquence, on observera
le motif des interférences entre ces ondes sur ’écran : si la distance parcourue par O1
difféere d’exactement la moitié de longueur d’onde A de la lumiére par rapport & celle
parcourue par O2, l'interférence entre les deux sera destructive et on observera une
frange sombre, da & la superposition d’ondes en opposition de phase (Figure 14A). Plus
généralement, l'interférence destructive se produit lorsque la différence du trajet op-

tique est un multiple pair de la moitié de la longueur d’onde. A I'inverse, une différence
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de distance parcourue d’exactement la longueur d’onde (ou un multiple entier) fera
apparaitre une frange éclairée, car la superposition des ondes en phase produit une
interférence constructive (Figure 14B).

Le cas intermédiaire fait appel a la notion de contraste, trés utilisée en microscopie.
Elle ne sera pas détaillée ici, mais le lecteur est dirigé sur la référencel4? pour un article
de revue pertinent.

Conséquemment, la nature des interférences est fonction de I'angle V. Cette expérience
permet de comprendre comment la longueur d’onde lie irrémédiablement les phéno-
meénes de diffraction et d’interférence entre eux.

Une réflexion sur la formation d’image en microscopie peut alors étre initiée sur la base
de ces principes. Pour simplifier, on ne considére ici qu’un seul point source de I’échan-
tillon imagé par le microscope. Huygens stipule alors que ce point sera une source
d’ondelette sphérique. La lentille de ’objectif va permettre de faire converger ces der-
niéres sur le plan de I'image. La majorité de la lumiére se retrouvera donc concentrée
au point central du plan, ot les interférences constructives vont former une tache bril-
lante. Mais une partie de ces ondelettes sera dirigée sur d’autres points du plan et de
ces derniéres résultera un motif de diffraction. Elles seront hors phase (interférence
destructive), comme illustré par ’expérience des fentes de Young. On en conclut donc
que I'image d’un point source par un objectif n’est pas un point, comme le dicterait
loptique géométrique, mais un motif de diffraction circulaire, appelé disque d’Airy

(Figure 15A et B), qui s’accompagne de la figure d’interférence correspondante.

Interférence Interférence
destructive constructive

Fentes

Ecran Ecran

Figure 14 Illustration des interférences destructive et constructive en fonction de 'angle ¢ et de la longueur d’onde.
A
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Si cette tentative de simplification de phénoménes physiques complexes est fructueuse,
le lecteur aura compris pourquoi la finesse du disque d’Airy est dépendante de la lon-
gueur d’onde A et de ’angle ¥, qui définit ici la moitié de ’angle maximal de collection

de la lumiére par 'objectif. En 1873, E. Abbe, un des péres de la microscopie, stipule

Lentille
Objectif du tube Plan de l'image Disque d'Airy

Point / 9

source \/\/\/\/’\/

9 : Ouverture numérique

B

Résolus Limite de Rayligh Non résolus
C
1.223./ 2NA 0.951/2NA

L 1 ] e

Critére de Critére de FHWM
Rayleigh Sparrow

Figure 15 Image d’un point en microscopie. A. L’'image d’un point par un systéme optique est un motif de diffrac-
tion. B Problématique de la résolution et C. critéres actuels de cette derniére.

60



Chapitre 1 : Introduction

que la résolution d’un microscope est le rayon latéral r du disque d’Airy, qu’il définit

par :
A
"T2nNa
et
NA =nsin8

ou n est l'indice de réfraction du milieu, et NA I'ouverture numérique de 'objectif. Il
propose ainsi une « limite de diffraction de la lumiére », infranchissable pour un systéme

optique aux propriétés fixées (longueur d’onde et NA )43,

Le développement précédent permet d’appréhender la problématique de la résolution
en microscopie a fluorescence, qui peut étre formulée comme suit : quelle est la distance
minimale entre deux disques d’Airy permettant leur distinction ? Lord Rayleigh appor-
tera une réponse empirique a cette question en 1896. Il définit le critére de Rayleigh R,
qui stipule que deux points sont résolus si le centre du disque d’Airy du premier point
(maximum du pic) chevauche le premier minimum du disque du second point (zone

noire entourant le disque Figure 15 B et C), selon la formule :

. 1,22 A
~ 2NA

Plus proches, les points sont alors considérés comme non résolus. Ce critére est trés
courant en microscopie, il est illustré par la Figure 15B. Il faut cependant souligner
I’empirisme d’une telle définition, car d’autres théories admettent une résolution plus
faible, telle que le critére de Sparrow S. Ce dernier définit la résolution comme la plus
petite distance a laquelle il est possible de distinguer une diminution de l'intensité

lumineuse entre deux points. (Figure 15C).

o 0,95 A
~ 2NA

Un troisiéme critére définit la résolution comme la largeur maximale a mi-hauteur
FHWM du disque d’Airy, selon :
1,04 A

FHWM =
2 NA

La résolution est une problématique qui anime bien des passions, et dépend pour beau-
coup de la qualité du systéme optique. Car s’il a été envisagé un systéme parfait
jusqu’ici, ce ne peut étre le cas en pratique. De plus, le systéme de détection (ceil,

caméra...) ou encore la complexité de I’échantillon exerceront une influence directe sur
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cette derniéere. Elle se doit donc d’étre définie expérimentalement pour chaque systéeme

et expérience.

A des fins de conclusions, il apparait judicieux de discuter des limites principales du
raisonnement décrit ici. Il s’agit évidemment de la résolution axiale, qui n’a volontai-
rement pas été traitée. Elle suit néanmoins les principes énoncés précédemment, mais
induit un degré de complexité supplémentaire. De plus, la notion de fonction d’étale-
ment du point (PSF), correspondant au disque d’Airy d’un point imagé soumis aux
aberrations optiques induites par un systéme optique imparfait, ne sera pas discutée.
Ces notions n’étant pas nécessaires pour apprécier 'origine de la limite de résolution

d’un systéme, elles ont délibérément été écartées.

Limite de diffraction en imagerie biologique

Afin d’appréhender 'importance de cette limite pour le biologiste, il est intéressant de
rappeler quelques ordres de grandeur : I’étre humain (1 a 2 métres) est composé d’or-
ganes (quelques centimeétres) organisés en tissus millimétriques formés par une structure
cohésive de cellules (10 a 100 pm). L’échelle micrométrique est riche d’informations,
correspondant grossiérement & la taille d’une bactérie ou d’une mitochondrie. Mais
I’existence de I'un comme 'autre dépend de processus physiologique nanométrique. Un
brin d’ADN linéaire de 1000 paires de bases mesure 340 nm!#4. Les protéines se situent
dans une fenétre de 1 a 10 nm. Pour illustrer, un anticorps mesure une dizaine de
nanomeétrel4®, I’épaisseur de la bicouche lipidique est de 6 nm!46, une protéine fluores-
cente comme la GFP (28 kDa) est un cylindre de 4,2 nm sur 2,4 nm!'47 et le récepteur
trimérique P2X7 atteint 14 nm de «haut» pour un diamétre extracellulaire de 7 nm
au plus large™.

Cette itération quelque peu barbare permet de se rendre compte de 'importance des
informations inaccessibles lors d’observations de processus physiologique avec un mi-
croscope « classique ». Avec une résolution de 200 nm au mieux, il est alors impossible
de discriminer le comportement des composants cellulaires susnommés et il n’est laissé
a 'expérimentateur que des conclusions micrométriques sur des objets nanométriques.
Cette limite physique a poussé les scientifiques & imaginer de nouveaux systémes d’ima-
gerie afin de la contourner. Récompensés par le prix Nobel de chimie de 2014, E. Betzig,
S. W. Hell et W. E. Moerner sont les pionniers de la microscopie a fluorescence super-
résolutive (ou nanoscopie) permettant de résoudre des objets nanométriques.

La section suivante fait état de ces nouvelles méthodes. Cependant, beaucoup de tech-
niques ont vu le jour et il n’apparait pas pertinent d’en faire une liste exhaustive. Seuls

les principes physiques sous-jacents & la «single molecule localization microscopy »
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(SMLM) seront traités en détail, dans un souci de cohérence et de clarté. Néanmoins,
quelques exemples choisis sont introduits afin de situer cette technique dans le paysage

des méthodes de nanoscopie actuelles.

2. SIM, STED et ExM

SIM

La premiére technique dont il est question est considérée par certains spécialistes
comme la grande absente du prix Nobel!#8. M. G. L. Gustafsson en 2000 fut le premier
a présenter des images super-résolues de structure cellulaire. Par « structured illumina-
tion microscopy » (SIM), il montre des filaments d’actine de cellule HeLa avec une
résolution latérale d’une centaine de nanométre!49.

Cette méthode repose sur une illumination structurée de ’échantillon. Des motifs com-
posés de plusieurs raies ou de sinusoides sont communément utilisés. Plusieurs acqui-
sitions (e.g., 9) sont alors enregistrées selon différentes positions et orientations du
motif d’excitation. La superposition des deux réseaux (le motif d’excitation et I’échan-
tillon) formera un motif de Moiré. Ce dernier va permettre & un algorithme de recons-

truire une image avec une résolution entre 50 et 100 nm (Figure 16).

En 2008, L. Schermelleh et al. ont utilisé son itération 3D (3D-SIM) pour imager des
complexes de pore nucléaire. Ces travaux impressionnants ont permis de résoudre ces

structures individuellement!®Y, en plus de montrer une invagination membranaire lors

Image limitée [MNumination strucutrée Image
par la diffraction (3 motifs x 3 modulations = 9 images) super-résolue

Motifs Aquisitions

Reconstruction

Figure 16 Principe général de la microscopie SIM. Les images obtenues aprés de multiples illuminations structurées
sont reconstruites pour obtenir une image super-résolue.

63



Chapitre 1 : Introduction

de la mitose, invisible jusqu’alors en microscopie confocale, car se situant entre 100 et
200 nm.

L’imagerie SIM admet également la résolution de processus biologique dans le temps.
Mais ces applications demeurent encore I’apanage des systémes fait main, non-commer-
ciaux!!. La premiére démonstration de la capacité d’un tel systéme a été faite en 2009
par P. Kner et al., dans le laboratoire de M. G. L. Gustafsson. La résolution temporelle
était d’alors 11 Hz%. Aprés optimisation, certaines équipes rapportent aujourd’hui des

acquisitions a 79 Hz!%2,

La microscopie SIM permet une imagerie relativement simple, pouvant étre adaptée
sur un microscope conventionnel. Elle ne demande aucune préparation spécifique de
I’échantillon, en plus d’autoriser une acquisition multi-couleurs de cellule vivante. Elle
est notamment appréciée par sa capacité de détection d’objets relativement peu lumi-
neux, car elle ne rejette aucun photon émis par la cible. Cette propriété permet de
réduire la puissance laser et de préserver le tissu biologique observé. Enfin, I'imagerie
SIM ne demande pas de fluorophore particulier!s!.

Toutefois, comme mentionné plus haut, la résolution d’un tel systéme est souvent limi-
tée (50 — 100 nm), au regard de ses concurrents. De plus, la limite de la diffraction est
outrepassée par algorithme et non par méthode physique. Celui-ci induit inévitablement
des artefacts lors de la reconstruction. En outre, il faut mentionner que cette méthode
est sensible & la lumiére hors plan focal, et donc les échantillons denses peuvent pré-

senter certaines difficultés'®, incluant les incertitudes informatiques.

STED

Le concept de la microscopie par « stimulated emission depletion » (STED) a été déve-
loppé par S. Hell et publié dans un papier théorique en 1994. Malgré des débuts timides,
cette méthode trouve aujourd’hui une place de choix dans les plateformes de microsco-
pies dédiées a I’étude du vivant. Les craintes formulées concernant la puissance laser
nécessaire expliquent la résistance initiale des biologistes.

L’excitation des électrons d’une molécule fluorescente permet le passage de son état
fondamental a un état excité (singulet). Ces derniers ont alors plusieurs voies de désex-
citation possibles, dépendantes des conditions. L’émission d’un photon de moindre éner-
gie est une des voies spontanées (fluorescence). Mais ’énergie nécessaire a la désexcita-
tion peut étre apportée par une source lumineuse d’'une longueur d’onde adéquate, dans
un processus appelé émission stimulée. C’est sur ce phénoméne quantique que repose le

STED : forcer le retour & un état fondamental des fluorophores d’une région définie

62 images par seconde.
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pour n’autoriser I’émission de photons que d’'une région plus fine que la limite de dif-
fraction!®. Deux lasers sont par conséquent nécessaires : un laser torique qui déplétera
réversiblement la fluorescence des molécules (laser STED), et un laser gaussien d’exci-
tation « classique », aligné au centre du premier laser. Les molécules fluorescentes de
I’échantillon sont gardées a 1’état fondamental par le premier laser, a I'exception de
celles situées en son centre (Figure 17). Le diamétre interne du tore délimite la zone
d’excitation des fluorophores et donc la résolution du systéme. Ce dernier est inverse-
ment proportionnel & la puissance du laser STED. C’est cette caractéristique qui con-
traint la méthode & des intensités d’illumination de ’échantillon peu commune.

En théorie, I'imagerie & balayage STED n’est limitée que par la taille de la molécule
fluorescente. C’est ’échantillon et ’alignement imparfait des lasers qui seront les prin-
cipaux facteurs limitants de la résolution en pratique!®.

Ses applications sont nombreuses. T. A. Klar et al. furent parmi les premiers a apporter

Image limitée Scan de 1'objet par Image
par la diffraction Laser d'excitation les lasers superposés super-résolue

Laser STED
- )
- ©

Figure 17 Principe général de la microscopie STED. Un scan de l’échantillon avec la superposition des lasers
d’excitation et STED permet d’offrir une image super-résolue.

la preuve de concept en biologie. En 2000, ils rapportent des images en trois dimensions
super-résolues de Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli'®. Depuis les résultats
remarquables obtenus par Willig et al. sur ’étude nanométrique vésicules synap-
tiques!®” et Kittel et al. sur I'organisation moléculaire de zone présynaptique %%, la
microscopie STED est devenue un outil particuliérement apprécié des neuroscienti-

fiques.
En effet, cette méthode permet d’appréhender des processus biologiques dynamiques

avec une résolution spatiale d’environ 20 nm, et temporelle de typiquement 30 Hz!'%9,

limitée par la vitesse de balayage des lasers et donc de la taille du champ scanné.
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Certaines équipes atteignent des fréquences d’acquisition de 200 Hz'%0, mais le champ
d’observation extrémement réduit limite les applications biologiques.

En plus des qualités indubitables, ces itérations permettent une acquisition tridimen-
sionnelle de tissus relativement profonds. La résolution sera alors limitée par les aber-
rations optiques induites par I’échantillon!®*. Enfin, la microscopie STED admet I'ima-
gerie multi-couleurs!6!,

Cependant, la puissance des lasers utilisés impose certaines précautions et limitations.
La phototoxicité est bien entendu en premiére ligne, en particulier dans I'imagerie de
cellules vivantes. L’imagerie « Reversible saturable optical fluorescence transition »
(RESOLFT), inspirée du STED apporte un élément de réponse & ce probléme!%2, par
I'utilisation de protéines fluorescentes photoswitchable?™ en lieu et place de fluorophores
organiques. Ces derniéres peuvent étre activées et désactivées (déplétées) par des puis-
sances laser considérablement inférieures.

Enfin, le choix du fluorophore n’est pas anodin. L’'imagerie STED requiert des sondes
de marquages photostables dus a ces puissances hors du commun. Les sondes choisies

sont en général basées sur des structures dérivées de rhodamine.

ExM

La microscopie a expansion (ExM) n’est généralement que peu citée dans les techniques
de microscopie super-résolutive. A juste titre, elle ne représente pas une technique
d’imagerie a proprement parler, mais une méthode de préparation d’échantillon. Il a
été jugé intéressant d’en faire mention ici afin d’offrir une introduction un peu plus
hétéroclite.

L’ExM est un protocole trés récent qui permet de résoudre des structures biologiques
au-dela de la limite de la diffraction de la lumiére sans autre matériel qu'un microscope
conventionnel. Pour se faire, elle grossit I’échantillon & observer physiquement et non
optiquement. Plus précisément, I'expérimentateur fait polymeériser in situ une matrice
(hydrogel) a l'intérieur de ’échantillon. Celle-ci va expandre isotropiquement les bio-
molécules le composant en conservant leur organisation initiale relative. Un systéme de
microscopie conventionnel peu alors est utilisé pour observer des détails normalement
nanométriques.

Les premiéres explorations d’une telle technique en 2015 par ’équipe d’E. S. Boyden
montrent une résolution de 60 nm sur des tranches d’hippocampe murin avec un mi-
croscope confocall®3. S’il apparait évident qu’aucune étude de cellule vivante ne peut

étre imaginée, cette méthode offre quelques caractéristiques singuliéres. Parmi elles,

" Anglicisme désignant la caractéristique réversible d’une molécule & changer de propriété sous 'action
de la lumiére
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deux sont particulierement intéressantes. La premiére concerne la réduction de la den-
sité des biomolécules, qui permet par exemple laccés & des épitopes masqués!®? ou
Pamplification d’un signall®. Ensuite, I’expansion rend ’échantillon transparent, le gel
formé étant composé a 99% d’eau. Des illuminations en feuillet de lumiére peuvent
alors révéler certains détails impressionnants. F. Chen et al. en 2016 observe ainsi des
détails nanométriques de ’ARN!66 sur tranches de cerveau de 200 pm d’épaisseur.

Il est facile d’imaginer ’application de ce protocole conjointement avec les autres mé-

thodes introduites.

3. SMLM et dSTORM

E. Betzig fait partie des figures de proue de la détection de molécule unique par mi-
croscopie optique. Le prix Nobel de 2014 récompense ses travaux pionniers de la SMLM.
En 1995, il propose la méthode théorique suivante : (1) identifier et isoler individuelle-
ment chaque composante d'un échantillon et (2) localiser spatialement ces derniéres
par détermination du centre du signal détecté. Les coordonnées spatiales sont alors
utilisées pour reconstruire 'image finale super-résolue!67,

La microscopie a fluorescence fait apparaitre pour chaque point observé son motif de
diffraction, le PSF (fonction d’étalement du point, voir section sur la diffraction de la
lumiére). Le centre de masse de tous les points peut donc étre déterminé avec une trés
bonne approximation, a la condition d’étre optiquement séparé I'un de 'autre.

On doit les premiéres observations de molécule unique en fluorescence a M. Orrit et J.
Bernard, en 1990. En reprenant les travaux de W. E. Moerner et L. Kador de 1989168,
ils détectent le signal de fluorescence de molécules uniques de pentacéne immobilisées

dans un cristal cryogénique de p-Terphenyl'®?. Le transfert du principe en biologie

Photoactivation stochastique de
Image limitée fluoropohre individuels Image
par la diffraction (10 000 - 40 000 images) super-résolue

Reconstruction

Figure 18 Principe général de la microscopie SMLM.
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cellulaire aura alors nécessité deux événements : la découverte du « clignotement » de
la GFP par I’équipe de W. E. Moerner!™ et I’apparition des protéines photoactivables
comme outils de recherche!™. Le controle par la lumiére de ces deux fluorophores per-
met de remplir partiellement la premiére condition postulée par E. Betzig, isoler indi-
viduellement chaque composant. Le concept abouti apparait en 2006, mentionné au-
jourd’hui comme 1’annus mirabilis de la microscopie super-résolutivel#®. Afin de parfai-
tement isoler chaque fluorophore, des séquences d’acquisition de milliers d’images sont
effectuées, en ne permettant qu’a quelques-uns d’entre eux d’étre commutés dans un
état émissif (état ON, photoswitché ou photoactivé) a chaque image. Une image com-
plexe est ainsi transformée en milliers d’images « simples » dans lesquels la densité de
signal par image est drastiquement réduite. Un algorithme pourra alors localiser avec
précision le centre de chaque signal, et reconstruire une image finale (Figure 18).

Trois techniques majeures ont été décrites lors cette célébre année 2006. « La photoac-
tivation localization microscopy » (PALM), développé par E. Betzig et al.'™ et la « fluo-
rescence photoactivation localization microscopy» (FPALM) introduites par S.
W. Hess!'™ tirent profil des protéines mentionnées plus haut. M. J. Rust, M. Bates et
X. Zhuang décriront quant & eux le «stochastic optical reconstruction microscopy »
(STORM)!™. Cette derniére utilise des fluorophores organiques photoswitchables en

lieu et place des protéines fluorescentes.

dSTORM et fluorophore

Le STORM, tel que décrit en 2006, a rapidement évolué en «direct» STORM
(dASTORM). Dans sa version initiale, cette méthode utilisait une paire de fluorophores
(cyanine3 et cyanineb) et deux lasers. L'un permet de passer tous les fluorophores de
I’échantillon dans un état noir (état non émissif) avec un pulse initial puissant. Ensuite
le pulse d’'un deuxiéme laser va photoswitcher (état émissif) une fraction des fluoro-
phores, qui pourront alors émettre des photons sur un troisiéme pulse, du laser initial.
Le taux de molécules photoswitchées dépend de la proximité de la paire de fluorophores.
Des cycles répétés fourniront un set d’image optiquement qui pourront étre résolus.
Mais cette approche complexe s’est fortement simplifiée grace aux travaux de M. Hei-
lemann et al. en 2008. Ils démontrent que I’Alexa Fluor 647, une sulfo-cyanineb utilisée
en STORM, peut étre réversiblement amenée dans un état noir par une puissance laser
suffisante. En maintenant celle-ci, une molécule va stochastiquement (c.-a-d. aléatoire-
ment) se relaxer en émettant un photon (fluorescence) et pourra alors étre ramenée
dans le méme état noir, dans ces cycles itératifs. Cette méthode directe n’a besoin que

d’un seul fluorophore et d’un unique laser d’excitation.
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Certains détails de ces cycles sont maintenant connus, ils sont résumés dans le dia-
gramme de Jablonski simplifi¢ proposé en Figure 19. Briévement, un fluorophore &
I'état fondamental Sy va étre excité a I’état singulet S; par irradiation (hv). Comme
mentionnées précédemment, plusieurs voies de désexcitation sont possibles, 1'une
d’entre elles étant I’émission d’un photon par fluorescence. La molécule pourra alors
effectuer plusieurs cycles jusqu’a photoblanchiment. Une puissance laser suffisante aug-
mentera la probabilité de peupler un état triplet T; par conversion intersystéme. Cet
état de treés faible durée de vie (microseconde) peut étre annihilé par la présence d’oxy-
géne dans le milieu. Mais une concentration raisonnablement basse de cette espéce,
couplée a la présence de thiol réactif dans le milieu permettra de former un anion
radicalaire (D*7) métastable en dépeuplant ainsi 1’état T;. Cet intermédiaire de longue
durée (millisecondes & minutes, voire heures) est dans un état noir (OFF, non émissif),
et sera stochastiquement oxydé pour regagner 1’état Sy!”™ par émission de photon. Les
propriétés rédox et la concentration en oxygéne du milieu gouvernent la durée de vie

de I'état noir.

Applications
Bien que trés jeunes, les applications du dSTORM sont pléthoriques en sciences biolo-

giques. Aussi, il est choisi de se concentrer sur quelques exemples concrets, empruntés

Photoblanchiment

ON | OFF
|
|
|
Ao !
|
Sl |
C |
Conversion T 1
intersystéme —— |
ns
|\
Réduction ! D~
(thiol) : ms - min
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|
O, |
|
|
|
|
|
|
|
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0 |
|

Figure 19 Diagramme Jablonski simplifié du principe du dSTORM.
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pour la plupart aux neurosciences, ayant pour but d’illustrer la puissance et certaines
caractéristiques de la méthode.

Le dSTORM admet I'imagerie & deux couleurs, propriété précieuse dans cette discipline.
Elle permet d’analyser l'organisation et l'interaction nanométrique de protéines. La
fente synaptique mesurant entre 20 et 30 nm, il est impossible d’étudier ces interactions
par microscopie classiques. J. Goncalves et al. ont par exemple déterminé la nature de
I'interaction de récepteurs aux glutamates mGluR, AMPA et NMDA au niveau synap-
tique grace a cette méthode. Ils démontrent que ces deux derniers, contrairement aux
données de microscopie classiques, ne sont pas colocalisés, mais espacés de 50 a
250nm176,

T. Rahbek-Clemmensen et al. montrent également les incertitudes de la microscopie
limitée par la diffraction de la lumiére. En utilisant un équipement similaire de
dSTORM deux couleurs, ils ont observé une séquestration du transporteur de dopamine
au sein de la membrane de neurones dopaminergiques. La nano-organisation de ces
derniers échappe totalement a la microscopie conventionelle!77,

L’imagerie dynamique en dSTORM est délicate. Si elle est faisable, elle nécessite un
design d’expérience particulier. Comme mentionné plus haut, le dSTORM requiert un
milieu réducteur, qui s’avére hautement toxique pour les cellules!”™®. Quand il est réali-
sable, le PALM est préféré par certains groupes. Ce fut notamment le cas pour ’étude
dynamique de P2X7, tel que décrit dans la section dédiée a ce dernier. L’utilisation de
fluorophores adéquats peut alors apporter des réponses pertinentes. Ainsi, R. Womba-
cher montre que la sonde ATTOG655 peut, aprés irradiation, étre transférée dans un
état noir de longue durée grace a la contraction élevée de glutathion intracellulaire. Ils
décrivent une résolution temporelle de 0,33 Hz!7.

D’autres fluorophores montrent des « clignotements spontanés », tels que les dérivés de
silicone-rhodamine développés par laboratoire de K. Johnsson!®. La résolution tempo-
relle décrite est approximativement la méme. Néanmoins, les applications de ces nou-
veaux outils d’imagerie ne sont pas encore légion dans les laboratoires de sciences bio-
logiques.

Enfin, cette méthode admet une observation tridimensionnelle. Le laboratoire de X.
Zhuang en a apporté les premiéres fondations en 2008. En imageant les structures
formées par les microtubules, ils montrent une résolution axiale entre 50 et 60 nm!8t,
Le 3D-STORM est aujourd’hui bien implanté. La cartographie volumétrique prélimi-

naire de réseaux neuronaux fait partie des applications notoires!82:183,
En conclusion, cette technique permet d’atteindre, en plusieurs couleurs et en 3D, des
résolutions parmi les plus basses des méthodes d’imagerie optique. C’est une des raisons

qui I’a rendue populaire dans 1’étude de supercomplexes, référés ci-aprés comme cluster,
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formés par certaines protéines, notamment les canaux ioniques!®18  Elle permet de
rendre compte de propriétés quantitatives jusque-la inaccessibles, telles que le nombre
de protéines contenues dans un cluster, la densité et la taille de ces derniers.

Elle nécessite toutefois l'acquisition de milliers d’images, typiquement entre 10 000 et
50 000, en plus de devoir ajuster le milieu d’incubation du matériel biologique au fluo-

rophore imagé. Elle est donc peu adaptée au suivi de processus cellulaire dynamique.
Remarques conclusives : émergence

La microscopie super-résolutive permet d’analyser un échantillon biologique & une
échelle proche de son organisation fondamentale. S’il est possible d’imager une protéine,
définie comme 'entité unitaire des fonctions du vivant, & un niveau unique, il est at-
trayant de (re)déterminer son impact sur le concept d’émergence. Cette notion stipule
qu’un tout est plus que la simple addition de ses composants.

L’observation & des échelles spatiales et temporelles inexplorées permettra d’offrir des
éléments d’études nouveaux. La microscopie super-résolutive a le potentiel d’offrir de
précieux éléments de réponse a la question de I’émergence d’une fonction biologique a
partir de ses composants moléculaires. C’est une question singuliérement débattue au
sein de la communauté des biologistes'86:187, 11 sera excitant de voir a quel point de
nouvelles approches expérimentales influenceront notre compréhension du principe de

causalité des systémes biologiques.

71



Chapitre 1 : Introduction

But de la thése

Les travaux de cette thése ont pour objectif de révéler les détails nanoscopiques de
P2X7 en utilisant une approche de marquage d’affinité guidé par un ligand. I doit en
résulter un outil de marquage chimique sélectif, qui pourra étre diffusé au sein de la
communauté scientifique spécialisée.

Pour se faire, 3 grands axes de travail ont été conduits. (1) Le design et la synthése des
réactifs chimiques, (2) la caractérisation pharmacologique de ces derniers et (3) l'ima-

gerie nanoscopique du récepteur ainsi que sa significativité biologique.

Le marquage d’affinité guidé par un ligand est un exercice délicat, car peu documenté.
Son succés requiert une conception rationalisée sur des données préliminaires consé-
quentes. Ici, plusieurs molécules, issues de deux stratégies différentes, ont da étre tes-
tées avant d’identifier un candidat remplissant le cahier des charges imposé par I'ima-
gerie ASTORM.

Dans un premier chapitre, il sera question d’une stratégie d’affinité basée sur un mar-
quage catalytique (couple pyridinium oxime - NASA). Malheureusement, cette derniére
s’est trouvée infructueuse, aucun marquage spécifique de P2X7 n’ayant pu étre détecté.
Ceci en dépit de différentes molécules testées ainsi qu’'un large screening de conditions
expérimentales.

Le chapitre suivant traite d’une seconde stratégie, concue sur la base de l’expertise
acquise et du rationnel du premier échec. Le candidat chimique présenté est issu d’une
modélisation moléculaire approfondie. Il s’est montré remarquablement efficace et sé-
lectif. L’évaluation de ses propriétés pharmacologiques valide une sélectivité suffisante

pour une application en microscopie super-résolutive (dASTORM).
Deux points d’intérét scientifique ressortent de ces travaux. (1) L’outil de marquage en

lui-méme ainsi que la caractérisation de ses propriétés intrinséques et (2) les découvertes

que celui-ci a permis sur la nano-organisation de P2X7 dans différents types cellulaires.
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Chapitre 2 : Organocatalyse

1. Introduction

Ce chapitre décrira les étapes de conception, de synthése et d’applications biologiques
d’une premiére génération de réactifs de marquages basée sur une approche catalytique.
Cette premiére stratégie est apparue séduisante en vertu de :
e La réduction de la concentration de ligand nécessaire, bénéficiant théoriquement
a la sélectivité.
e La simplicité de l'introduction d’une diversité chimique. Plusieurs sondes peu-
vent étre conjuguées au donneur d’acyle, sans modifier la chimie du ligand ca-

talytique.

Comme signifié en introduction, le ligand est le cceur d’'un marquage d’affinité. En
2016, A. Karasawa et T. Kawate ont publié¢ la structure du récepteur P2X7 de panda’?,
lié a différents inhibiteurs allostériques hautement sélectifs. Le site de liaison se situe
au sommet de la protéine, dans sa partie extracellulaire, & I'interface entre deux sous-
unités. Parmi les antagonistes décrits, la molécule AZ10606120 est particuliérement

intéressante.

H
H
7

o)
Schéma 2 AZ10606120.

En effet, cette molécule arbore une affinité exceptionnelle (Kp espéces-dépendant, con-
tenu entre 1,4 et 19 nM). L’étude des protéines semblables a P2X7 révéle que les
boucles extracellulaires de P2X4 et P2X6 montrent respectivement 51 % et 42 % de
similarité. En dépit de cette analogie structurelle, le composé AZ10606120 manifeste
une sélectivité 1000 fois supérieure pour P2X7. Le site de liaison se retrouve également
chez les autres récepteurs P2X, mais est trop étroit pour accommoder ce composé. A
des fins d’illustrations, il présente une 1C5yp =~ 10 nM pour P2X7 mais n’expose aucune
activité inhibitrice envers P2X1 & 10 pM. Différents tests pharmacologiques ont montré
son efficacité & inhiber la prolifération du glioblastome et du cancer du pancréas ainsi

que réduire Iexpression de P2X7 dans les cancers ovariens!®,
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Figure 20 Caractéristiques moléculaires de la liaison de AZ10606120 et P2X7. A. Structure du complexe. B. Site
de liaison. Violet : Résidus importants dans la stabilité du complexe. Rouge : Lysines proches du site de liaison.

Une représentation graphique des résidus importants pour la formation du com-
plexe P2X7-AZ10606120 est fournie en Figure 20. Sur celle-ci, deux caractéristiques
suscitent un intérét particulier. La premiére concerne la nature des liaisons qui stabili-
sent le complexe. Ce sont les groupements hydrophobes du composé qui sont majori-
tairement impliqués (adamantane, chaine carbonée...)”189. En d’autres termes, I'hy-
droxyle accessible au solvant ne participe que peu. Une modification chimique sur ce
site est susceptible de n’avoir qu’un impact modéré sur ’affinité. Deuxiémement, ce
dernier se trouve & une dizaine d’angstroms de 4 lysines (K81, K82, K300 et K306), qui
deviennent alors des cibles de choix pour une bioconjugaison telle que décrite précé-
demment.

Ces données préliminaires valident donc les critéres nécessaires (structure disponible de
la protéine cible, ligand hautement affin et acides aminés nucléophiles accessibles) pour

concevoir une approche de marquage protéique basée sur I'affinité.
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Le choix de la méthodologie adéquate est motivé par les antécédents de recherche du
laboratoire (précédent ces travaux de thése). Une stratégie de modification catalytique
avait déja été expérimentée, établie sur le couple DMAP-benzylthioester!'??. Cependant,
il n’en a été issu aucun résultat permettant de conclure a la bioconjugaison spécifique
de P2X7. En cause un bruit de fond n’autorisant aucune analyse fine. En amont de la
conception d’'une nouvelle stratégie, des hypothéses probables se doivent d’étre formu-

lées afin de tirer profil de cet échec.

Ligand catalytique DMAP Donneur d’acyle thioester + coumarine

0]

H
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o (@]

Schéma 3 Couple DMAP-benzylthioster lié & une coumarine (fluorophore).

La source majeure d’aspécificité fut vraisemblablement due a 1’électrophilie du thioes-
ter. Ce dernier n’admet qu’une bioorthogonalité limitée. Par conséquent la réaction de
bioconjugaison est usuellement conduite a 4 °C afin de restreindre les réactions non
désirées. Par ailleurs, il est aisément dégradé par les estérases, obligeant & accroitre sa
concentration au détriment du rapport signal sur bruit. Enfin, la nucléophilie du DMAP
est exacerbée en milieu basique. L’expérience requiert une valeur élevée du pH, dépas-
sant généralement 8. En conséquence, la population de lysine déprotonée (donc réac-
tive) s’accroit et favorise les réactions parasites non-catalytiques!!.

La sélectivité et la biocompatibilité de cette méthodologie sont somme toute contes-
tables, tout du moins lorsqu’appliquées & P2X7. En comparaison, la stratégie pyridi-
nium oxime-NASA montre des paramétres de sélectivité et d’efficacité remarquable-
ment supérieurs. Les auteurs décrivent 'application de cette méthode sur des tissus
biologiques trés complexe (tranche de cerveau). De ce fait, cette derniére sera explorée

dans le cadre de cette thése.

Le pK, décrit des pyridiniums oxime se situe entre 7 et 8,5. L’anion oximate correspon-
dant exhibe une nucléophilie supérieure aux nucléophiles oxygénés classiques a ce pH!90
(sérine, thréonine, tyrosine...), favorisant une réaction rapide et sélective. En complé-
ment, la structure du donneur d’acyle (composé NASA) a été optimisée pour que celui-
ci arbore une électrophilie modérée, appropriée pour une réaction avec ’ion oximate,

mais orthogonale a la plupart des groupements chimiques (a pH physiologique). Cette
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propriété réduit drastiquement ’aspécificité du marquage d’affinité. Enfin, la structure
du donneur d’acyle n’est pas rencontrée au sein du vivant, les dégradations enzyma-
tiques devraient donc étre négligeables!3!.

En répondant en tout point aux problémes soulevés par I’échec de la stratégie initiale,
le couple pyridinium oxime-NASA se positionne comme un choix approprié. Aussi, cette
approche nécessite deux molécules chimiques : un ligand catalytique et un donneur
d’acyle (NASA) conjugué a une sonde d’intérét. Les détails de la réaction sont exposés
en Figure 21. Apres la reconnaissance spécifique du ligand, I'extrémité oxime facilitera
le transfert d’acyle porté par le composé NASA sur un acide aminé. Une premiére
réaction bioorthogonale entre les deux molécules exogénes formera un intermédiaire
acyle-oxime hautement réactif. Un acide aminé endogéne pourra séquentiellement réa-
gir avec ce dernier pour former une liaison amide biologiquement stable. Il régénérera
ainsi 'extrémité oxime qui s’engagera dans d’autres cycles catalytiques.

Par définition, la premiére réaction pourra étre conduite hors site. Cependant, I'inter-
médiaire acyle-oxime est labile et, a ce titre, sa formation en dehors du site de liaison

aboutirait & une hydrolyse rapide, limitant dés lors 'aspécificité du marquage.

Cycle catalytique
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Figure 21 Illustration de la modification de protéine par la chimie catalytique pyridinium Oxime — NASA. Nu :

nucléophile, carré orange : ligand spécifique, trimére marron : protéine d’intérét, étoile rouge : sonde chimique.

Ce chapitre traitera de la conception et de la synthése des composés chimiques initiaux,
de la modification de P2X7 par ces derniers et de la rétroaction des résultats de biologie

sur la synthése organique.
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2. Ligands pyridinium oxime (PyOx)

La stratégie initiale s’est appuyée sur une synthése convergente du pharmacophore et
de I'extrémité pyridine-4-aldoxime grace a un lien oligoéthyléne glycol de différentes
tailles. A cette fin, une cylcoaddition alcyne-azoture 1,3-dipolaire catalysé par le
cuivre(I) (CuAAC) apparaissait comme une solution rapide et efficace. Le 1,2,3-triazole

formé ne devrait avoir qu’un impact limité sur ’activité biologique de la molécule :

(S]
= _N-O
CuAAC nASC \ln/\N@J

0 : LPegOP
2: LPegBP
3: LPegdP

I
z
33 S
nnn

Schéma 4 Stratégie de synthése du ligand PyOx catalytique.

Ces structures ont été validées a 'aide de modeéles d’interactions. L’approche préférée
ici a été 'amarrage moléculaire®® par comparaison de motif. Puisque le mode de liaison
de AZ10606120 a P2X772 est connu, ces données expérimentales peuvent étre mises a
profit pour valider la conformation du pharmacophore de chaque ligand au sein de la
poche de liaison. La Figure 22 fait état des structures générées et des distances entre
I'extrémité oxime et la lysine la plus proche. Chaque complexe admet un positionne-
ment propice (3,0 et 3,1 A) a une réaction guidée par la proximité. De maniére intéres-
sante, la lysine la plus proche de ’oxime varie avec la longueur de la chaine.

Il convient de rester (trés) prudent quant a ces modéles. Ils ne sont que qualitatifs et
ne prédisent que pauvrement la conformation de plus faible énergie du complexe. Pour
conclure sur cette derniére, la modélisation de la dynamique moléculaire du complexe

est indispensable. Cependant, le laboratoire ne dispose pas des ressources informatiques

8a Trés souvent dénommée par son anglicisme « docking », cette méthode in silico permet de prédire
I’état de plus basse énergie d’un complexe ligand-protéine.
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Figure 22 Amarrage des ligands catalytique de différentes tailles. Pour chaque conformation de complexe générée,
la distance a la lysine la plus proche est montrée. Ces derniéres ont été amarrées avec Autodock Vina (structure
5U1W, centre de grille de docking sur AZ10606120).

nécessaires a cette étape qui doit par ailleurs étre conduite par un spécialiste expéri-
menté. Les résultats présentés ne sont donc que des « poses probables », qui valident

imparfaitement la disponibilité des nucléophiles.
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3. Synthése du pharmacophore et du ligand

La synthése du composé AZ10606120 est décrite par la littérature (brevet)!”!. Cette

derniére, présentée dans le schéma suivant, a largement inspiré la stratégie initiale.

HO Non décrit par le brevet cl
s -

o) 0
N C! Et3N, DMFcqt
= CH.CI,

NH, 0°Ca20°C,2h
90 %

1-methyl-pyrolidinone
K,CO3

AN HV\N/\/OH reflux, 24 h ANz
"
o)

HN (Boc),0, CH.Cly, TA, 1h
HCI, dioxane, TA, 1 h
0 25 % (3 étapes)
Schéma 5 Synthese décrite de AZ10606120.

Cette voie a cependant dii étre légérement modifiée a la suite des imprévus détaillés ci-
apres.

Le chlorure d’acyle, issu de 'acide acétique correspondant, n’a posé aucun probléme de
synthése. Néanmoins la 2-chloroquinolin-5-amine ne fut pas commercialement dispo-
nible aux débuts des travaux de thése. Une équipe a toutefois décrit sa synthése en
deux étapes a partir du 5-nitroquinolin-2(1H)-one!?2. Une premiére étape de chloration
grace au trichlorure de phosphoryle suivit de la réduction de la fonction nitro avec du
chlorure d’étain(Il). Cette derniére étape a été problématique, car le produit final se
dégrade sur colonne de silice. De plus, I’émulsion obtenue lors de ’extraction du brut
réactionnel complexifie fortement sa manipulation. L’étape de réduction a alors été
optimisée. La catalyse au palladium sur charbon est apparue comme solution idéale. Le
dihydrogéne gazeux s’est montré supérieur a ’ammonium formiate en tant que source
d’hydrogéne. Enfin, la réaction de chloration effectuée en aval du couplage au motif
adamantane permet des rendements excellents et une purification aisée.

La synthése de l'alcyne terminale a été réalisée selon la stratégie présentée par le
Schéma 6.

80



4

Chapitre 2 : Organocatalyse

En partant de la 5-nitroquinolin-2(1H)-one commercial, une réaction de réduction ef-
fectuée avec ’hydrogéne gazeux et d’une quantité catalytique de palladium(0) sur char-
bon (10 %) a permis d’obtenir quantitativement I’aniline 5-aminoquinolin-2(1H)-one 1.
Cette derniére a été mise en présence du chlorure d’acyle 2 obtenu aprés 3 h a reflux
de l'acide acétique d’adamantane dans le chlorure de thionyle, et d’un léger excés de
triéthylamine. La réaction forme I’amide 3 correspondante avec un rendement de 81 %.
Ce composé est converti en la chloroquinoline 4 par une réaction avec POCI; fraiche-
ment distillé dans le 1,2-dichloroéthane anhydre & reflux sous atmosphére inerte (ar-
gon). Le chlore peut alors étre substitué par ’éthyléne diamine dans une réaction de
substitution nucléophile aromatique. Ainsi, aprés 48 h a reflux dans 1’éthanol anhydre
en présence de 50 équivalents d’éthyléne diamine, le composé 5 est obtenu avec un
rendement de 51 %.

HO _ S0t \”/ﬂ
o) Reflux 3h
quant.
H
H N__O
N._O
Hy, Pd/C _
Z DMF, 20 °C, 18 h Et;N "
NO, 98 % THF

0°Ca20°C,4h
81 %

3
1,2-DCE |reflux, 12 h
POClI; 99 %

EtOH
reflux, 48 h
51 %

N HZN/\/NHZ
" NH,
K,CO4
wﬂ

DIC, DIEA

_
J\// DMF
0°Ca20°C, 16 h
85 %

e

O

Schéma 6 Synthése de 1'alcyne terminal 6.
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Enfin, 'analogue alcyne 6 est obtenu par acylation de ’amine primaire par ’acide but-
3-ynoique en présence de N,N’-Diisopropylcarbodiimide (DIC). Le composé 6 a par

conséquent été obtenu avec un rendement de 85 % apreés purification.

La synthése de 'extrémité azoture-oxime (Schéma 7) a été grandement simplifiée par
la disponibilité commerciale de la pyridine-4-aldoxime. Afin d’augmenter les chances
d’effectuer un marquage spécifique de P2X7 a l'aide la stratégie pyridinium oxime-
NASA, différents analogues du composé AZ10606120 fonctionnalisés par un groupe-
ment pyridinium oxime ont été synthétisés. Ceci a conduit & la synthése de divers
groupements pyridinium oxime alkylés par des chaines oligoéthyléne glycol présentant
une fonction azoture terminale. Pour ce faire, les différentes unités d’éthyléne glycol (n
=0, 1, 2, et 3) ont été bis-tosylées en présence de chlorure de paratoluénesulfonyle
(désigné tosyle par la suite) et d’'une quantité catalytique de DMAP pour obtenir les
produits 7 correspondants. La substitution d’'un tosylates par un azoture permet d’ob-
tenir les produits bifonctionnalisés asymétriques 8. Enfin, le tosyle a été substitué quan-
titativement par la pyridine-4-aldoxime afin d’obtenir les produits désirés 9, 10, 11 et
12.

o) o)
Et,N, DMAP X O O_u
o ~OY~on - 5; A S
n THF 0 o)
0°C a20°C, 16 h 7
DMF
NaNs 1 20<c 16h
_OH
)
_OH
CF3CO0 | Z |
~ N o, 0
o s
Mot N - NAOh o
YA AcCN
reflux, 48 h 8
quant.

9:n=0

10 :n =1
M:n=2
12:n=3

Schéma 7 Synthese des extrémités pyridinium-oxime.

La conjugaison des deux synthons obtenus (alcyne terminal et azotures) par cycload-

dition n’a pas été aussi triviale qu’escomptée. En effet, les conditions classiques de
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CuAAC, qui utilisent le sulfate de cuivre(Il), ’acide ascorbique (réduisant ce dernier)
et la 1-proline (ligand du cuivre qui améliore sa réactivité) dans un solvant HoO : DMF :

tert-butanol (1 : 1 : 2), n’ont pas permis d’isoler les produits finaux désirés.

©]
0 — N-O
NS N\/\N NN~ J‘I\A/N
H CuSQy, ascorbate, |-proline ~ H )j
7 N/ =
< > o
HN HN n
H,0, '‘BuOH, DMF
o) 20°C, 24 h 0 ©N
6 argon ) \
NS
13:n=0, LPegOP
14 : n= 2, Lpeg3P N7
15: n = 3, LPeg4P )
(0]
©

Schéma 8 Stratégie de synthése des ligands catalytique par CuAAC.

En conséquence, les modalités réactionnelles ont été adaptées. T. Tamura et al. font
état d’un protocole expérimental particulier pour la chimie CuAAC avec des subs-

trats similaire!3! :

NN\NWOEQS

. H,NO,S
SO,NH, N=N 0O 272
[Cu(CH3CN),4]PF S
s-alre N CF,C00
> NH N=N
|
CH,Cl,, MeOH o P&/N\/\o/\/o\/\%/
0 ”\ TA, 12h \

OH
Schéma 9 Exemple de synthése avec des substrats similaires.

L’hexafluorophosphate de cuivre(I) tetrakis (acétonitrile) est une source directe de
cuivre(I), nécessaire a la réaction. Il ne requiert pas de réduction par 'acide ascorbique
pour étre réactif. La présence d’un ligand polytriazole permet d’accélérer la réaction

grace a (1) sa basicité qui favorise la formation de l'acétylure de cuivre(I) en aidant a

Schéma 10 Structure du ligand TTMA.
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la déprotonation de ’alcyne, (2) sa chélation du cuivre (I) qui le protége de 'oxydation
et empéche la formation d’agrégat polynucléaire de cuivre(I), et (3) sa faible stabilité
de coordination offre des échanges de ligands rapides et bénéficie aux propriétés cata-
lytiques!'?3. Parmi ces ligands tris-triazole, le TTMA se montre particuliérement effi-
cace!™ et a été utilisé dans la série de réactions suivantes (Schéma 10).

Différentes proportions stcechiométriques cuivre-ligand ont ainsi été expérimentées.
L’optimisation de ces derniéres a fourni la molécule LPegOP avec un rendement mo-
deste de 4 %.

Les réactions de CuAAC avec les substrats azotures 11 et12 arborant une chaine po-
lyéthyléne glycol plus longue n’a permis de n’isoler aucun produit attendu 14 et 15
(LPeg3P et LPegdP). Le cuivre est probablement complexé par les fonctions chimiques
de l'alcyne vrai qui masque alors sa réactivité. Toutefois, les quelques milligrammes
obtenus sont suffisants pour une série d’expérimentations biologiques qui établira la

capacité de la molécule a modifier sélectivement P2X7.

4. Donneur d’acyle NASA

Ces étapes ont tiré profil de la description détaillée de la synthése par Tamura et al.'3!.
Briéevement, la N-acylation du 4-nitrobenzenesulfonamide par le Boc-PEG4-COOH a
été effectuée au moyen du 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) en
présence d’une quantité catalytique de DMAP (50 %). Cette réaction a permis d’obte-
nir le composé 16 avec 60 % de rendements. Ensuite, le bromure de 4-nitrobenzyl a
permis la N-alkylation de la fonction sulfonamide et d’obtenir le composé 17 avec un
rendement de 65 %. Enfin, le groupement tert-butoxycarbonyle (appelé Boc par la
suite) a été éliminé a I'aide d’un mélange 1 : 1 TFA : CHyCly, permettant d’accéder au

composé 18 présentant une amine primaire terminale (Schéma 11).

Cette derniére a permis I'incorporation de la carboxyfluoresceine. Ce fluorophore a été
introduit & l'aide de la 5-carboxyfuorescéine en présence de chlorure de 4-(4,6-Di-
methoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium (DMTMM). L’utilisation de ce ré-
actif de couplage est justifiée par I’échec d’autres agents de couplage, comme 'EDC ou
I'hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b|pyri-
din-3-yloxy)méthaniminium (HATU). Le schéma suivant illustre cette étape. Les ren-
dements obtenus sont alors de 88 % pour 19 (NASA-FI, Schéma 12).
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O H
N__O
w0 ol o
S _NH, o} O2N o
/©/ Y EDC, DIEA, DMAP - S,,O M 3’\/H o
&N 0
O2N DMF, 0 °C 420 °C, 16 h O 4 ll/ \]<
60 % 16
KL, DIEA  o,N
DMF
20 °C, 25 h Br
65 %

02N \©\ o 02N
O
S//\ \©\ //O JOL@A N

. JJ*/\ NH, S
o N O/);,\/ TFA, CH,Cl, g N
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quant.
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Schéma 11 Synthése de 'amine primaire 18.

COOCH

OoN DMTMM,
\©\ o O N-methylmorpholine
S’ J‘@/\

DMF
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88 %
NO2 NO,
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NASA-FI
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Schéma 12 Synthése de NASA-FL
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5. Pharmacologie de Lpeg0

Une fois les différents composés synthétisés, le pouvoir inhibiteur du ligand catalyseur
LPeg0 a été investigué par électrophysiologie patch-clamp. Le but de cette expérience
est d’approcher I’affinité de la molécule par sa puissance d’inhibition des courants du
récepteur P2X7. Néanmoins, il s’agit ici d’une inhibition non compétitive. A ce titre,
les outils mathématiques classiques pour quantifier la valeur de l'affinité (p. ezx. équa-
tion de Cheng-Prusoff) ne peuvent étre employés.

Des cellules HEK293T ont été transfectées avec le récepteur P2X7 de rat 24 heures
avant l'expérience. Un courant entrant est ensuite provoqué par I'application d’ATP
extracellulaire (1 mM) pendant 2 secondes. Sans délai, LPegOP a ensuite été appliqué
pendant 10 secondes, dans le but de saturer les sites allostériques de P2X7. S’en suit
alors une coapplication du ligand et de ’ATP pendant 2 secondes afin de provoquer un
courant entrant. Enfin, 1 mM d’ATP seule est appliqué pendant 2 secondes apres 30 se-
condes de perfusion d’une solution de lavage, pour estimer la réversibilité de la liaison
du ligand & sa cible.

Ainsi, I'inhibition du ligand a été évaluée (1 pM) en comparaison du composé de réfé-
rence (AZ10606120, 1 pM). La Figure 23 présente les pourcentages d’inhibition de ce
dernier. Ceux-ci sont calculés par la soustraction de la valeur du courant lors de la
coapplication ligand-ATP & la valeur du courant entrant provoqué par la premiére
application d’ATP seule. LPegOP montre des valeurs satisfaisantes (60,4 % + 6,6 %, n
= 3) a 1 uM, pour rappel, IC5yp AZ10606120 ~ 10 nM).

Lavage
LPegOP (1 uM) 30 s
ATP 1mM — — —_ .S 1007 —eoe—
B £ 80
| =2
\ = 60 %.
| T
L o
\ e 20
3 1A \ 0 . .
\ 1M 1M
W/ AZ10606120  LPegOP

2s
Figure 23 Pouvoir inhibiteur de LPegOP a 1 pM. A. Courant représentatif, cellule entiére, provoqué par la stimu-
lation de cellules transfectées P2X7 avec PATP (1 mM) pendant 2 s suivi de 10 s d’application de LPeg0P (1 pM)
et enfin 2 s de coapplication des deux composés aux concentrations indiquées précédemment. Aprés 30 s de lavage,
IATP (1 mM) est appliquée pendant 2 s. B. Quantification du pouvoir inhibiteur contre 1 tM AZ10606120 selon le
méme protocole.
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L’insertion d’une charge positive et d’un trop grand nombre de degrés de liberté semble
donc détrimentaire a l'affinité. Une conclusion robuste nécessitera cependant un travail
de relation structure-activité dépassant de loin les objectifs de cette thése.

Ces valeurs acquises, elles permettent subséquemment de guider les réactions de mar-
quages a suivre. En effet, il est raisonnable de supposer que les concentrations infé-
rieures & 1 ptM LPegOP n’ont que de faibles chances de succés lors de la réaction de

bioconjugaison. La limite haute devra étre définie a posteriori.

6. Marquage d’affinité

La stratégie de marquage est ensuite déployée sur cellule HEK293T transfectées avec
P2X7. Afin de fluidifier la lecture des résultats et discriminer les cellules transfectées,
les expériences suivantes tirent profil d’un récepteur P2X7 couplé a4 une protéine de
fusion fluorescente mScarlet!®> dérivée de la protéine mCherry (protéine fluorescente
rouge). Décrite en 2017, elle posséde des caractéristiques photophysiques exception-
nelles, en plus d’un encombrement réduit (protéine monomeérique). Dans un souci de
cohérence, elle sera représentée dans les futures images en vert (Schéma 13). Si ce choix
peut surprendre pour une protéine fluorescente rouge, il sera justifié par la suite. Il est
demandé au lecteur d’en admettre la pertinence.

La section suivante propose une description progressive des différents parameétres

optimisés pour cette stratégie. Chacune des conditions a été analysée par microscopie

Schéma 13 Schéma du construit P2X7-mScarlet (vert), incluant la sonde de marquage (rouge). Ce code couleur
sera repris tout au long des figures de microscopie a suivre.

a épifluorescence a champ large. Cette méthode permet de collecter plus de signaux
que la microscopie confocale (elle ne rejette aucun photon), au dépit d’une
quantification moins robuste. Elle a donc été préférée pour ces expériences prélimi-
naires, ol seule une observation qualitative d’un signal spécifique est recherchée. Les
expériences initiales ont été menées avec LPeg0OP (5 nM) et NASA-F1 (10 pM), incubés
pendant pendant 2 h sur cellules HEK293T transfectées avec P2X7-mScarlet.
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Pour controéle, la méme expérience fut conduite en incubant les cellules avec NASA-F1
(10 pM) uniquement. Certaines cellules paraissent alors émettre une fluorescence dé-
pendante de la transfection (Figure 24, planche supérieure). Néanmoins, un signal si-
milaire est observé lors de I'incubation avec NASA-F1 seul (Figure 24, planche infé-
rieure). LPegOP n’induit dans ces conditions aucun marquage sélectif. Il semble se lier
aux cellules mortes ou mourantes. Les répliqua de I'expérience en modulant les concen-

trations des réactifs ont conduit aux mémes conclusions.

Contraste de phase mScarlet Fluorescéine Composite

LPeg0 5pM +
NASA-FL 10pM

NASA-FL 10pM

Figure 24 Marquage des récepteurs P2X7 par le systéme catalytique PyOx-NASA. Les cellules sont incubées (2 h,
37 °C, DMEM) avec le mix LPegOP (5 pM) et NASA (10 nM) et imagées par microscopie a épifluorescence aprés
3 ringages au tampon PBS. Barre d’échelle : 30 pm.

Le rationnel d’échec initialement formulé pour expliquer cet échec se dirigeait contre la
fluorescéine. La détection de son signal est génée par l'autofluorescence des cellules.
Déplacer l'illumination dans des longueurs d’onde proche infrarouge permettrait de
s’affranchir de ces signaux parasites et d’augmenter le rapport signal sur bruit. En
conséquence, le donneur d’acyle NASA fut fonctionnalisé par une tetrasulfo-cyanineb
(Alexa Fluor 647) en lieu et place de la fluorescéine. La présence de charges négatives
sur ce composé devrait restreindre 'interaction avec les membranes plasmiques et limi-

ter les liaisons aspécifiques telles qu’observées précédemment.
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7. Synthése d’un nouveau composé NASA

La synthése en une étape de ce composé nécessite 'amine primaire 18 et 1’acide car-
boxylique commercial d’Alexa Fluor 647 sous forme de sel de tris(triethylammonium).
Le couplage de ces deux molécules a été effectué avec le DMTMM comme précédem-
ment décrit et permet d’obtenir le donneur d’acyl 20 (NASA-A1647) par la formation

d’une liaison amide (Schéma 14) avec un rendement de 76 %.

ON
\©\ o0 DMTMM,

S. M NH . i
TN Oa’\/ 2 Nmethylmorphollne»

@) 4
DMF
20°C, 2 h
NO> 76 % NO,
18
NASA-Al647
20

Schéma 14 Synthése de NASA-A1647

Marquage d’affinité

La Figure 25 exemplifie une expérience de marquage avec le composé NASA-A1647. Les
cellules ont été préparées selon le méme protocole qu’en Figure 24. Si ’aspécificité du
marquage cellulaire parait réduite, aucun marquage spécifique de P2X7 n’a pu étre
discerné. Ici encore, différentes concentrations ont été testées, sans succes.

La longueur de la chaine éthyléne glycol semble ici étre une cause vraisemblable de
I’échec de cette stratégie. Plausiblement, ce dernier est trop court et adopte une con-
formation qui n’accepte pas ’exposition de l'extrémité pyridinium oxime au solvant.
Tout du moins, pas assez pour conduire & une réaction efficace avec le donneur d’acyle.
Cette hypothése a été examinée par la suite en synthétisant un nouveau ligand cataly-

tique.
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Contraste de phase mScarlet Alexa Fluor 647 Composite

LPegOP 10pM +
NASA-FL 10pM

NASA-A1647 15pM

Figure 25 Marquage des récepteurs P2X7 avec LPegOP et NASA-A1647. Les cellules sont incubées (2 h, 37 °C,
DMEM) avec le mix LPegOP (10 pM) et NASA-A1647 (10 pM) et imagées par microscopie a épifluorescence aprés
3 lavages au PBS. Barre d’échelle : 30 pm.

8. LPeg7P

Synthése

Une autre stratégie de synthése a été utilisée pour produire ce nouveau ligand, plus
long. En lieu et place de la chimie « click », exploiter 'amine primaire 5 du pharmaco-
phore pour conjuguer l'extrémité aldoxime par liaison amide a paru pertinent. A cette
fin, ’hexaéthyléne glycol a été fonctionnalisé avec un acide carboxylique protégé grace
au tert-butyle de bromoacetate. La deuxiéme extrémité de cette chaine fut modifiée
avec un tosyle suivant le mode opératoire des réactions de tosylation précédentes. Une
fois I'acide carboxylique déprotégé, une conjugaison a pu étre effectuée avec le phar-
macophore grace au DMTMM, utilisé ici pour sa vitesse de réaction et sa tolérance &
des milieux de réaction non anhydre. L’obtention d’'un milieu de réaction strictement
anhydre est difficile & controler lors de la manipulation de molécule contenant une
chaine polyéthyléne glycol. La substitution du tosyle de la molécule 24 par la pyridine-
4-aldoxime pour obtenir quantitativement la molécule finale attendue 25 a alors été

commode.
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Schéma 15 Synthése du ligand LPeg7P

Pharmacologie de LPeg7P

A Timage du premier ligand synthétisé, le pouvoir inhibiteur de LPeg7P a été évalué
par électrophysiologie patch-clamp (Figure 26A). 5 nM de ce ligand inhibe 42,7 % (+
5,1 %, n = 3) des courants entrants de P2X7 provoqués par 1 mM d’ATP.

Lavage
LPeg7P (5 pM) 30 s
ATP ImM —= — = g 1009 —ese—
= 80
=
\ g 60 %
E ==
| i 40
3 nA \ o
\ x© 20
0 T T
1pM 1pM 5 pM
2s AZ10606120  LPeg0OP LPeg7P

Figure 26 Pouvoir inhibiteur de LPeg7P (5 pM) en comparaison de LPegOP (1 pM) et AZ10606120 (1 pM).
Figure 23 pour le détail du protocole.
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Lorsque comparée a 1 nM de LPegOP, une telle diminution du pouvoir inhibiteur ne
fut pas attendue (Figure 26B). La chaine polyéthyléne glycol induit probablement une
conformation défavorable de la molécule a son amarrage a la poche allostérique cible.
Cependant, ce ligand est capable de former un complexe avec le récepteur P2X7 et sera

ainsi utilisé par la suite.

Marquage d’affinité et screening

Les conditions précédemment décrites ont été reprises, en ne changeant que la nature
du ligand. Ce dernier, significativement plus long, ne s’est alors pas montré plus efficace
que son homologue. Les figures obtenues sont identiques en tout point & celles présen-
tées antérieurement et a ce titre, le lecteur y est référé.

Une réflexion plus approfondie fut engagée. Différents parameétres sont apparus comme
potentiellement limitants :

e La température. A 37 °C, les protéines transmembranaires peuvent subir un
turn-over plus ou moins rapide. Prolonger le temps de résidence de P2X7 a la
membrane en bloquant I'internalisation peut donc bénéficier a la réaction. A cet
effet, une réaction conduite & 16 °C permet de limiter ’endocytose.

e La surface. Le laboratoire utilise en routine la poly-L-lysine en tant que substrat
d’adhésion cellulaire. Ce polymére de lysine qui recouvre I'entiéreté de la surface
de culture transparait comme un candidat probable de réaction avec le donneur
d’acyle. La société Ibidi® commercialise une solution d’adhérence (p-Dish,
ibiTreat) cellulaire permettant de s’affranchir de la poly-L-lysine et d’interroger
cette théorie.

e Le milieu d’incubation. Les milieux classiquement utilisés en culture cellulaire
sont chimiquement trés complexes et peuvent induire des réactions non désirées.
Le recours & un milieu d’incubation moins généreux en diversité moléculaire
semble pertinent.

e [’homologie protéique. La protéine P2X7 issue de différents organismes montre
une légére modification de la population de lysine exposée au solvant, notam-
ment aux abords de la poche allostérique de liaison du ligand.

e Les paramétres cinétiques (temps et concentrations).

Chacun de ces parameétres a alors été considéré dans une campagne de screening. 35

conditions jugées prometteuses ont été évaluées, selon le Tableau 3 suivant :
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Espéces Humain, souris et rat
Température 16 °C et 37 °C
Milieu DMEM et HEPES (50 mM)
Temps d’incubation 1h,2h,3hetbh.

Poly-L-lysine

Support de culture
uppor Plastique Ibidi®

LPegOP 5 & 50 pM

Ligands
LPeg7P 10 & 100 pM

NASA-Al647 10 a4 100 pM

Tableau 3 Conditions d’optimisation du marquage d’affinité

Il fut alors décevant de n’observer aucun signal spécifique récompensant ce travail.
Chacune des expériences a abouti aux résultats précédemment illustrés par la Figure
25 : pas de fluorescence membranaire visible, dans un champ parsemé de zones exigués
d’intense fluorescence, correspondant stirement & une liaison non spécifique du fluoro-

phore aux grains de transfections.

9. Discussion

Dans le but de rationaliser ’échec de cette stratégie catalytique, les cinétiques de réac-
tions ont été évaluées. La réaction de marquage est favorisée par la proximité de I'in-
termédiaire et la lysine endogéne ciblée. Tout se passe alors comme si la concentration
locale des deux réactifs était trés élevée. Par conséquent, la réaction a été mimée grace
a l'incubation des deux réactifs dans un tampon concentré en amine primaire (1’éthyléne
diamine). La vitesse estimée de réaction a été analysée par chromatographie liquide
haute performance (HPLC), en suivant la dégradation du composé NASA-F1 en fonc-
tion du temps.

Ainsi, dans un solvant HEPES (50 mM) contenant 1 mM d’éthyléne diamine a été
dissous 10 ntM de NASA-F1. En absence de ligand pyridinium oxime, aucune dégrada-
tion significative du composé n’a pu étre observée. La présence équimolaire de ce dernier
(LPeg7P) induit en revanche une dégradation de 20 % aprés 16 h de réaction (Figure
27).
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Figure 27 Réaction du composé NASA en présence d’éthyléne diamine. A. Schéma réactionnel. B.
Suivi HPLC de la conversion au cours du temps du composé NASA initial en composé X (+ Y).

Cette expérience met en avant des cinétiques insuffisantes. Ce modéle ne correspond
néanmoins que pauvrement a la réaction guidée par la proximité spatiale et il convient
d’étre prudent lors de son interprétation. La réponse adéquate a cette interrogation
nécessite la protéine P2X7 purifiée, et un suivi de la réaction par spectrométrie de
masse. Cette investigation s’est avérée bien trop complexe au regard des bénéfices four-
nis au projet. Par ailleurs, étant donné sa nature transmembranaire, purifier P2X7
reléve d’un défi tout autre que le projet présenté ici. Enfin, et au vu des échecs du
marquage en dépit des nombreuses conditions expérimentées, il parait peu probable
d’obtenir des résultats permettant d’optimiser celui-ci grace a cette méthode.

Ipso facto, un choix cornélien s’est imposé. Continuer le travail sur cette stratégie ou
I’abandonner. Le premier cas de figure demande alors la synthése d’une « chimio-
théque » conséquente de ligands catalytiques, en modulant la structure du lien chimique
(longueur et rigidité). Il ne garantira aucunement un succes, et nécessitera un labeur
chronophage. Le deuxiéme implique la perte de plus d’'un an de travail et la reformu-
lation d’un projet de recherche.

La suite choisie s’est avérée étre une chimére de ces deux issues. Quelques mois avant
le début de cette thése, le groupe d’I. Hamachi publia un article sur I’optimisation du
composé NASA afin d’adapter cet électrophile & une méthode guidée par un ligand non
catalytique. Une N-alkylation du NASA par un groupement acétonitrile en lieu et place
du para-nitrobenzyle permet d’exacerber suffisamment son électrophilie pour une ap-
proche directe. Ainsi, un rationnel in silico fut rapidement mis en place. Le deuxiéme
chapitre traitera en détail de cette stratégie qui bénéficie alors de la chimie établie du

pharmacophore et de sa fonctionnalisation.
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Chapitre 3 : Approche directe

1. Introduction

I. Hamachi est indubitablement le pére du marquage de protéine guidé par un ligand.
Ses travaux pionniers posent les fondements d’une approche riche d’opportunités, aux
caractéristiques uniques. Son laboratoire est 'auteur de la plupart des électrophiles,
donneurs d’acyles et catalyseurs décrits plus haut. En 2018 son équipe et lui-méme
décrivirent la dérivation du donneur d’acyle NASA en groupement clivable pour I'acy-
lation de protéine. Comme décrit précédemment!96:131  1’électrophilie du N-acyle peut
étre optimisée en modifiant la nature du groupement électroattracteur N-alkyle. C’est
ainsi qu’ils publieront le groupement N-cyanomethyl-N-acylphenylsulfonamide (appelé
NASA par la suite, voir Schéma 16). Lors de test de marquage in vitro sur la pro-
téine FKBP12 purifiée par une approche directe, guidée par un ligand, cet électrophile
clivable montre des cinétiques exceptionnelles. 98 % des protéines du milieu ont été
modifiées en 15 minutes. En comparaison, le N-nitrobenzyl-N-acylphenylsulfonamide
(composé NASA, voir chapitre I) construit sur 'exact méme ligand d’affinité ne par-

vient qu’a 22 % de marquage aprés 2 heures d’incubation, a concentrations égales!!3.

Schéma 16 Electrophile NASA

Cette chimie se montre par conséquent particulierement efficace et sélective lors de
modification de protéines natives sur cellules vivantes. Le marquage d’une protéine
transmembranaire (récepteur au folate) guidée par le ligand méthotrexate (Kp =
200 nM) sur cellules KB vivantes fiit complet en 30 minutes. Dix minutes suffisent pour
atteindre 80 % de la réaction. Ces résultats remarquables ont inspiré une nouvelle stra-
tégie de modification de P2X7. La réactivité optimisée du NASA légitime sa conjugai-
son au ligand AZ10606120 pour 'acylation sélective de lysines & proximité du site de

liaison allostérique de P2X7 selon la Figure 28.

Le chapitre suivant détaille par conséquent les diverses étapes de conceptions, de syn-
théses et d’optimisations des outils de marquage de seconde génération. Il traitera éga-
lement des explorations de la physiologie du récepteur P2X7 permises par cette ap-

proche.
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Figure 28 Illustration schématique du marquage par approche directe. La proximité de 1'électrophile induite par la

o'o

reconnaissance du ligand pour sa cible permet la modification covalente d'un acide aminé endogéne aux abords du
site de liaison. Orange: ligand spécifique, trimére marron : protéine d’intérét, rouge : sonde chimique.

2. Modélisation moléculaire

Le ligand et 1’électrophile sont donc définis. En accord avec les structures publiées par
T. Tamura et al., la sonde chimique sera séparée de 1’électrophile par une chaine te-
traéthyléne glycol. La solubilité du composé final en bénéficiera et la reconnaissance de
tag’ telle que la biotine par la streptavidine ne sera pas stériquement compromise (voir

ci-apres).

/

HN ON\ 4
N

)

* Sonde chimique (biotine, azoture, fluorophore...)
Schéma 17

La structure du lien chimique a alors été créée. La chimie médicinale décrite sur les
antagonistes de PX7 a été le point initial de ces travaux. La littérature fait état de la

relation structure activité de substituant de la quinoléine (voir références 197 et 192).

% Anglicisme désignant une étiquette moléculaire discriminable dans un milieu complexe.
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Ces données ont permis de suggérer des candidats prometteurs par une approche ins-
pirée du criblage par fragments!%®. La dérivation de I'inhibiteur originel en réactif de
marquage, rationalisée par ces fragments, a généré les structures proposées en Figure
29. Chacune de ces 6 molécules a ensuite été virtuellement amarrée & P2X7. Pour cette
expérience, la chaine tetraéthyléne glycol et la sonde ont été retirée de la structure. 10
poses par composé ont été générées (AutoDock Vina). Pour chaque complexe, la con-
formation la plus analogue a celle expérimentalement décrite pour le complexe P2X7-
AZ10606120 a été retenue. Ceci permet de mesurer la distance du N-acyle et de la
lysine K110 (la plus proche), ainsi que 1’énergie de liaison prédite (Figure 29).

N R;
~N
(@]
Pz (O ¢
(;Lj/ >s? JJ\
HNY\@ R/Q 1
\\N

o

Substituants (R1) 1Cs0 Modification proposées Distance K110*  Emersie de hjlson
décrit (kcal.mol™)
N N 10,9 9.5
,./N\/\/OH 8nM */N\/\/O\Rz ) -9,
H H (0]
N~ OH 10 nM */N\/\NJ\R 10,9 -10,4
H H 2
N 0
ne \/\H/\/ “R, 11,4 93
H H
,./\/N\/\/OH 16 nM x/\/N\/\/O\R2 14,6 -9

OH O.
*@—/ 8 nM *O—/ R Poses abbérantes -
*—< >—NH
*ONHZ 10 nM }/*Rz Poses abbérantes -

Figure 29 Prédiction in silico d'un réactif de marquage adéquat. Différentes modifications publiées (substituants
R1) conjointement avec leurs ICsg respectifs ont inspirées les modifications proposées. Ces derniéres ont été amarrées
avec Autodock Vina (structure 5UIW, centre de grille de docking sur AZ10606120).

10a- Aussi plus connue par son anglicisme « fragment-based drug design ». Ce concept décrit 'analyse de
Pactivité biologie de petits fragments moléculaires au sein d’une poche de liaison protéique afin de cons-
truire une molécule complexe & partir de ces derniers.
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Le candidat le plus prometteur sur les deux facteurs évalués (distance et énergie,

Schéma 18) a alors été synthétiseé.

_ o 9
S eo i X
HN@ 0 \ 4
N

N

Schéma 18 Structure du réactif de marquage.

3. Synthéses

Les sondes choisies dans ce projet devaient initialement permettre de couvrir un spectre
trés large. Ainsi, 4 groupements chimiques ont été jugés appropriés. (1) La fluorescéine
pour la révélation directe en microscopie a fluorescence, (2) la biotine, afin d’utiliser la
gamme étendue de streptavidines fonctionnalisées disponibles, (3) Le TCO l'accés a
une chimie bioorthogonale in situ, et (4) l'azoture, offrant un partenaire d’une autre
chimie biocompatible.

La synthése du réactif admet une voie de synthése sans difficulté chimique apparente.
La synthése du pharmacophore et sa fonctionnalisation ont été optimisées dans le pre-
mier volet de ce projet. Les séquences réactionnelles suivantes s’avérent étre pour beau-
coup des formations de liaisons amides, théoriquement triviales. Seule la N-alkylation
parait complexe, notamment due a la rapide hydrolyse du composé final en milieu
basique et des équivalents (usuellement 50) d’iodoacétonitriles nécessaires. Ces derniers
peuvent alors conduire a une polyalkylation du composé. Cependant, cette étape béné-

ficie d’une littérature relativement fournie.

Synthése de 'acide carboxylique COOH-PEG4-Boc
La premiére phase de synthése a été d’obtenir 'acide 2,2-dimethyl-4-oxo0-3,8,11,14,17-

pentaoxa-5-azanonadecan-19-oique (COOH-PEG4-Boc, Schéma 19), nécessaire a la
fonctionnalisation de la sonde chimique par ’électrophile NASA. Sa formation sera
décrite ici, séparée de la molécule finale afin d’offrir une lecture des synthéses plus
cohérente. Il a été synthétisé a partir du tetraéthyléne glycol. Le tert-butylacrylate (1
eq.) a été introduit sur une fonction hydroxyle terminale dans une réaction d’oxa-
Michael avec un rendement de 14 %. Une réaction avec le chlorure de paratoluénesul-

fonyle permet la tosylation de I’hydroxyle terminal libre. La substitution nucléophile
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(SN2) du tosylate par un azoture permet d’obtenir le tert-butyle 1-azido-2,5,8,11-te-
traoxatridecan-13-oate (28, COOH-PEG4-N3 protégé). Ce composé fit alors utilisé
pour la synthése du réactif de marquage contenant un azoture. Ce méme composé a
également été réduit par une réduction de Staudinger & ’aide de triphénylphosphine
en présence d’eau pour fournir I’amine primaire 29. Une étape de protection de la
fonction amine a ensuite été réalisée afin de pouvoir envisager un couplage sélectif de

31 a la sulfonamide 33 (voir ci-aprés). Dans ce but, un groupement Boc a été introduit

Ak

SO0 —»tBUOK >L i (0]
M
HO o) OH HE o o > %/\OH
0°Ca20°C 26
6h
14 % CH,Cl,
Q o o
oS 0°Ca20°C
o 16 h
EtsN 49 %

N0 S S o
/\/ >L
(0] (6] t/\N:a DMF OMO/\/OV\O/S
28 27 3

ke
50 °C
16 h
. 94 %
PPhy | 20.7C °
20 1 67 9

>L g J<
Ao
o) o] o]
SL 0 =N S oy~ Ak
OMO/\/ Y\NHZ THE OMO/\/ t/\u 0
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0°Ca20°C
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quant.
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Schéma 19 Synthése du COOH-PEG4-Boc.

sur 29 par la réaction de cette derniére avec le dicarbonate de di-tert-butyle en présence
de bicarbonate de sodium. La déprotection sélective de I'acide carboxylique a été menée
en conditions basiques a 'aide de LiOH dans un mélange 1 : 1 H2O : MeOH afin d’ob-
tenir I'acide COOH-PEG4-Boc 31.
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Synthése du réactif dérivé de la fluorescéine (LNASAFI)

La stratégie qui permet d’obtenir ce composé fait intervenir ’amine primaire 5 précé-

demment décrite comme synthon initial (Schéma 20). Afin d’introduire la fonction sul-
fonamide essentielle & la molécule finale, la 4-methybenzenesulfonamide a été oxydée
par KMnQO,4 aqueux en milieu basique. L’acide 4-sulfamoylbenzoique correspondant a
alors été couplé via une liaison amide & I’amine primaire 5 grace au carbodiimide EDC.
La sulfonamide ainsi obtenue a été N-acylée par le COOH-PEG4-Boc dans une réaction
inspirée de 'estérification de Steglich!®8. Celle-ci étant peu réactive, une présence de
DMAP catalytique (0,5 Eq) est requise afin de former un intermédiaire N-acyle urée
permettant la N-acylation de cette derniére. La fonction Boc du composé formé a alors

été déprotégée grace a ’acide trifluoroacétique pour former I'amine primaire 35.

H
N\ N~
o} KMnO, o) R= Z
N ,NH2 W ,NHZ
Sy NaOH Ss HN
T —e ™ 1J®
2 0
reflux, 2 h HOOC 32
48 %
NN o
AN \/\NH2 R\N
Z - H /9
EDC, HOBt, DIEA S NH
HN DMF 33 O 2
3 0°Ca20°C, 18 h
64 %
5 0 EDC, HOBt, DMAP
DIEA
HOMO);\/NHBOC DME
0°C a20°C,18 h
82 %
0 0 Y
RN TFA, CHCl, R+
H 0 0 <~ H o 9
S )1<\/\ NH, 1h,20°C 'S )L(\/\ NHBoc
o H O)Z\/ quant. o H O);\/
35 34

Schéma 20 Synthése de 'amine 35.

Celle-ci a été mise en présence de H-carboxyfluorescéine pour former une liaison amide
grace au réactif de couplage DMTMM. L’alkylation du composé obtenu requiert la

présence d’iodoacétonitrile, obtenu par la réaction de Finkelstein'®? & partir du chlo-
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roacétonitrile dans ’acétone. La N-alkylation de la N-acylsulfonamide par 'iodoacéto-
nitrile dans la DMF anhydre sous argon a I’abri de la lumiére n’a pas permis d’isoler le
réactif de marquage final 37 (LNASAFI). La masse de ce dernier fut cependant détectée
par spectrométrie de masse, parmi une grande quantité d’autres composés. Différentes
tentatives d’optimisation ont été conduites (stoechiométrie, ordre des réactions), mais

leurs échecs respectifs ont contraint cette voie & étre abandonnée.

DMTMM
N-méthylmorpholine

20°C, 2h
67 %

=N DIEA
T DMF
20 °C,16 h OH

Schéma 21 Synthése de LNASAFL
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Synthése du réactif dérivé de la biotine (LNASAB)

Sur I'amine primaire obtenue aprés déprotection au TFA de la molécule 34 a été cou-
plée la biotine grace au DMTMM. La N-alkylation de la sulfonamide par l'iodoacéto-
nitrile (voir LNASAFI]) a alors permis d’obtenir le composé¢ 39 (LNASAB) avec un
rendement de 80 %.

H 0
NN oy
/
"S\N)LV\O%’\/NHZ
(0] 35
@]
A DMTMM
HN i .
H NH N-méthylmorpholine
HO
b ?jLH 20°C, 2 h
0 S 74%

7
17 o H
Lere A
0] 38
—N DIEA
I/ - DMF
20 °C, 16 h
80%

39
Schéma 22 Synthése de LNASAB.
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Synthése du réactif dérivé du TCO (LNASATCQO)

Suivant le schéma précédemment décrit, ’ester de paranitrobenzyl-trans-cycloocténe

permet de fonctionnaliser 'amine primaire 35 avec un TCO par une liaison carbamate
(Schéma 23). Néanmoins, la réaction de N-alkylation de la N-acylsulfonamide (voir
LNASAFI1 et LNASAB) produit deux composés. En accord avec la spectrométrie de
masse, I'un est mono-alkylé et I’autre bis-alkylé. Les temps de rétention quasi égaux de
ces produits ne permettent alors pas leur séparation. De plus, aucune réaction n’est
observée lorsque ce mélange est mis en présence de tetrazine. Ceci suggére une réaction
parasite du iodoacétonitrile sur le trans-cycloocténe, par un mécanisme dont le temps
a manqué afin de I’explorer. Le produit bis-alkylé serait alors le produit de cette réac-

tion et de la N-alkylation attendue.

0.0 DIEA
hid 20°C,72h
o) 86%
O,N

N DIEA
7 T DMF

20 °C,16 h

Schéma 23 Synthése de LNASATCO
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Synthése du réactif dérivé de 'azoture (LNASANS3)

Afin de pallier cet échec et permettre la bioconjugaison de la protéine ciblée par cette

stratégie avec un partenaire de chimie bioorthogonale, un azoture a été introduit. Celui-
ci est issu de 'acide COOH-PEG4-N3, qui fut par conséquent couplé a la sulfonamide
35, similairement a la réaction décrite par le Schéma 20. La N-alkylation n’a alors pas
posée de problémes particuliers, produisant le composé final attendu 43 (LNASANS3)

avec un rendement de 43 %.

EDC, DMAP
DIEA
Ho)L(\/\oa/\/NS DMP
4 0°C 4 20°C
72 h
34 %

DIEA

/=N DMF
20°C, 16 h

Y 43%

Schéma 24 Synthése de LNASAN3
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4. Pharmacologie

Les résultats présentés dans cette section sont issus du travail du chercheur postdocto-
ral Dr. Fransisco Peralta au sein du laboratoire. Afin d’étudier le pouvoir d’inhibition
du composé de référence (AZ10606120), un protocole décrit de facilitation des cou-
rants P2X7 a été employé?™’. Ce dernier permet une étude non biaisée de l'activité
biologique de I'inhibiteur sur P2X7.

La facilitation des courants entrants sur cellules HEK293T transfectées avec P2X7 est
mesurée par I’application successive de BZATP (10 nM) pendant 2 secondes toutes les
30 secondes. La Figure 30A montre une facilitation typique des courants entrants. L’in-
hibiteur a ensuite été préappliqué et coappliqué avec BzATP a la cinquiéme applica-
tion, comme décrit par la Figure 30B et C. Le pouvoir inhibiteur a été mesuré par le
rapport des amplitudes des courants entre la quatriéme et cinquiéme application. L’ap-
plication de I'inhibiteur de référence (AZ10606120, 1 nM) atteste d'une inhibition at-
tendue de 99,7 % (£ 0,2 %). Suivant le méme protocole, LNASAB exhibe une inhibi-
tion de 79,3 % (+ 11,2 %) et 89,4 % (+ 5,7 %) a 1 pM et 0,5 pM, respectivement
(Figure 30D).

La dérivation de AZ10606120 en réactif de marquage conduit & une réduction du pou-
voir d’inhibition. Si ce résultat fut attendu, une réduction si modeste de 'inhibition a
été surprenante. Lorsque comparée aux diminutions observées pour LPegOP et LPeg7P,

LNASAB montre une capacité d’antagonisme remarquable.

10 pM Bz-ATP 10 pM Bz-ATP 1M LNASAB
0.5 nA
50 s 0.5 nA
50 s
10 pM Bz-ATP 1M AZ10606120 n=14 n=4 n=>5
a a a o - a a a 100~ PR _
g 0| S
pe] 50-
=
=
ey 04
0.5 nA = T T T T
50 s o
5 1M 1M 0,5 pM

-50- Controle  AZ10606120 LNASAB  LNASAB

Figure 30 Pouvoir inhibiteur de LNASAB. Courant représentatif, cellule entiére, provoqué par la stimulation de
cellules transfectées P2X7 avec BzATP (10 nM) pendant 2 s toutes les 30 s (A). Aprés la 4éme application, 1 pM
de AZ10606120 (B) ou de LNASAB (C) est appliqué pendant 10 secondes précédant une coapplication de 2 s. D.
Diagramme en boite du pourcentage d’inhibition de chaque composé. Boite & moustache : médiane, quartiles, maxi-
mum et minimum.
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Ces résultats suggerent une forte affinité de LNASAB pour P2X7 en plus d’une inte-
raction réversible pour un temps d’incubation court (10 s), attestée par la Figure 30C.
En conséquence, les caractéristiques de liaisons de LNASAB font de ce composé un
excellent candidat pour une réaction de marquage guidée par un ligand.

Comparer ce pouvoir inhibiteur a ceux des ligands précédemment testés, nommément
LPegOP et LPeg7P, est intéressant. Les valeurs écrasantes de LNASAB suggérent
qu’'une charge formelle positive présente sur le ligand est fortement délétére sur la

capacité d’inhibition des courants P2X7.

5. Marquage de P2X7 guidé par le ligand

La capacité de marquage du réactif LNASAB a initialement été évaluée par des tech-
niques biochimiques. La biotynilation!!® de la protéine d’intérét permet de concevoir
des expériences de Pull Down couplé a un Western blot robuste. Le Pull Down est une
méthode in wvitro qui admet la purification par affinité de protéines marquées d’une
sonde de capture (p. ex. biotine, tags peptidiques...). Un partenaire spécifique pour
cette sonde (streptavidine, anticorps...) est immobilisé sur un support et le milieu bio-
logique est élué a travers ce dernier. La protéine marquée sera ainsi séparée du milieu
par affinité.

Les expériences de Pull Down présentées dans ce chapitre tirent toutes profit de la
NeutrAvidine immobilisée de maniére covalente sur des microbilles d’agarose. Cette
protéine se lie spécifiquement a la biotine (Kp = 107 M) et réduit les liaisons aspéci-
fiques parfois observées pour la streptavidine ou l'avidine native. La résine d’agarose
permet la purification des protéines capturées par gravité.

Enfin, I’analyse par Western blot permet la révélation spécifique de caractéristiques
chimiques (épitopes, biotine, tag...) présentes sur des protéines. Elle est précédée de la
séparation de ces protéines issues de lysats cellulaires en fonction de leurs tailles par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).
Puisqu’aucun anticorps sélectif du récepteur P2X7 n’est commercialement disponible,
un tag polypeptidique Myc a été fusionné en C-terminale afin d’introduire artificielle-
ment un épitope spécifiquement discriminable.

Ainsi, des cellules HEK293T transfectées ou non avec P2X7-Myc ont été incubées
30 min a 20 °C avec LNASAB (5 puM). Les cellules sont ensuite lysées et analysées par
SDS-PAGE et Western blot avec un anticorps dirigé contre le tag Myc. Une partie de
chaque lysat a été, en paralléle, purifié par affinité (Pull Down). Une bande & 75 kDa

(Figure 31) est visible uniquement au sein des lignes 1 et 3, correspondantes aux cellules

Ha Conjugaison d’une biotine & une biomolécule.
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(kDa)
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Figure 31 Modification chimique de P2X7 par LNASAB (5 nM, 30 min) sur cellules transfectées, ou non, avec
P2X7. A. Purification par Pull Down, SDS-PAGE et analyse par Westerrn-blot. B. SDS-PAGE et analyse Western-
blot des lysats de cellules. La fleche désigne le poid moléculaire attendu de P2X7-myc. Anticorps dirigé contre le
tag Myc (1/5000), Invitrogen 9E10. n = 3.

transfectées. Cette derniére concorde avec le poids moléculaire attendu pour P2X7-
myc. La méme bande, moins intense, se retrouve lors de ’analyse des lysats cellulaires
non purifiés et valide le succés de la transfection. Cette expérience établit ainsi la ca-
pacité de LNASAB a modifier de facon covalente le récepteur P2X7 au sein d’un milieu
biologique complexe. De plus, elle démontre la possibilité de purifier (et de concentrer)

cette protéine grace au tag biotine et d’en détecter la présence par Western blot.

6. Cinétique de marquage

La quantification de ce signal permet alors de déterminer les parameétres cinétiques de
la réaction. En effet, I'intensité du signal détecté par Pull Dow couplé & un Western
blot est proportionnelle au nombre de protéines chimiquement modifiées par LNASAB.
Par conséquent, des cellules HEK293T transfectées avec P2X7-Myc ont été incubées
avec LNASAB (2,5 pM) pendant 10 & 60 minutes. Les cellules sont ensuite solubilisées
et les lysats obtenus sont purifiés par Pull Down et analysées selon le méme protocole
que décrit précédemment. Les bandes observées par Western blot (Figure 32A) sont
quantifiées et une vitesse de réaction est déterminée (Figure 32B). La réaction est
achevée en 20 minutes. Une bande intense, correspondant & 80 % du maximum, est
visible en seulement 10 minutes. Le signal perd en intensité avec le temps, imputé a

I'internalisation et & la protéolyse du récepteur P2X7 au cours du temps (sans controle
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Figure 32 Vitesse de marquage de P2X7 par LNASAB 2,5 pnM. A. Purification par Pull Down et analyse par
Western-blot du récepteur P2X7 aprés 10, 20, 30 et 60 minutes de marquage avec LNASAB (2,5 pM, 20 °C, DMEM).
La fléche noire désigne le poids moléculaire attendu de P2X7-myc. B. Profil temporel de la réaction de marquage. I
et I3omin représentent la moyenne l'intensité des bandes au temps indiqué et a 30 minutes, respectivement. Données
ajustées sur I'Equation 9. Barres d’erreurs : écart-type, n = 3. Anticorps dirigé contre le tag Myc (1/500), Invitro-
gen 9E10.

robuste pour le démontrer). La constante de la vitesse apparente de marquage, kapp, a
été déterminée par régression exponentielle des courbes obtenues pour chaque expé-
rience et est égale a kapp = 0,15 min™! (4 0,04 min'! E.T.).

Bien que trés appréciée, une telle vitesse de réaction ne fut pas attendue. Ainsi, des
expériences complémentaires ont été conduites afin d’explorer cette cinétique a des
concentrations plus faibles. En effet, au regard des données expérimentales d’électro-
physiologie patch-clamp, 1 pM de LNASAB devrait étre suffisant pour une réaction de
marquage satisfaisante. En conséquence, des cellules HEK transfectées avec P2X7-Myc
ont été marquée avec LNASAB (1 pM) a 20 °C entre 5 et 60 minutes. Les cellules sont
ensuite lysées, purifiées et analysées selon les modalités détaillées plus haut. Conformé-
ment aux expectatives, la vitesse de réaction est alors réduite. Toutefois, 5 minutes
sont suffisantes pour parvenir & un marquage détectable (Figure 33A et B), démontrant
une cinétique réactionnelle remarquable. La constante de vitesse apparente correspond
a 60 % de la valeur décrite précédemment : kypp = 0,09 min-! (£ 0,05 mint E.T.). La
moitié de la réaction est atteinte en 10 minutes (48 % + 13 %). Cependant, cette der-
niére est abolie par la présence d’antagoniste allostérique (AZ10606120 et A740003)
dans le milieu, méme aprés 60 minutes de réaction (Figure 33A, ligne 1 et 7). Ces deux
inhibiteurs, de structure chimique distincte, se lient au méme site que LNASAB avec
une affinité supérieure. Ils démontrent ainsi que la réaction est dépendante de la for-

mation d’un complexe P2X7-LNASAB, en accord avec la modélisation moléculaire. Ces
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Figure 33 Vitesse de marquage de P2X7 par LNASAB 1 nM. A. Purification par Pull Down et analyse par Western-
blot du récepteur P2X7 aprés 5, 10, 20, 30 et 60 minutes de marquage avec LNASAB (1 pM, 20 °C, DMEM), en
présence ou absence d’inhibiteurs compétitifs. La fléche noire désigne le poids moléculaire attendu de P2X7. B.
Profil temporel de la réaction de marquage. I et I30min représente la moyenne de l'intensité des bandes au temps
indiqué et a 30 minutes, respectivement. Données ajustées sur I'Equation 9. Barres d’erreurs : écart-type, n = 3.
Anticorps dirigé contre le tag Myc (1/500), Invitrogen 9E10.

résultats suggérent fortement qu’une proximité entre 1’électrophile et un acide aminé
nucléophile est induite grace & l'affinité de LNASAB, qui accélére alors la réaction
d’acylation. Les vitesses de réaction observées sont similaires & celle décrite par le

groupe d’I. Hamachi!!3.

6.1 Estimation de la constante de second ordre

Les valeurs expérimentales de kap, déterminées permettent alors de tracer une courbe
de saturation de type Michaelis-Menten (Figure 34) . En ajustant cette derniére a
I'Equation 7, le ki, de réaction est défini a 4,5.103 s et Kp = 2 pM. La constante de

second ordre de la réaction (’I;—L) est alors de 2250 M! sl et se situe dans la fenétre
D

attendue pour un marquage d’affinité avec ’électrophile NASA113,
Bien entendu, ces valeurs ne sont qu’indicatives. Ces expériences nécessitent des répli-
qua suffisants pour conclure & une constante de second ordre fiable. Elles sont toutefois

données ici afin d’apprécier le potentiel de la réaction marquage du composé LNASAB.

Néanmoins, bien qu’établissant la réactivité du composé, ces expériences ne caractéri-
sent en rien la sélectivité du marquage. Puisque chaque expérience de Western blot est
révélée avec un anticorps dirigé contre le tag myc, le marquage hors cible est invisible

ici. Ce parameétre essentiel doit par conséquent étre caractérisé.
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Figure 34 Dépendance du Kapp & la concentration de LNASAB. Données ajustées sur 'Equation 7. Barres d’er-
reurs : écart type. n = 2.

7. Sélectivité du marquage

Le marquage d’affinité guidé par un ligand repose sur l'induction de proximité afin
d’accélérer une réaction, normalement trop lente pour étre détectable. La conséquence
de cette définition est un aspécifisme potentiel qu’il convient de caractériser. La faible
expression endogéne des récepteurs P2X7 impose un excellent rapport signal sur bruit.
La transférabilité de cette approche a des modéles physiologiquement pertinents dépend

donc d’un marquage extrémement sélectif.

7.1 Analyse de la sélectivité par Western blot

Ainsi, des méthodes biochimiques dirigées contre la biotine ont été mises en place. Une
des plus prometteuses fit la révélation de lysats cellulaires, préalablement marqués
avec LNASAB, par la streptavidine dans une analyse par Western blot. La sélectivité
de LNASAB envers P2X7 peut alors étre appréciée a différentes concentrations, volon-
tairement élevées afin d’exacerber ce paramétre. Des cellules HEK293T transfectées ou
non avec P2X7 ont été incubées avec LNASAB (5 pM) pendant 30 minutes. Le lysat
est ensuite analysé par Western blot. Comme le montre la Figure 35, les gels typique-
ment obtenus par ces expériences sont pollués par des bandes qui ne peuvent étre
attribuées a une réaction parasite de LNASAB. Il est établi que la biotine est un co-

facteur de carboxylases??!, qui correspond probablement aux signaux intenses détectés
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a 120 kDa et 70 kDa. Cette derniére perturbe fortement la lecture quantitative du
signal attendu au poids moléculaire de P2X7 (Figure 35B) et ne permet aucune con-
clusion robuste. Ces expériences peu convaincantes ont donc rapidement été disconti-

nuées. Si d’autres méthodes similaires ont été investiguées, aucune n’a fourni de résultat

A B
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Figure 35 Présence de biotine endogéne dans les cellules HEK293T analysées par Western blot (A) en présence ou
absence de P2X7 transfecté et /ou LNASAB (5 uM, 20 °C, DMEM), et révélée par streptavidine-HRP, Invitrogene.
La fléche noire désigne le poids moléculaire attendu de P2X7. B. Image agrandie du méme gel montrant une bande
correspondante au poids moléculaire attendu pour P2X7.

exploitable. Pour cette raison, elles seront omises de ce manuscrit.

7.2Analyse de la sélectivité par microscopie

La microscopie a fluorescence offre un moyen élégant de répondre a cette question. La
modification extracellulaire de protéine par LNASAB peut étre révélée par un parte-
naire d’interaction adéquat (biotine-streptavidine, azoture-alcyne...). La quantification
de la fluorescence issue de différentes conditions pertinentes permet alors de dresser le
profil de sélectivité du réactif de marquage. Fonctionnalisé avec une sonde de chimie
bioorthogonale (azoture), le ligand LNASAN3 semble le meilleur candidat pour ces
expériences. L’azoture peut réagir avec une cyclooctyne dans une cycloaddition azoture-
alcyne promue par tension de cycle (SPAAC) et dés lors étre sélectivement discriminé
au sein d’un milieu moléculairement trés complexe. Ainsi, I'incubation des cellules avec
une cyclooctyne marquée d’un fluorophore permet, en théorie, de révéler rapidement
les protéines modifiées par le réactif (P2X7 et autres).

Dans cet objectif, des cellules HEK293T transfectées avec P2X7-mScarlet ont été incu-
bées avec LNASANS et la dibenzoazacyclooctyne (DBCO) couplés & I’Alexa Fluor 647
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est ensuite appliquée. Les cellules sont subséquemment imagées par microscopie a fluo-
rescence (illumination plein champ). Les champs imagés sont parasités par une fluores-
cence basale issue de toute la population cellulaire, exprimant P2X7-mScarlet ou non
(Figure 36A). Afin d’isoler les différents facteurs potentiellement responsables de cet
aspécifisme, les cellules ont été mises en présence de DBCO Alexa Fluor 647, sans
préincubation avec LNASANS3. La fluorescence résiduelle constatée fit alors attribuée
au manque de sélectivité de la cyclooctyne (Figure 36A, planche inférieure). Ces arte-
facts d’observation n’ont pas réussi a étre limités a un seuil acceptable, en dépit de
nombreuses tentatives d’optimisation qui ne seront pas détaillées ici. L’interaction bio-
tine-streptavidine a par conséquent été ré-évaluée. La biotine endogéne est séquestrée
a 'intérieur des cellules, ou peut étre trés facilement retirée du milieu. En conséquence,
révéler les protéines transmembranaires biotynilées par LNASAB par une streptavidine
non perméante aux membranes plasmiques apparait comme une solution pertinente.
L’incubation de cellules transfectées (P2X7-mScarlet) avec la streptavidine conjuguée
avec ’Alexa Fluor 647 suivant une réaction de marquage avec LNASAB abouti alors &
une fluorescence membranaire spécifique des cellules transfectées (Figure 36B). Oter
LNASAB ou l'expression de P2X7 abolit ce signal. Un controle négatif élégant est
désigné dans la Figure 36B (planche supérieure) par les fleches blanches. Ces derniéres
désignent, dans un champ correspondant & une transfection avec P2X7-mScarlet, des

cellules n’ayant pas incorporé le vecteur plasmidique.
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Figure 36 Marquage du récepteur P2X7 par LNASAN3 et LNASAB sur cellules HEK293T transfectées. A. Le
marquage induit par LNASAN3 (5 pM, 30 min, 37 °C, DMEM) est révélé avec la DBCO-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml-
1,15 min, 37 °C, tampon PBS (pH = 7,4)). B. La biotinylation par LNASAB (5 pM, 30 min, 37 °C, DMEM) de
P2X7 est révélée avec la streptavidine conjuguée a 1’Alexa Fluor 647 (5 pg.ml, 1 h, 37 °C, dans un tampon PBS).
Chaque incubation est précédée de 3 ringages au tampon PBS des cellules.
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Elles n’exhibent alors pas de fluorescence membranaire dans le canal correspondant au
marquage avec LNASAB (Alexa Fluor 647). Ce controle suggére que la réaction de

marquage est dépendante de la présence du récepteur P2X7 a la membrane des cellules.

Ces images furent les premiéres visualisations d’un marquage fluorescent du récep-
teur P2X7 durant ce projet. Elles démontrent également I'importance de la sonde et de
son éventuel partenaire lors d’un marquage d’affinité.

Ces résultats trés prometteurs ont initié les travaux de microscopie qui ont suivi. L’il-
lumination plein champ conduit & ’acquisition d’images bruitées au contraste limité.
Le traitement quantitatif du signal de fluorescence est perturbé par les signaux issus
des plans adjacents au plan focal de ’objectif sur toute la profondeur de I’échantillon.
La mesure précise de la sélectivité nécessite une méthode robuste. La microscopie con-
focale a balayage laser fut toute désignée. Le détail de cette céléebre méthode ne sera
pas discuté dans ce chapitre, mais une rapide introduction permettra aux lecteurs d’ap-
précier le potentiel quantitatif de cette technique.

Le balayage laser par une téte de scan motorisée permet 'illumination sélective d’une
succession de point de I’échantillon. La fluorescence émise en dehors du plan focal est
physiquement rejetée par un sténopé'?® placé devant le détecteur. L’élimination des
photons hors focus permet d’augmenter la résolution latérale en plus de sectionner
optiquement ’échantillon afin d’offrir une résolution axiale d’environ 500 nm?"2. Ce-
pendant, ’amélioration de la résolution vient au dépit d’une quantité tres faible de
lumiére acquise par le détecteur. Cette caractéristique nécessite donc I'implémentation
d’un photomultiplicateur au sein de ce dernier. Il est composé d'une photocathode,
émettant un flux de photoélectron lorsqu’exposé a des photons. Une chaine multiplica-
trice d’électrons (les dynodes) amplifiera le signal et permettra in fine la formation
d’une image. La valeur de chaque pixel sera directement dépendante du nombre de
photons émis par le point de I’échantillon scanné correspondant. Ce type de microscopie
offre ainsi un excellent rapport signal sur bruit qui dépend, entre autres, du gain imposé
sur le photomultiplicateur et donc de I'abondance du signal. Appliquée a la probléma-
tique de la sélectivité de la réaction de marquage, cette méthode en permet une lecture

extrémement robuste de l'intensité de fluorescence désirée et non désirée.

122 Couramment appelé « pinhole », ou trou d’épingle.
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Figure 37 Marquage sélectif de LNASAB sur le récepteur P2X7. Chaque transfection a été incubée avec LNASAB
(2,5 1M, 30 min, 37 °C, DMEM) suivi de streptavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml-l, 10 min, 37 °C, dans un tampon
PBS 1 % BSA) précédent la fixation. Toutes les incubations ont été précédées de 3 ringages au tampon PBS. A.
Images représentatives obtenues par microscopie confocale. Barre d’échelle : 10 pm. B. Quantification de la fluores-
cence membranaire. Chaque condition a été évaluée selon 3 transfections indépendantes. Barres d’erreurs : écart-
type.

Le marquage guidé par le ligand est, en théorie, entiérement fonction de la structure
du récepteur P2X7. La présomption que le marquage hors cible sera dirigé particulié-
rement contre les protéines structurellement similaires & ce récepteur est donc raison-
nable. En conséquence la sélectivité du marquage se doit d’étre évaluée envers les ana-
logues protéiques de la cible, singulierement les récepteurs P2X. Apreés diverses optimi-
sations volontairement omises ici, plusieurs séries d’expériences tirant profil de chaque
récepteur P2X fusionné en C-terminal avec une protéine fluorescente (P2X1-6 : eGFP,
P2X7 : mScarlet) ont été misent en place. La réaction de marquage est conduite selon
les paramétres décrits ultérieurement et est révélée par 1 pg.ml! de streptavidine con-
juguée a I’Alexa Fluor 647 pendant 10 minutes & 37 °C dans un milieu contenant 1 %

d’albumine de sérum bovin (BSA).

Premiérement, la sélectivité du réactif a été évaluée dans une condition permettant &
la réaction de marquage d’étre compléte (dénommée condition saturante par la suite).
Des cellules HEK293T transfectées avec la protéine chimérique adéquate ont été incu-
bées avec LNASAB (2,5 pM). Aprés la révélation par la streptavidine conjuguée, les
cellules sont fixées, montées sur lame et imagées par microscopie confocale laser & ba-
layage (Figure 37A). La fluorescence membranaire corrigée (CF) de chaque cellule a
été déterminée par la soustraction de la valeur moyenne de ’arriére-fond au signal de

fluorescence membranaire mesuré. Une représentation de ces données est proposée Fi-
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gure 37B qui témoigne alors d'une sélectivité opportune de LNASAB pour le récep-
teur P2X7. Sa valeur arbitraire (A.U.) de fluorescence de 506,3 A.U. (£ 203,9) se
montre écrasante. La variabilité inter-récepteurs P2X (hormis P2X7) est remarquable-
ment contenue, située entre 27,3 A.U. (£ 15,0 P2X6) a 41.33 A.U. (£ 13,6, P2X1).
Cette caractéristique suggére que les réactions hors cible sont indépendantes de la pré-
sence d’homologues structurels. De plus, cette constance permet de prédire le signal
aspécifique attendu en amont de l'expérience, afin d’anticiper ses implications. Des
craintes particuliéres avaient été initialement formulées & ’égard du récepteur P2X4,
abondement exprimé a la surface des microglies (dans des proportions & peine supé-
rieures & P2X729). Cependant, le récepteur P2X7 montre une CF 15 fois supérieure, et
enterre conséquemment ces doutes.

La méme expérience a alors été conduite pour valider la capacité des inhibiteurs allos-
tériques précédemment cités (AZ10606120 et A740003) & abolir cette réaction de mar-
quage. Ils fournissent dés lors un contréle négatif élégant, indispensable a la transféra-
bilité de la stratégie sur des modeéles biologiques ot 'accés a des KO génétique est

compliqué ou impossible, en respect du modéle physiologique.
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Figure 38 Protection pharmacologique du marquage par des inhibiteurs compétitifs. Le marquage par LNASAB
(2,5 1M, 30 min, 37 °C) a été conduit en présence ou absence de AZ10606120 ou A740003 (10 pM), suivi de strep-
tavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml-l, 10 min, 37 °C, dans un tampon PBS 1 % BSA) précédent la fixation La fluo-
rescence membranaire observée par microscopie confocale (A) a été quantifiée (B) selon la méthode précédemment
décrite. Barre d’échelle : 10 pm. Chaque condition a été évaluée selon 3 transfections indépendantes. Barres d’er-
reurs : écart-type.
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En adéquation avec les données de Western blot, la présence d’inhibiteurs allostériques
dans le milieu restreint considérablement le marquage membranaire détectable (Figure
38A). Si les CF mesurées sont semblables a la valeur précédemment mesurée pour le
marquage non spécifique, une différence statistiquement significative apparait entre les
deux inhibiteurs. AZ10606120 se montre plus efficace (35,2 + 18,7 A.U.) que A740003
(44,9 £+ 16,1 A.U.) dans cette compétition pharmacologique (test ¢ de Student, p-valeur
< 0,05), en adéquation avec les ICsg de ces derniers (10 pM et 18 nM, respectivement).
L’efficacité de la compétition pharmacologique est donc tributaire du pouvoir inhibiteur
du composé utilisé. Malheureusement, le Kp de A740003, témoin quantitatif de son
affinité pour P2X7, n’est pas décrit. Sans totalement le démontrer, cette expérience
suggére alors que la réaction de marquage est (1) accélérée par la proximité et (2)

guidée par D'affinité.

Ces expériences ont été effectuées en conditions saturantes. Elles ont été congues pour
exacerber le marquage hors cible, mais ne correspondent pas & une « condition idéale ».
Appliquer cette stratégie & des méthodes d’analyses qui n'admettent qu'un trés faible
rapport signal sur bruit, tel que le dASTORM, ou a des modéles cellulaires exprimant
naturellement P2X7, comme les microglies, requiert des parameétres optimisés.

Des expériences additionnelles ont alors été menées. En accord avec les cinétiques dé-
finies précédemment, environ 50 % de la réaction de marquage est atteinte en 10 mi-
nutes par 1 pM de LNASAB. Ces conditions ont inspiré les mesures de microscopie
confocale suivantes. Des cellules HEK293T transfectées avec le récepteur P2X chimé-
rique adéquat ont été incubées avec LNASAB (1 pM) et révélées avec la streptavidine
Alexa Fluor 647 (voir plus haut). Elles sont ensuite fixées et montées sur lame pour
imagerie. Les paramétres sont mesurés et calculés selon les mémes modalités décrites
pour l'expérience précédente. Comme attendu, une tendance identique est observée
(Figure 39A).

En 10 minutes, un signal intense de fluorescence (391,9 A.U. £+ 211,0) P2X7-dépen-
dante est détectable (Figure 39B). Le signal correspondant au marquage hors cible est
alors compris entre 5,8 A.U. (£ 3,0 P2X6) et 11,9 A.U. (£ 5,1, P2X1). Curieusement,
le récepteur P2X1 subit la modification la plus conséquente, indépendamment de I'ex-
périence, a 'exact opposé de P2X6. Cette sensibilité est suffisamment intéressante pour
étre notée, cependant elle n’a pas été investiguée plus avant. La conclusion d’'un examen

approfondi a été jugée peu attrayante pour le projet.
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Figure 39 Marquage sélectif de LNASAB sur le récepteur P2X7. Chaque transfection a été incubée avec LNASAB
(1 uM, 10 min, 37 °C) suivi de streptavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml-!, 10 min, 37 °C dans le PBS 1 % BSA) précé-
dent la fixation. Toutes les incubations ont été précédées de 3 lavages. A. Images représentatives obtenues par mi-
croscopie confocale. Barre d’échelle : 10 pm. B. Quantification de la fluorescence membranaire. Chaque condition a
été évaluée selon 3 transfections indépendantes. Barres d’erreurs : écart-type.

La réduction du signal fut inférieure a la prédiction d’environ 50 % basée sur la ciné-
tique de marquage. En effet, cette condition optimisée conserve 77 % du signal de
marquage obtenu lors d’une réaction saturante. Cette trés bonne nouvelle s’accompagne
d’une réduction importante du marquage hors cible. Ce dernier devient si faible qu’il
en complique son analyse intrinséque. La démonstration du succés de la compétition
pharmacologique dans ces conditions (LNASAB 1 pM, 1 min, 37 °C) est représentée
par la Figure 40. Comme escompté, AZ10606120 et A740003 présentent une excellente
inhibition de la réaction de marquage, la fluorescence corrigée est alors respectivement
de 11,6 A.U. (£ 5,5) et 12,6 A.U. (£ 5,5).

Ainsi, LNASAB se montre capable de biotinyler le récepteur P2X7 avec une incroyable
efficacité. Le signal non spécifique qu’il induit sur les cellules HEK293T est extréme-
ment contenu. A titre de comparaison, il surpasse largement la sélectivité des anticorps
utilisés en routine au laboratoire pour les expériences d’immunohistochimie. Ces résul-
tats le positionnent alors comme un outil d’étude remarquablement puissant et poly-

valent.
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Figure 40 Protection pharmacologique du marquage par des inhibiteurs compétitifs. Le marquage par LNASAB
(2,5 pM, 30 min, 37 °C, DMEM) a été conduit en présence ou absence de AZ10606120 ou A740003 (10 pM) suivi
de streptavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml?, 10 min, 37 °C dans un tampon PBS 1 % BSA) précédent la fixation.
La fluorescence membranaire observée par microscopie confocale (A) est quantifiée (B) selon la méthode précédem-
ment décrite. Barre d’échelle : 10 nm. Barres d’erreurs : écart-type.
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8. Microscopie super-résolutive : cellules HEK293T

La section précédente valide une sélectivité de l'outil adapté a la microscopie super
résolutive. Par conséquent, le marquage du récepteur P2X7 peut étre imagé par
dSTORM. Cette étape excitante permet d’étudier I’arrangement spatial de cette pro-
téine, son éventuelle hiérarchisation compartimentale (cluster ou autre) au sein de la
membrane et plus généralement son organisation nanométrique. La réaction de mar-
quage a été conduite sur cellules HEK293T transfectées avec P2X7-mScarlet et révélée
par la streptavidine conjuguée a I’Alexa Fluor 647. Aprés fixation, ces derniéres sont
montées sur lame dans un milieu adapté & I'imagerie ASTORM (Vectashield® anti-

fade). 10 000 images sont acquises (33,3 Hz) par microscopie de fluorescence par ré-
flexion interne (TIRF).

mScarlet Reconstruction

7Zoom HxX

LNASAB +
AZ10606120 LNASAB

Strept. Alexa Fluor 647
seule

Figure 41 Organisation nanoscopique du récepteur P2X7 au sein de la membrane plasmique de cellules HEK293T
transfectées révélée par ASTORM. Les cellules transfectées ont été traitées avec LNASAB (2,5 pM, 10 min, 37 °C,
DMEM) en présence ou absence de I'inhibiteur AZ10606120 (10 nM) et streptavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml-1,
10 min, 37 °C, dans un tampon PBS 1 % BSA) suivant 3 ringages au PBS. Les cellules fixées sont montées sur
lame dans un milieu compatible avec I'imagerie dSTORM (Vectashield, voir partie expérimentale). Barre d’échelle :
10 pm. Barre d’échelle zoom : 0,5 pm. Couleur des images super-résolues : palette « Fire » d’ImageJ.
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La reconstruction est alors réalisée grace au plug-in FIJI ThunderSTORM. Les images
ainsi produites montrent alors une distribution hétérogéne du récepteur P2X7, localisé
au sein de densités membranaires (Figure 41). Ces derniéres sont invisibles sur les
controles négatifs (présence de I'inhibiteur AZ10606120 et application de streptavidine
conjuguée seule). Ces «clusters» de protéines échappent totalement a la microscopie

conventionnelle et démontrent la puissance de la microscopie dSTORM.

Toutefois, les systémes hétérologues surexprimant la protéine d’intérét offrent une lec-
ture inexacte de ses caractéristiques. Les conclusions physiologiques de ces expériences
s’en retrouvent limités et il convient d’étre prudent sur ’extrapolation des résultats.
Les preuves techniques quant a elles sont excellentes et supportent en tout point 1'uti-

lisation de LNASAB dans un systéme d’expression endogéne du récepteur P2X7.

9. Microglie BV-2

La stratégie de marquage présentée jusqu’alors valide toutes les conditions nécessaires
a son application sur un modéle cellulaire qui exprime de maniére endogéne le récep-
teur P2X7. En effet, la surexpression de celui-ci dans les cellules HEK293T promeut
artificiellement un rapport signal sur bruit favorisé. La derniére étape avant d’explorer
la biologie de ce récepteur grace &8 LNASAB est de démontrer un marquage satisfaisant
sur un systéme endogéne. C’est dans cet objectif qu’a été initiée la culture de micro-
glie BV-2 au laboratoire.

Les cellules BV-2 sont dérivées de microglies néonatales de souris immortalisées par un
rétrovirus (J2) portant I'oncogéne -raf/v-myc. Cette lignée, générée par E. Blasi et al.
en 1990204 est le modeéle de substitution a la culture primaire microgliale le plus fré-
quent aujourd’hui?®. Sans reproduire fidélement le comportement de ces derniéres, elles
permettent une approximation plus ou moins exacte, techniquement (trés) facile d’accés
et peu onéreuse, des processus microgliaux. A I’état quiescent, ces cellules présentent
une morphologie en grande majorité ronde, avec occasionnellement quelques pseudo-
podes visibleg204206,207,208,209 Flles peuvent alors étre activées par différents agents phar-
macologiques tels que les lipopolysaccharide (LPS) issus d’Escherichia Coli, TATP ou
encore ’éthanol?!V et adapter leur morphologie.

Elles présentent des limites dans I’étude précise du role pathophysiologique des micro-
glies au sein du SNC. Y. He et al. décrivent, lors d’une analyse comparée des transcrip-
tomes des cellules BV-2 et des microglies primaires, une surexpression d’un facteur 4
ou plus de 1656 génes et une sous-expression (d'un facteur 4 ou plus, également) de
1488 génes. Cependant, ils rapportent parallélement une conservation de la plupart des

processus immunitaire spécifique aux microglies, a 'exception des voies de signalisation
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de TGFB et la chimiotaxie. Enfin, ce groupe mentionne une sous-expression du ré-
cepteur P2X7 d’un facteur compris entre -0,34 et -0,61 au sein des microglies BV-2, en
comparaison avec les cultures primaires de microglie néonatale203.

Ces cellules sont alors particuliérement adaptées a 1’évaluation de l'efficacité de mar-
quage du récepteur P2X7 en conditions natives par LNASAB. Cependant, 'affinité du
pharmacophore utilisé dans cette stratégie est réduite pour I'isotype de souris. De plus,
la distribution des lysines autour de la poche de liaison varie légérement. Il convient
tout d’abord de démontrer la capacité de 'outil & biotyniler la protéine cible. C’est
ainsi que les expériences de Pull Down couplées a I'analyse par Western blot décrites
ont été mises en place. Des microglies BV-2 ont été incubées avec LNASAB (1 uM)
pendant 30 minutes & 20 °C, solubilisées et les lysats ainsi obtenus ont été purifiés par
affinité sur microbille d’agarose conjuguée & la NeutrAvidine. L’analyse Western blot
grace & un anticorps dirigé contre P2X7 (#APR-008) révéle une bande trés intense,
invisible lors de la compétition pharmacologique avec AZ10606120 ou A740003 (Figure
42) au poids moléculaire correspondant & ce récepteur.

L’efficacité de LNASAB vérifiée, le taux de marquage dans les conditions précédem-

ment optimisées (1 pM, 10 min) a été investigué. Pour se rendre compte de la quantité

(kDa)

140 1
115 A

80 A
-_— <— P2X7
65 -

50 1

P2X7 -  — |

Actine

Ligne 1 2 3 4
Temps (min) 30 30 30 30

LNASAB (1pM)  +  +  + -
AZ106061200 (10 pM) - < - -
A740003 (10 pM)  + - - -

Figure 42 Marquage du P2X7 par LNASAB sur microglie. Purification par Pull Down et analyse par Western-blot
du récepteur P2X7 aprés la réaction de marquage avec LNASAB (1 pM, 30 min, 20 °C) sur cellules microgliales
BV-2, en présence ou absence d’inhibiteurs compétitifs (10 pM). La fleche noire désigne le poids moléculaire attendu
de P2X7. Anticorps dirigé contre P2X7 (1/500), Alomone APR-008.

132 Protéine impliquée dans la réponse adaptative des microglies.

126



Chapitre 3 : Approche directe

— | -

- Bl Surnageant
___ Lyse cellulaire Pull Down e > Ens
et solubilisation - -  —
| 1 —® SDS-PAGE et
Protéines biotynilées Western blot

B
C
(kDa)
140 ; n=4
1151 e
i
L — < P2X7
65 © 90 % - .
2
50 =
E
40 D @
= 60 %A
30 2
g
25 1 =
=
15 30 % A n :. 4
.
Actine o~ °
L]
Ligne 1 2 0 %
%
LNASAB (1 M) - + %] LNASAB

Figure 43 Pourcentage de récepteur marqué par LNASAB 1 pM en 10 min. A. Le surnageant de la purification
par affinité (c.-a-d. les protéines non biotyniliées) est analysé par SDS-PAGE et Western blot suivant la réaction
de marquage. La fléche noire désigne le poids moléculaire attendu de P2X7. Anticorps dirigé contre P2X7 (1/500),
Alomone APR-008 B. Moyenne du pourcentage de 'intensité de la bande P2X7 suivant la réaction de marquage
relativement a la quantité endogéne de la protéine. Barre d’erreur : écart-type, n = 4.

exacte de récepteur P2X7 modifié, le protocole de Pull Down a été adapté : Le surna-
geant de la purification d’affinité (donc, les protéines non biotynilées) a été chargé sur
gel aprés avoir été mise en présence de LNASAB (Figure 43A). L’intensité de la bande
correspondante a P2X7 est ensuite comparée a la quantité endogéne de cette protéine,
quantifiée en lysant des microglies BV-2 sans incubation préalable (Figure 43B, ligne
1). 79,9 % (£ 5,3 %) des récepteurs P2X7 ont été modifiés dans ces conditions (Figure
43C). En considérant la réaction terminée en 30 minutes, cette cinétique fait apparaitre
un kapp = 0,16 min! (& 0,06, E.T.). Etonnement, cette valeur est trés proche du kapp
de la réaction de marquage sur cellules HEK293T, mais avec une concentration 2,5x
supérieure. La stcechiométrie de la réaction (ratio P2X7 : LNASAB) peut potentielle-
ment expliquer cette différence mais d’autres expériences dédiées doivent étre mises en
place pour conduire a des conclusions robustes. Ces derniéres n’ont pas été jugées prio-

ritaires dans ces travaux.
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Il est intéressant de constater que ’anticorps utilisé, comme décrit dans I'introduction,
n’est que pauvrement sélectif. S’il révéle la protéine d’intérét, le gel est pollué par de
nombreuses bandes parasites (Figure 43B), parfois plus intense que la cible. La compa-
raison avec la Figure 42 est alors explicite. Le méme anticorps a été employé, néanmoins
la purification par affinité grace & LNASAB fait état d’une figure épurée, dans laquelle
seule la bande d’intérét est visible.

Par conséquent, LNASAB (1 pM) est capable de marquer sélectivement environ 80 %
des récepteurs P2X7 en 10 minutes. Ceci au sein d’'un systéme ’exprimant nativement
et qui permet donc son étude physiologique. De plus, cette technologie s’accompagne
d’un controéle négatif performant, qui ne nécessite aucune modification génétique.
L’analyse morphologique des microglies BV-2 suivant I'incubation avec LNASAB ne

réveéle pas de dérivation de I’état quiescent de ces derniéres (données non illustrées ici).

Ces résultats ont ainsi encouragé la suite logique : la microscopie confocale du récep-
teur P2X7 suivant sa modification chimique dans ces conditions. Des microglies BV-2
ont été incubées avec LNASAB (1 pM, 10 min, 37 °C) avec ou sans inhibiteurs compé-
titifs (A740003 et AZ10606120, 10 pM). Le marquage est révélé grace a la streptavidine
conjuguée a I’Alexa Fluor 647. La fluorescence membranaire est calculée similairement

a la Figure 44.
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Figure 44 Marquage sélectif du récepteur P2X7 sur microglie BV-2. Aprés marquage (LNASAB, 10 min, 37 °C)
révélé par la streptavidine-Alexa Fluor 647 (1 pg.ml!, 10 min, 37 °C dans un tampon PBS 1% BSA), les cellules
sont fixées et imagées en microscopie confocale (A). La fluorescence membranaire est évaluée comme précédemment
décrit (B).

Cette réaction de marquage fait alors apparaitre un anneau de fluorescence (Figure
44A) membranaire aisément discernable. Son 'intensité est dépendante de la concen-
tration de LNASAB, d’une valeur de 130,8 + 34,0 A.U. et 82,4 + 37,7 A.U. pour 1 pM
et 0,5 nM, respectivement. Ce marquage est fortement limité par la présence d’inhibi-
teur dans le milieu. L’efficacité de cette protection pharmacologique dépend du pouvoir
inhibiteur du composé utilisé et suggére, ici encore, la dépendance de la réaction de

bioconjugaison a I’affinité du ligand.

Les résultats obtenus sur les microglies BV-2 sont extrémement satisfaisants. LNASAB
se positionne comme un outil exceptionnel d’étude du récepteur P2X7 natif. Ce réactif
de marquage atteint une sélectivité amplement supérieure aux anticorps commerciale-
ment disponibles. De plus, il permet un marquage rapide sur cellule vivante, et admet
donc un spectre extrémement large d’expérimentation. Particuliérement intéressant
dans ces travaux de théses, ce marquage offre l'accés a la révélation de I'organisation

nanoscopique du récepteur P2X7 en conditions native. LNASAB permet d’en révéler
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les détails les plus fins et est, au moment de ’écriture de ce manuscrit, I'outil le plus

adapté pour cette tache.

10. Organisation nanométrique de P2X7

Les résultats présentés ici témoignent du potentiel de LNASAB. Cet outil a par consé-
quent été exploité pour interroger la distribution du récepteur P2X7 au sein de la mem-
brane plasmique. Les cellules microgliales BV-2 montrent une expression de P2X7 vir-
tuellement similaire aux microglies primaires. De plus, comme mentionné plus haut, les
voies principales de signalisation P2X7-dépendantes sont conservées entre ces deux
types cellulaires. L’utilisation de LNASAB sur microglie BV-2 permet donc de fournir
des résultats trés proches de la réalité physiologique de cette protéine au sein d’un
organisme.

Les cellules microgliales sont extrémement dynamiques. A ce titre, les expériences pré-
sentées ci-aprés ont pour but d’étudier le comportement du récepteur P2X7 exprimé a
la surface de microglies quiescentes ou activées. Afin d’observer des comportements
pro-inflammatoires, ces cellules ont été mises en présence de lipopolysaccharides (LPS)
ou d’éthanol pendant 24 h. Le premier est une biomolécule dont les effets sont relati-
vement bien décrits. Il induit I’expression de différentes molécules de surfaces (CD11b,
CD40...) par son action sur le récepteur Toll-like receptor 4 (TLR4)?!!. Les cascades de
signalisations suivant sa détection impliquent le facteur de transcription NF-xB?12, en-
gagé dans la régulation de 'inflammasome NLRP3, mais aussi la production d’espéces
réactives de 'oxygene (ROS) et de monoxyde d’azote (NO)?13. Son effet sur le récepteur
P2X7 est donc particulierement intéressant puisqu’il n’agit pas directement sur cette
protéine mais initie un large spectre d’effets pro-inflammatoires dont les conséquences
indirectes sur P2X7 sont inconnues.

La stimulation de processus physiologique par ’éthanol est également intéressante. Cet
agent pharmacologique induit une réponse neuro-immunitaire fortement dépendante
des microglies?'4. Mais plus particuliérement, il semble agir sur les fonctions des récep-
teurs P2X4 et P2X7, les deux sous-types de récepteur P2X majoritairement exprimés
par les microglies. Une forte concentration d’éthanol (100 mM) exerce un pouvoir inhi-
biteur seulement sur P2X4 mais potentialise une sécrétion d’TL-1% médié par P2X 7215,
Sa conséquence sur 'organisation de P2X7 est inconnue. Ces deux conditions permet-
tront alors de se rendre compte d’une éventuelle réorganisation du récepteur P2X7
dépendante de stimuli pro-inflammatoires.

Ainsi, ces cellules prétraitées ou non pendant 24 h avec de 1’éthanol (EtOH) ou du LPS
ont été mises en présence de LNASAB et la biotine est révélée par la streptavidine
conjuguée a I’Alexa Fluor 647 et imagée par dSTORM (illumination TIRF) dans un

milieu de montage adapté. La reconstruction des images révéle alors 'organisation en
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nanocluster du récepteur P2X7 (Figure 46A). Ce dernier s’organise en zone définie,
clairement discernable sur la projection 3D des intensités (Figure 46B). Cette organi-
sation peut étre devinée sur des images de microscopie conventionnelle par illuminatio-
TIRF (Figure 45). Néanmoins, seule la microscopie super-résolutive permet d’étudier

le motif de distribution spatiale du récepteur P2X7.

10.1 Analyse des clusters : introduction

Cette série d’expériences montre la tendance qu’a le récepteur P2X7 a former des clus-
ters a la surface des microglies BV-2. L’analyse de ces derniers n’est pas triviale et il
est nécessaire d’introduire et de clarifier certains concepts avant de présenter les résul-
tats biologiques obtenus.

Les images super-résolues ont, jusqu’ici, été improprement illustrées par des images
matricielles. Chaque pixel de ces matrices décrit une valeur d’intensité. C’est la ma-
niére intuitive de représentation et d’analyse de données en microscopie convention-
nelle. Cependant, la microscopie dSTORM (et autres méthodes de détection de molé-
cule unique) génére un tableau de coordonnées vectorielles correspondant & chaque
point (dans sa définition mathématique) détecté. Cette approche, dite « pointilliste »
fourni un nuage de point. Si I’ceil humain peut rencontrer des difficultés a différencier
les deux concepts une fois représentés par une image, la tache informatique du traite-
ment des données est différente. L’analyse de cluster peut étre résumée de la maniére
suivante : décomposer un nuage de point en sous-ensembles non chevauchants tels que
leurs ensembles forment le total des détections. Un cluster sera alors un groupe dense
de points plus proches d’eux-mémes que du sous-ensemble adjacent. La détermination
d’un cluster correspondant a une structure biologique pertinente sera effectuée par des
opérateurs mathématiques qui segmenteront ’ensemble et classifieront la distribution

de chaque point?16.
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Controle Zoom 5X LPS Zoom 5X Ethanol Zoom 5X

Figure 46 Nano-organisation du récepteur P2X7 microglial. Les cellules ont été prétraitées pendant 24h avec 100
mM d’éthanol, 1 pg.ml-! de LPS ou sans agents pharmacologiques (controle). LNASAB est ensuite appliqué (1 pM,
10 min, 37 °C, DMEM), suivi de la streptavidine conjuguée a 1’Alexa Fluor 647 (1 pg.mll, 10 min, 37 °C dans un
tampon PBS 1% BSA). Aprés fixation, les cellules sont montées sur lame dans un milieu adéquat (Vectashield, voir
partie expérimentale). Chaque incubation est précédée de 3 ringages au tampon PBS. A. Images dSTORM recons-
truites accompagnées d'un zoom 5X. Barre d’échelle : 0,5 nm. B. Projection 3D des intensités de fluorescences.
Couleur : palette « Fire » d’ImageJ. Les fléeches noires désignent des clusters potentiels.

Microscopie
conventionnelle

dSTORM

Figure 45 Comparaison des images obtenues par différents type de microscopie. Figure extraite du groupe controle
(Figure 46). Barre d’échelle : 5 pm.
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Différentes méthodes informatiques sont disponibles aujourd’hui pour quantifier ces
structures multiprotéiques complexes. Les plus célébres sont basées sur (1) I'approche
statistique (e.g. Fonction de Ripley (K, H et L217)), (2) la densité (Density-Based Spa-
tial Clustering of Applications with Noise (DBSCAN?2!®), et son itération Fast Op-
timized Aluster Algorithm for Localizations (FOCAL?Y)) et (3) la tessellation par dia-
gramme de Voronoi. Cette derniére, publiée par F. Levet et al. en 2015 permet une
analyse relativement aisée et robuste de 1'organisation d’objet biologique détectée par
dSTORM??Y. Briévement, cette méthode partitionne I’espace en cellules contenant cha-
cune une détection unique issue du tableau de coordonnées obtenu par dSTORM.
Chaque point!4* du plan est associé a la détection dont il est le plus proche, définissant
alors une région propre a cette derniére (une cellule de Voronoi). L’ensemble des poly-
gones centrés sur une détection forme alors un diagramme de Voronoi. Les propriétés
géométriques de chaque cellule peuvent alors étre utilisées pour définir un cluster. Une
illustration sur un jeu de données issu des expériences de LNASAB sur microglie BV-2

est fournie par la Figure 47.

Par
E

Figure 47 Illustration de la segmentation par tessellation d’un ensemble de détection issue du marquage par LNA-
SAB de P2X7 (jeu de donnée issu de 'expérience présentée par la Figure 46). La cartographie des points (A) est
segmentée en diagramme de Voronoi (B) par tessellation.

l4a Ne pas confondre ici point et détection. « Chaque point du plan » ne fait pas référence aux détections
de molécule unique dans ce cas mais a l'infinité de points qui compose un plan tel que défini par la
géométrie euclidienne.
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10.2 Analyse des clusters

Les données précédentes ont ainsi été analysées par la méthode de tessellation. Les
structures identifiées (Figure 46) ont été classées selon leur taille. Dans les modalités
de l'expérience, le récepteur P2X7 montre alors une distribution en cluster d’un dia-
métre médian de 58 nm (intervalle de confiance a 95% (ICqs) : [55, 59|) (Figure 48)
lorsqu’une quasi-circularité des clusters est admise.

Une fois cette information définie, il est intéressant de la comparer avec les diamétres
des clusters observés pour des microglies préincubées avec du LPS (groupe LPS) et
avec de I’éthanol (groupe éthanol). La distribution de leurs fréquences (Figure 48A, B
et C) selon leurs diamétres montre, pour tous les groupes, une distribution asymétrique
avec un coefficient d’asymeétrie positif (étalé vers la droite). Les queues des distributions
du groupe controlé et éthanol sont relativement contenues, a 'inverse du groupe LPS
qui montre alors un étalement plus important. Le diamétre médian de ces clusters est
plus important lorsque les cellules sont exposées au LPS de (67 nm, ICys : [63, 75])
plutot qu’a I'éthanol (52 nm, ICgs : [51, 57]). Aucune différence statistique n’a pu étre
mise en évidence entre cette population et les cellules controlées. Un test statistique de
Mann-Whitney fait apparaitre une différence significative du groupe LPS lorsque com-
paré au groupe controle et éthanol (p < 0,001).

La tendance inverse est observée lorsque les densités des clusters sont analysées. En
effet, le groupe LPS montre une différence significative avec les deux autres groupes
(test de Mann-Whitney, p < 0,001), démontrant une densité plus faible.

Ces données supportent alors une modulation de ’architecture du récepteur P2X7 en

réponse a ’exposition des microglies a des agents pharmacologiques pro-inflammatoires.
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Figure 48 Analyse des clusters formés par P2X7 dans les microglies BV-2. Le jeu de données est issu de I'expérience
présentée par la Figure 46. A, B, C. Distribution de la taille des clusters & la surface des microglies BV-2. D. Taille
médiane des clusters en fonctions des conditions d’incubations. Barres d’erreurs : 1Cys. E. Densité moyenne des
clusters détectés. Barres d’erreurs : Erreur standard de la moyenne. n > 9 cellules pour chaque condition.

Cette expérience riche d’information cloture ce chapitre. Les conséquences physiolo-
giques seront discutées dans le chapitre suivant.

Le lecteur attentif pourra toutefois étre surpris par ’absence de préapplication d’ago-
niste dans cette expérience. En effet, I’étude des conséquences nanoscopiques de 'acti-
vation pharmacologique de ce récepteur est indispensable. De telles expériences ont été
menées (application de 100 ptM de de BzZATP 1 h précédent la réaction de marquage).
Le nombre de cellules de ces expériences fiit néanmoins trop faible pour conduire a des

résultats robustes et a donc été omis de ce manuscrit.
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1. Résumé des résultats présentés

Depuis son premier clonage en 1996, le récepteur P2X7 challenge les scientifiques. Ses
importances pathologiques n’ont d’égales que ses inconnues physiologiques. Les outils
d’études décrits échouent & démontrer une sélectivité suffisante pour les questions mo-
dernes que cette protéine souléve. En particulier ses implications pathophysiologiques.
Les résultats présentés ici font état de la conception, de la synthése et de "application
d’une méthode d’étude hautement sélective qui permet la modification covalente du
récepteur P2X7 en conditions natives sur un acide aminé non impliqué dans la fonction
de récepteur canal de P2X7. Une fois optimisé, le protocole d’utilisation de celle-ci est
techniquement simple de mise en ceuvre et rapide. Il ne requiert aucune modification
génétique de la cible et peut donc étre facilement transféré & des problématiques expé-
rimentales ex et in vivo. Le controle négatif que fournit la compétition pharmacologique
ne souffre également d’aucune contrainte technique.

Ce dernier a révélé, au moyen de microscopie dSTORM, la formation de clusters d’en-
viron 55 — 60 nm de diamétre médian a la surface des cellules microgliales BV-2. Cette

taille varie lors d’exposition a des agents pharmacologiques pro-inflammatoire.

Au vu de la portée multidisciplinaire de I'aboutissement de ces travaux, les résultats
seront discutés dans deux sections distinctes. La premiére traitera du succeés du mar-
quage et de sa significativité dans 'expendabilité du marquage d’affinité. La deuxiéme

discutera des découvertes physiologiques qu’un tel outil a permises.
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2. Marquage d’affinité

2.1 Conclusions générales

Une grande partie de ces travaux de thése se sont concentrés sur le développement
rationnel d’'une méthode de marquage covalente de la protéine ciblée. Les nombreuses
étapes d’échecs et d’apprentissage décrites ici montrent que la conception cartésienne
d’une telle approche n’est pas triviale. Cet exercice requiert un labeur expérimental
particulier, di avant tout a une littérature scientifique encore trés jeune et peu diver-
sifiée. Cependant, une fois la stratégie aboutie et optimisée, elle permet 'accés a un

panel de méthodes d’analyse sans précédent.

En plus de présenter un outil de marquage, ce manuscrit a la prétention de décrire une
méthodologie de conception. L’échec de ’approche pyridinium oxime — NASA a proba-
blement souffert d’'un manque de maturité scientifique (sur le design in silico), en plus
de cinétique trop lente. Les lecons tirées ont cependant permis de définir une méthodo-
logie robuste. La conception de la deuxiéme génération d’outil moléculaire s’est alors
appuyée sur un état bibliographique complet de la relation structure-activité concer-
nant le récepteur P2X7. Des fragments moléculaires potentiellement intéressants ont
été couplés au pharmacophore initial et le tout a été évalué par docking moléculaire
dont est issu in fine un candidat chimique. La synthése et ’application de ce dernier
montrent le succés de cette approche et valident partiellement les étapes de cette mé-

thodologie.

L’électrophile NASA semble étre le groupement réactif décrit pour un marquage d’af-
finité non catalytique le plus attrayant. Les auteurs de sa premiére application obser-
vent un aspécifisme conséquent lors d’incubations longues & de fortes concentrations
(1 h, 20 pM)!13. Néanmoins comme démontré ici, les vitesses exceptionnelles de réaction
de ce groupement chimique dans un marquage d’affinité ne requiérent qu’une dizaine
de minutes pour étre presque complétes. Couplé a un ligand de haute affinité (Kp =
10 nM), Toutil final ne nécessite qu’une concentration trés modérée et n’arbore par
conséquent qu’un aspécifisme difficilement détectable.

En substance, & la date d’écriture de ce manuscrit, le réactif LNASAB est le premier
outil de marquage basé sur un ligand qui a été étendu avec succés a la caractérisation
de nanostructure par microscopie super-résolutive (dASTORM). Cette preuve de prin-
cipe démontre la puissance de I’approche et est alors susceptible d’inspirer d’autre stra-
tégie similaire appliquée a différentes protéines. Il est intéressant de noter qu’au gré
des diverses techniques utilisées au fil de ces travaux, LNASAB ne s’est jamais montré

le facteur limitant. En effet, les difficultés rencontrées ont majoritairement été d’ordre
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technique ou liées a la présence de biotine endogéne. Ce fut notamment le cas pour des
expériences sur tranche de cerveau, macrophages ou cellules microgliales primaires me-
née par des collaborateurs de ce projet.

Ce point améne a la conclusion suivante : la limite de cette stratégie n’a pu étre empi-

riquement définie, malgré un effort certain déployé dans ce but.

2.2 Perspectives

Au regard de la diversité chimique qu’il est envisageable d’insérer sur le réactif de
marquage, ce projet s’ouvre sur de nombreuses opportunités d’étude et de manipulation
de la protéine cible. La fonctionnalisation est la clé de voute de la polyvalence de la
stratégie. La boite a outils moléculaire & la disponibilité des chimistes et biologistes
permet d’imaginer des expériences trés variées.

Une breve introduction de plus évidente est proposée ci-aprés. Cette derniére sera vo-
lontairement contenue afin de centrer cette discussion sur une perspective théorique

particuliére, jugée subjectivement plus excitante que les autres.

Diazirine et photo-crosslinking!®2,

Les diazirines sont des fonctions chimiques particuliéres qui, lors d’une irradiation par
lumiére ultra-violette (365 nm), forment un carbone divalent extrémement réactif de
type carbéne. Ce dernier peut s’insérer dans des liaisons O-H, N-H ou méme C-H de
protéines avoisinantes. Le greffage covalent d’une diazirine sur une chaine PEG soluble
de longueur définie a 'extrémité d’un réactif de marquage LNASA permettrait de
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Schéma 25 Photo-crosslinking de protéines voisines par fonctionnalisation du réactif de marquage avec une diazi-

rine.

152 Anglicisme pouvant se traduire par « liaisons transversales ». Il fait référence ici a la liaison covalente
de deux protéines entre elles.
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photo-crosslinker les protéines a proximité de P2X7, en respect de 1’éloignement choisi
et ainsi étudier les interactions protéine-protéine, par exemple par Western blot ou

spectrométrie de masse (Schéma 25).

Groupement photolabile et protéomique

Cette technologie est toute désignée pour ’analyse de complexe protéique par spectro-
métrie de masse. L’insertion d’'un groupement photolabile précédent la biotine dans la
structure de LNASAB permet une purification de P2X7 et de ses partenaires d’interac-
tions en deux étapes : Un Pull Down, qui comme démontré dans ce manuscrit, purifiera
une premiére fois la protéine. Cependant, cette technique souffre d’un aspécifisme mo-
déré (particulierement imputable & des liaisons non spécifiques de protéines sur les
microbilles d’agarose), suffisant pour interférer avec une méthode analytique aussi sen-
sible que la spectrométrie de masse. C’est ainsi qu’un groupement photolabile peut
permettre, suivant la premiére purification par Pull Down, de libérer les protéines ef-
fectivement marquées par le réactif dans le milieu. Un tel projet de « catch’n release »,
dénommé LNASA-BOB (Biotine-ortho-nitrobenzyle) a été initié dans ces travaux, mais

n’a pas vu le jour par manque de temps (Figure 49).

B P2X7 + partenaires
protéiques d'intéractions
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{3 Microbilles
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Figure 49 Stratégie LNASA-BOB. A. Structure du réactif. B. Schéma de principe de la stratégie.
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Inhibiteur covalent

En s’inspirant des travaux de I. Hamachi, il semble chimiquement accessible de trans-
former le réactif de marquage en inhibiteur covalent du récepteur P2X7, par la simple
inversion de la fonction de ’électrophile portée par la sonde NASA (Schéma 26) dans
la structure. Ses applications peuvent dés lors étre nombreuses, en se substituant par
exemple & un KO génétique. Cet outil peut conditionnellement induire une perte d’ac-
tivité du récepteur. Il présenterait de sérieux avantages dans des expériences sur cellules
primaires, voir organisme entier, ou l'accés & ce KO est compliqué (voir introduction
sur P2X7). Cette méthode fournit un moyen élégant de retenir les éventuelles fonctions

métabotropiques du récepteur P2X7, tout en inhibant son activité de canal ionique.

YO Y

Inhibition
covalente

Schéma 26 Inhibition covalente du récepteur P2X7.

Autres

Bien évidemment, cette liste n’est pas exhaustive et le potentiel de ces outils est prin-
cipalement limité par la créativité de l'expérimentateur. Des analyses drastiquement
différentes de celles présentées ici peuvent également voir le jour, & I'instar de la mi-
croscopie électronique (insertion d’atome d’or)??! ou la RMN (p. ez. grace a 'isotope
de fluor F)?22, Le premier permet alors une excellente résolution sur cellule ou tissu
fixé. Le deuxiéme permet d’envisager de l'imagerie in vivo par résonance magnétique
nucléaire (IRM).

Suivi dynamique

Probablement les observations les plus pertinentes & la suite des résultats présentés,
I’analyse dynamique de P2X7 devient accessible grace a 'optimisation de cette techno-
logie. L’insertion d’un fluorophore organique en lieu et place d’une biotine admet un
avantage expérimental particulier : le suivi dans le temps de la protéine s’affranchit de

I’encombrement stérique de la streptavidine, et donc des artefacts qu’elle peut induire.
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Cela nécessite alors la conjugaison du réactif de marquage avec un partenaire de chimie
bioorthogonale & 'extrémité de celui-ci. Le manque de sélectivité observé des cyclooc-
tynes nous a conduits a favoriser 1'utilisation de la chimie bioorthogonale de type
iEDDA préférablement a la chimie SPAAC. Les difficultés de synthése du réactif LNA-
SATCO limitent cependant plus encore l'investigation préalable de ce type de chimie
biocompatible. Différentes stratégies de synthése peuvent néanmoins étre envisagées.
Parmi ces derniéres, ’exploitation de ’azoture du réactif LNASAN3 comme partenaire
de chimie CuAAC pour l'introduction d’'un TCO fonctionnalisé par un alcyne vrai
semble pertinente. Si cette stratégie doit se solder par un échec dii a la réactivité du

TCO, celui-ci pourra étre substitué par un cyclopropéne!2,

Une fois abouti, un tel outil pourra alors permettre une étude multi-échelle de la dyna-
mique du récepteur P2X7. L’introduction d’un fluorophore photostable (tel que les rho-
damines, utilisées notamment pour la microscopie STED) permet des observations
« longues » par microscopie confocale afin d’étudier les phénomeénes d’internalisations

ou de recyclages protéiques.

Les récents développements de fluorophores organiques spontanément clignotants per-
mettent d’imaginer des expériences d’imagerie super résolutive dans le temps, sans
recourir & des additifs cytotoxiques tels que le milieu Vectashield® (ou autre milieu
compatible avec le ASTORM). Parmi les candidats les plus séduisants, I’hydroxyméthyl
Si-rhodamine (HMSiR) arbore des propriétés exceptionnelles. Cette sonde subit une
transformation intramoléculaire (spirocyclisation) dépendante du pH la faisant alterner
d’un état fluorescent ON a OFF. Son point d’équilibre se situe & pH =~ 6. En consé-
quence, 98 % des molécules sont a I'état OFF a pH physiologique (7,4)180:22. Cette
propriété convient a la résolution de chaque détection individuellement, selon le prin-
cipe de dSTORM précédemment décrit.

La bionconjugaison de ce fluorophore (ou ses dérivés) sur le récepteur P2X7 admet
alors un suivi spatiotemporel nanométrique de la localisation de cette protéine, en con-
ditions natives sur cellules vivantes.

Ce dernier point est particulierement intéressant. Les méthodes de marquages les plus
courantes en microscopie cellulaire sont les protéines de fusion (protéines fluorescentes
et enzyme-suicide) ainsi que les anticorps. L’introduction de ce manuscrit fait état des
problématiques qu’induit les construits génétiques, notamment sur ’encombrement sté-
rique et 'inhibition d’interaction protéine-protéine. Des artefacts similaires sont ren-
contrés au cours d’'immunomarquages. Lors de 'investigation du comportement d’une

protéine & une échelle nanométrique, ces incertitudes ne peuvent plus étre ignorées. Le

16a Partenaire de la réaction iEDDA, il est moins réactif que le TCO dans cette derniére.
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marquage d’affinité comme décrit ici présente alors une opportunité exceptionnelle. Ce
dernier admet des expériences de dSTORM sur cellules vivantes couplées a un suivi de
particule afin de déterminer les dynamiques d’une protéine et ses réponses a différents
stimuli, exemptes d’artefacts manifestes.

Appliquées au récepteur P2X7, de telles expériences ont le potentiel de révéler ses dy-
namiques de diffusion membranaire dans différentes conditions pro-inflammatoires et
préciser ses roles dans des modéles pathologiques.

Une élégante preuve de principe de dSTORM sur cellule vivante couplée & un suivi de
particule a été apportée par I'équipe de K. Johnsson en 2019 sur le récepteur £ -2-
adrénergique??* par 1’emploi d’enzymes-suicide et un fluorophore dérivé des Si-rhoda-

mine.
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3. Récepteur P2X7 et nanodomaines

Le chapitre 3 s’achéve sur l'observation de clusters formés par le récepteur P2X7, d’un
diamétre d’environ 60 nm. A ce jour, la littérature ne compte qu'un seul exemple
d’image super-résolue du récepteur P2X7 quantifiant les propriétés des structures na-
noscopiques que celui-ci forme. Il est issu de microscopie PALM sur neurones transfec-
tées avec une protéine de fusion P2X7-Dendra2 (voir introduction)“. Ce travail explore
la dynamique de cette protéine, la formation de cluster stable ainsi que 1’observation
de récepteur unique diffusant rapidement au sein de la membrane plasmique. Si ces
résultats sont remarquables, la méthode présente d’importants biais. Il s’agit bien évi-
demment du couple protéine de fusion — expression hétérologue. Par définition, ce mo-
deéle s’éloigne de la réalité physiologique du comportement de la protéine étudiée.

Par conséquent, les résultats présentés ici s’opposent & ceux décrits. A. Shrivastava et
al. ont observé un arrangement de P2X7 en clusters d’un diamétre de 100 nm, quand
le marquage de cette protéine en conditions natives témoigne d’un diamétre inférieur
de 40 nm.

Cette différence illustre les propos avancés dans la deuxiéme partie du chapitre intro-
ductif de cette these. Les résultats de la mesure sont dépendants de la méthode, et par
conséquent ne peuvent étre interprétés que dans les limites intrinséques de cette der-

niére.

3.1 Cluster : significativité

Mise en contexte bibliographique

La présence de P2X7 dans des domaines membranaires spécialisés est connue depuis
une quinzaine d’années. Les premiéres preuves ont été apportées par P. Bannas et al.
en 2005225, M. Garcia-Marcos et al. en 2006226 et par K. Barth et al. un an plus tard2?7.
Les deux derniers groupes ont montré la présence de cette protéine au sein de structures
membranaires particuliéres, présentant une forte concentration en cholestérol et caveo-
lin-1. Cependant M. Garcia-Marcos et al. observent également une fraction de la popu-
lation de P2X7 en dehors de ces arrangements. La protéine caveolin-1 est considérée
comme un marqueur des «radeaux lipidiques »228. Ces microdomaines membranaires
riche en cholestérol et sphingolipides sont établis comme des compartiments fonction-
nels aux roéles trés variés. Ces densités hétérogénes ont été définies en 2006 par un
consensus du Keystone Symposium on Lipid Rafts and Cell Function, réunissant bio-
logistes et physiciens. Cette définition rend compte de domaines membranaire mesurant

de 10 & 200 nm ayant un dynamise (diffusion latérale et association — dissociation)
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remarquable. Ils peuvent étre stabilisés par des interactions protéine — protéine et pro-
téine — lipide pour former des plateformes plus large???. Leurs abondances, leurs tailles
et leurs compositions dépendent de différents facteurs incluant le type cellulaire et les
facteurs de stress??0. Ils ont un role particulier dans la réponse immunitaire et inflam-

matoire ol ils modulent, par exemple, la réponse du récepteur TLR4 au LPS?31.

La littérature semble unanime sur la présence, au moins en partie, de P2X7 dans ces
microdomaines. Les modifications post-traductionnelles de ce récepteur soutiennent
également ce point. En effet, la palmitoylation controle I'affinité d’une protéine pour
ces structures lipidiques particuliere??? et P2X7 n’échappe pas a cette régle : P. Gon-
nord et al. ont montré que la modification de cystéines spécifiques régule sa présence

au sein des radeaux lipidiques?33.

Les travaux préliminaires concernant l'interaction fonctionnelle entre P2X7 et ces mi-
crodomaines ont mis en lumiére différents aspects intéressants dont CD39 fait partie.
Pour rappel, cette ectonucléotidase dégrade 'ATP (et ’ADP) en AMP et régule ainsi
lactivité des récepteurs P2172,

La composition chimique de la membrane module I'activité de CD39234. La déplétion
de cholestérol par la méthyl-f-cyclodextrin (M&CD) inhibe 'activité de cette protéine,
suggérant I'importance des propriétés mécaniques de la membrane pour son activité en-
zymatique??®. Des résultats complémentaires ont récemment été publiés par Savio et
al.236 en 2020. Cette équipe montre que 'augmentation d’activité de CD39 normale-
ment observé suivant une exposition & 'ATP extracellulaire chez des macrophages
prétraités au LPS est inhibée en présence MisCD. De plus, dans les mémes conditions,
ils constatent une diminution de la colocalisation de CD39 avec un marqueur de radeau
lipidique, la flotillin-2. Ils notent également que ’expression de la caveolin-1 est essen-
tielle pour l'interaction de P2X7 avec un facteur de transcription de CD39 (STAT3).
Enfin, la méme équipe avait observé 3 ans plus to6t la modulation positive de ’expres-
sion de CD39 suivant activation de P2X7237, Un lien fonctionnel existe donc entre
P2X7 et CD39, apparemment dépendant dés leurs présences au sein de radeaux lipi-
diques.

De fait, une théorie raisonnable émerge sur 'activité directe de P2X7 sur le métabo-
lisme lipidique, la formation ou la stabilisation de microdomaines responsable d’activi-

tés catalytiques?36.

172 Le lecteur est référé a I'introduction concernant la signalisation purinergique.
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Certaines expériences manquent pour affirmer que les clusters observés par microscopie
super-résolutive dans cette thése sont bien situés au sein de radeaux lipidiques. La
déplétion de cholestérol par le MRCD précédant le marquage avec LNASAB pourrait
étre ici trés informative. Des expériences de co(immuno)précipitation par Pull Down
de P2X7 avec des protéines régulant les radeaux lipidiques comme la caveolin-1 ou
Pactine??® fournirait également des conclusions robustes.

Cependant en accord avec la littérature scientifique sur le sujet, il est raisonnable d’as-

sumer cette localisation.

3.2 Hypothése concluante

Implications microgliales

Les travaux cités dans la section précédente traitent du récepteur P2X7 au sein des
macrophages. Cependant, ce travail de thése s’est concentré sur les cellules microgliales
et 'implication de cette protéine dans leurs fonctions. A ce titre, la conclusion de ces
travaux ne se concentrera que sur l'implication des résultats présentés sur ce type

cellulaire, bien qu’ils puissent raisonnablement étre extrapolés.

Le LPS agit sur son récepteur présent a la surface des microglies, la protéine TLRA4.
L’injection de LPS dans des modéles murins induits de séveére allodynie tactile, non
observée chez les animaux KO pour le géne T1r4?39. Son activation nécessite sa diméri-
sation au sein de radeaux lipidiques?9:231, Les expériences de dSTORM réalisées ici
montrent une dilatation des clusters observés, & l'inverse de leur densité en récep-
teur P2X7 lors de 'exposition au LPS. L’effet observé sur le P2X7 de cet agoniste du
récepteur TLR4 suggére un lien fonctionnel entre les deux protéines. Une théorie plau-
sible serait I'insertion de protéines, dont TLR4, au sein de radeaux lipidiques contenant
P2X7 en dilatant ces derniers. Le role de protéines potentiellement impliquées reste a
définir. Les acteurs de la signalisation purinergique, en particulier CD39, sont des cibles
d’intérét particulier pour de futures explorations. L’étude du trio P2X7 — CD39 —
caveolin-1 et leurs conséquences structurelles et fonctionnelles apparaissent, a la lumiére

de ces travaux, comme une perspective excitante.

De telles structures sont en accord avec la théorie de « I'inflammaraft » développée dans
une excellente revue?4! de Y. Miller et al.. Dans celle-ci, ils formalisent I’assemblage de
protéines pro-inflammatoires au coeur de microdomaines pour former des densités pro-
téiques spécialisées dans la cascade signalétique inflammatoire, principalement locali-
sées & la surface de cellules gliales. Ils suggérent I'implication de ces structures dans des

pathologies neuroinflammatoires telles que les douleurs neuropathiques. La stabilisation
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des inflammaraft dans le temps pourrait en partie expliquer les effets a long terme de

lésions nerveuses induisant des douleurs neuropathiques.

Les résultats présentés ici soutiennent en partie la théorie de I'inflammaraft. En guise
de conclusion, une théorie spéculative peut étre formulée en s’appuyant sur la littéra-
ture et les résultats récemment publiés par le laboratoire.

Le cholestérol entrave une partie de 'activité de canal ionique du récepteur P2X7 en
inhibant de facon allostérique ’activité observée suivant I'application d’agonistes242:94
et participe a la facilitation des courants. A l'inverse, la présence de MECD potentialise
cette facilitation.

En conditions normales, cette protéine est localisée dans des zones membranaires riches
en cholestérol, et interagit directement avec CD39 qui hydrolyse ’ATP. Ainsi, il est
raisonnable de postuler que cet agencement agit comme un filtre passe-bas de 'activité
du canal ionique formé par le récepteur P2X7.

A D'inverse, I’exposition de la cellule au LPS induit la dimérisation du récepteur TLR4
qui migre dans les radeaux lipidiques et amorcer un état pro-inflammatoire. La cellule
pourrait alors sortir de son état quiescent par des mécanismes encore obscurs, incluant
probablement I'inflammasome NLRP3. Une des caractéristiques de cet amorgage serait
la migration de P2X7 dans des localisations membranaires dépourvues (au moins en
partie) de cholestérol et de CD39. La réponse inflammatoire pourrait ainsi bénéficier
de la facilitation des courants exhibés par P2X7 pour s’amplifier d’elle-méme. (Figure
50).

Cette organisation protéines — lipides — cholestérol dans un contexte neuroinflamma-
toire offre de nouvelles perspectives thérapeutiques. La modulation des acteurs stabili-
sant les inflammarafts sur la durée permettrait de concevoir des traitements n’ayant
qu’un impact minime sur la fonction normale des protéines impliquées, en ne perturbant
que leurs «agencements pathologiques ». Les études précliniques pourront probable-

ment répondre a cette question dans un futur proche.
LNASAB a alors le potentiel d’explorer ces structures & leurs échelles propres. La com-

binaison de la microscopie super résolutive et la créativité de I’expérimentateur autori-

sent une réflexion presque onirique sur les perspectives de cet outil.
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1. Biologie

Culture cellulaire et transfection

Les cellules HEK293T (ATCC) et BV-2 (don de I’équipe de Rémy Schlichter) ont été
cultivées dans le milieu Eagle modifié de Dulbeco supplémenté avec 10 % de sérum de
veau feetal, 100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/ml (Gibco Life Technologies).

Les cellules trypsinées ont été étalées sur des lamelles de 9 ou 18 mm No. 1.5H (Ma-
rienfeld) dans des plaques 12 puits pour les expériences de fluorescences, ou dans des
boites de Petri de 100 mm pour les expériences biochimiques, dans les deux cas pré-
traités avec de la poly-p-lysine (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Les cellules ont
été incubées a 37 °C en présence de 5 % de CO..

Les lamelles utilisées pour les expériences de microscopies confocales et dSTORM ont
été nettoyées avec une solution piranha (H2SOy4 : H202 30 %, 3 : 1) a 60 °C pendant 2
h et stérilisées avec une lampe UV 20W pendant 1 h.

Les transfections ont été conduites suivant la méthode de précipitation au phosphate
de calcium?#3. I’ADNc codant le géne de la protéine indiquée est contenu dans le plas-
mide pcDNA3.1(+) (Invitrogen). Pour les expériences biochimiques, chaque boite de
Petri a été transfectée avec 10 ng d’ADNc codant pour P2X7-myc. Pour les expériences
de fluorescences, les cellules ont été transfectées avec 1 pg de la protéine indiquée con-
tenue dans le construit. Les cellules ont été lavées aprés un jour de transfection avec

du PBS et le milieu est remplacé.

Electrophysiologie Patch-Clamp

Les enregistrements en cellules entiére ont été effectué 24 h suivant la transfection. Les
pipettes de patch ont été tirée a partir capillaire de borosilicate (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) et microforgées pour atteindre des résistances entre 3 — 5 M(). Le
pH a été vérifié pour toutes les solutions et ajusté si nécessaire avec une solution de 1
M de NaOH a 7,3. De plus, elles ont été maintenues & environ 300 mOsm.

Lors des expériences, les cellules ont été maintenues & un potentiel de -60 mV a l'aide
d’un amplificateur EPC10 (HEK, Reutlingen, Allemagne) et les données ont été enre-
gistrées avec le logiciel PATCHMASTER. Les données ont été acquise & 10 kHz avec
un filtre passe-bas a 2,9 Hz. L’application des inhibiteurs a été effectué par perfusion a
I’aide de trois capillaires placés directement au-dessus de la cellule. Ces derniéres ont
été déplacées grace au systéme SF-77B Perfusion Fast Step (Warner), garantissant
I’échange de solution en 5 — 10 ms. La solution extracellulaire (utilisé aussi pour le
lavage) contient 140 mM NaCl, 2,8 mM KCIl, 1 mM CaCly, 0,1 mM MgCly, 10 mM
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HEPES, 10 mM Glucose. La solution intra-pipette est composée de 140 mM KCI, 5
mM MgClz, 5 mM EGTA et 10 mM HEPES.

Le BzATP (sel de triethylammonium ; Alomone Lab), AZ10606120 (dihydrochlorure ;
Tocris) et LNASAB ont été solubilisé dans la solution extracellulaire. Les solutions
initialement contenues dans le DMSO ont été diluées pour atteindre une concentration
de travail < 0,1 % de DMSO. Due a la facilitation de P2X7, une seule cellule a été

patchée par lamelles.

Pull Down, SDS-PAGE et Western blot

Les cellules sont lysées par incubation aprés 3 lavages au PBS+ (PBS supplémenté
avec 1 mM MgCly et 0,4 mM CaCly, pH ajusté a 7,4) avec une douce incubation de
80 min a 4 °C avec un tampon de lyse contenant 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 %
Triton-X, 5 mM EDTA, tablette d’inhibiteur de protéase (Thermo Fischer, Waltham,
MA, USA). Aprés 10 min de centrifugation & 14 000 rpm, le supernageant est collecté.
Les échantillons de lysats cellulaires sont collectés a cette étape. Les lysats sont resus-
pendus dans un tampon de charge NuPage LDS (Thermo Fischer) et 70 mM de DTT
et bouilli pendant 10 min. Le supernageant est chargé sur un gel NuPage Novex Bis-
Tris 4 % - 12 % (Thermo Fischer) et migré dans un tampon MOPS. Le transfert sur
membrane de nitrocellulose a été effectué avec un systéme TransBlot Turbo (BioRad)
and la membrane a été bloquée 30 min dans le TPBS (PBS supplémenté de lait en
poudre 1 %, 0,5 % de BSA et 0,05 % de Tween-20). La membrane a été incubée une
nuit a 4 °C dans le TPBS contenant un anticorps anti-c-myc avec une dilution 1 : 500
(Invitrogen, Thermo Fischer, référence 13-2500) un anticorps anti-P2X7 avec une dilu-
tion 1 : 500 (Alomone, référence APR-~008), un anticorps anti-fs-actine avec une dilution
1 : 5000 (Sigma Aldrich, référence A5441) ou la streptavidine-HRP 1 : 5000 (Invitrogen,
Thermo Fischer, référence SA-10001). Trois lavages avec le TPBS ont été effectués
avant une seconde incubation avec un anticorps de mouton conjugué a 'HRP (excepté
pour la streptavidine) dirigé contre la souris (anticorps anti-c-myc et anti-f-actine, GE
Life Sciences, référence NA9310) ou un anticorps de chévre dirigé contre le lapin (an-
ticorps anti-P2X7, Invitrogen référence 31460), les deux dilués & 1 : 10000 pendant 2 h
a 20 °C. Trois lavages au TPBS précédent la révélation avec le réactif Amersham ECL
Select Western Blotting Detection (GE Life Sciences). La chemoluminescence a été
mesurée avec un Imager 600, Amersham.

Pour les expériences de Pull Down, une résine de NeutrAvidine-agarose (Thermo Fis-

her, référence 29,200) a été ajoutée aux lysats cellulaires qui sont alors incubés une nuit
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a 4 °C sous agitation douce. Les échantillons ont alors été préparés selon le protocole

décrit plus haut.

Cytochimie

Les cellules transfectées ou non ont été fixées 24 h aprés transfection avec 4 % PFA
(PBS, 4 % paraformaldéhyde, pH 8,0). Pendant 15 minutes a 20 °C. Les lamelles ont
alors été lavées 3 fois avec du PBS, suivi de 3 lavages de 10 minutes au PBS. Les
aldéhydes réactifs sont neutralisés avec une incubation de 15 min de PBS 100mM gly-
cine, contenant 4 ng/ml de Hoescht 33342 afin de marquer les noyaux. Aprés 3 lavages
PBS, les lamelles sont montées sur lame avec un réactif de montage (Prolong Gold
antifade, P36930, Invitrogen) et laissées sécher une nuit avant imagerie.

Pour I'imagerie dSTORM, les lamelles sont montées sur un milieu Vectashield® (Anti-
fade, Vector Laboratories, référence H-1000) : 50mM TRIS-glycérol (obtenu par la di-
lution de 5 % v/v TRIS pHS8 dans le glycérol suivi d’une filtration sur filtre de 0,22 pm)
1: 3 conservé a 4 °C sous argon. Le montage est scellé par une colle dentaire double

composante (voir 24).

Microscopie a fluorescence

La fluorescence a champ large a été mesurée avec un Leica FW400 (objectif 40x, N.A.
0,75, HCX PL APO a air) 24 h post-transfection. Les lamelles ont été lavées 3 x au
PBS et les cellules ont été incubées dans le une solution extracellulaire contenant 140
mM NaCl, 2.8 mM KCI, 1 mM CaCls, 0.1 mM MgClz, 10 mM HEPES, 10 mM Glucose,
pH ajusté 7.32-7.33.

L’imagerie confocale a été effectuée avec un Leica SPE (objectif 63x, N.A. 1,4 HCX PL
APO CS a immersion d’huile). Les longueurs d’onde d’excitation (hexc) et d’émission
(hem) ont été : Hoechst (Aexc = 364 nm; hem = 430481 nm), GFP(kexc = 495 nm;
hem = 500-600 nm) mScarlet (hexc = 561 nm; Aem = 648-708 nm), et Alexa Fluor
647 (hexc 647 ; Aem = 657 — 750 nm).

L’imagerie super-résolutive dSTORM a été effectué sur un systéme construit basé sur
un statif Nikon Eclispe Ti équipé d’un objectif 100x (N.A. 1,49 & immersion d’huile).
Une ligne laser & 642 nm a été utilisée pour exciter I’Alexa Fluor 647, réglée a une
puissance de 134 mW (résultant en une intensité de 5,2 kW /cm?). L’échantillon a été

imagé avec une caméra EM-CCD refroidie a -60 °C. (Détails 249).
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Analyse des données et statistiques

Les données de microscopie ont été mesurées avec Fiji (version 1.0).

Les piles d’images (10000-20000 image) obtenues par microscopie dSTORM ont été
analysées avec le plug-in ThunderSTORM sur Fiji. Les paramétres suivants ont été
utilisés : image filtering — Difference-of-Gaussians filter (sigma 1=1.0 and sigma 2 =
1.6); approximate localization of molecules — Local maximum (peak intensity threshold:
std(Wave.F1), connectivity: 8-neighbourhood); sub-pixel localization of molecules — In-
tegrated Gaussian (fitting radius: 4 px, fitting method: Least squares, initial sigma: 1.3
px. Les résultats obtenus ont été filtrés par les valeurs de sigma et d’intensité ( 110 nm
< sigma < 220 nm, intensité < 2000).

Les données ont été analysées avec des scripts R (RStudio, version 1.4.1717) écrits
individuellement pour chaque expérience. Une partie des courbes de tendance ont été
produites avec Igor Pro (version 6,37). Les valeurs exactes sont montrées par des points
dans chaque représentation graphique des données.

Pour les analyses statistiques, la normalité des distributions a été testée avant la sélec-
tion du test de Student. Dans le cas contraire, le test de Mann-Withney a été sélec-

tionné. Une p-valeure < 0,05 a été considéré comme une différence significative.

Modélisation moléculaire

La structure du récepteur P2X7 a été récupérée sur la PDB (code 5UIW). L’ensemble
des docking ont été effectués avec AutoDock Vina 1.5.6. Les rounds ont été effectué
avec une boite de 30 A centrée sur la quinoline du composé AZ10606120, définie avant
de supprimer ce dernier du modéle. La fonction de « scoring » d’Autodock Vina a été

utilisée pour sélectionner les meilleurs candidats.
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2. Synthése organique

Toutes les manipulations de composés sensibles a la lumiére (réactions et purifications)
ont été conduites dans une chambre noire éclairée avec un projecteur RGB LED
MEIKEE (25 W) réglée sur une lumiére rouge (650 nm).

Les réactifs et les solvants anhydres utilisés pour la synthése ont été achetés chez Sigma-
Aldrich, TCI EUROPE, ACROS Organics ou Alfa Aesar. Tous les réactifs commer-
ciaux ont été utilisés dans purification supplémentaire, a ’exception du dichloromé-
thane (distillé sur CaHs sous atmospheére d’argon) et du THF (distillé sur sodium /ben-
zophénone sous atmosphére d’argon) avant usage.

Les spectres RMN 'H et 3C ont été enregistrés a 400, 500 ou 700 MHz sur les spectro-
métres RMN 400 MHz Brucker Avance III, 500 MHz Brucker Avance III et 700 MHz
Brucker équipés d’une cryosonde TCI Z-gradient sur une console Avance III-HD, res-
pectivement. Les déplacements chimiques (8) sont indiqués en ppm en respect du signal
résiduel du solvant (CDCls: 7,26 ppm, MeOD: 3,33 ppm, (CD3)2S0 : 2,50 pour la RMN
'H et CDCl3: 77,16 ppm, MeOD: 49 ppm, (CD3)2SO : 39,52 ppm pour la RMN 13C. Les
attributions sont données de la maniére suivante : Déplacement chimique suivant par,
entre parenthéses : (s, b, d, t, q, m, dd correspondants respectivement a singulet, signal
large, doublet, triplet, quadruplet, multiplet et doublet de doublets), constante de cou-
plage en Hz et nombre de protons. Les rendements sont exprimés par 7.

Les spectres de LCMS ont été enregistrés sur un spectromeétre Agilent 1200 SI/QTOF
6520 couplé a Hypersil Golf C18 1,9 ym (taille de particules) de dimension 1 x 3 mm.
Les spectres ESI ont été enregistrés sur un spectromeétre Agilent 1200 SL MicroTOF

(Brucker) équipé d’une source d’électrospray.

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur une plaque d’alu-
minium couvert d’un gel de silice Merck 60 F254. Les chromatographies ont été réalisées
avec un gel de silice Merck (230-400 mesh ; 0,040-0,063 mm).

Les analyses HPLC ont été réalisées sur un systéme de chromatographie & haute per-
formance Waters® (pompe Waters 15252 avec un détecteur Waters 2996) équipé d’une
colonne analytique Betbasics 5-microns (4,6, 250 nm). Les analyses ont été effectuées
avec un gradient commencant a 100 % H2O (0,1 % TFA) et atteignant 100 % d’acéto-
nitrile en 30 minutes. Les purifications HPLC ont été réalisées sur une série de systémes
de chromatographie a haute performance Waters (double corps Waters 600 avec un
détecteur Waters 2996) équipée d’une colonne Thermo Betabasics 5-microns (10,
250 nm). Les purifications HPLC ont été faites selon le gradient ou l'isocratique indi-

qué.
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1. Synthése des ligands catalytiques
Synthése du ligand alcyne 6

5-aminoquinolin-2(1H)-one (1) :

H
N (0]
Oy
NH,

Dans un ballon anhydre de 100 ml sous argon, 1 g de 5-nitroquinolin-2(1H)-one
(5,26 mmol, 1 eq.) est dissous dans 40 ml de N,N-diméthylformamide (DMF') anhydre.
La solution est gelée a -196 °C et 448 mg de palladium(0) sur charbon actif (10 %) sec
est ajouté (4,21 mmol, 0,8 eq.). La solution est laissée remonter & température ambiante
et du dihydrogéne gazeux est bullé pendant 5 minutes dans la solution. La réaction est
placée sous agitation magnétique pendant 16 h. Le brut est alors filtré sur un pad de
célite. Ce dernier est rincé avec 100 ml de DMF. Le filtrat est évaporé a sec sous
pression réduite pour obtenir 825 mg d'un solide blanc/gris. n = 98 %.
RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § 8.19 (dd, J = 9.7, 0.8 Hz, 1H), 7.28 — 7.24 (m, 1H),
6.63 (dt, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 9.7 Hz, 1H).

Chlorure 2-(1-adamantyl)acétyle (2) :

e

0]

Dans un ballon anhydre de 50 ml sous argon est placé 1,1 g d’acide 2-(1-adamantyl)acé-
tique (5,67 mmol, leq.). 10 ml de chlorure de thionyle est ajouté et la solution est mise
a reflux sous argon et agitation magnétique pendant 3 h. Le ballon est évaporé & sec

pour obtenir 1,2 g d’une huile jaune translucide. n = 100 %.
RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 5 2.69 (s, 2H), 1.99 (m, J = 3.3 Hz, 3H), 1.68 (m, 12H).
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2-((3r,57,7r)-adamantan-1-yl)- N-(2-oxo-1,2-dihydroquinolin-5-yl)acéta-

mide (3) :
N._0O
oy
A

0]

Dans un ballon anhydre de 50 ml, 825 mg de 5-aminoquinolin-2(1H)-one (5,15 mmol,
1 eq.) sont dissous par 15 ml de tétrahydrofurane (THF) fraichement distillé. 1,11 ml
de triéthylamine (8,24 mmol, 1,6 eq.) anhydre est ajouté. La solution est refroidie a
0 °C et 1,2 g de chlorure 2-(1-adamantyl)acétyle (5,67 mmol, 1,1 eq.) dissous dans 5 ml
de THF anhydre est ajoutée goutte a goutte sur 15 minutes pour former une solution
laiteuse grisatre. La réaction est placée sous agitation magnétique sous argon a 0 °C
pendant 1 h puis & 20 °C pour 2 h. Le brut est évaporé sous vide et rincé avec 3 x
50 ml de dichlorométhane. Aprés séchage, le produit est obtenu sous forme d’un solide
gris (1,4 g). n = 81 %.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 8 8.06 (dd, J = 9.8, 0.8 Hz, 1H), 7.58 — 7.54 (m, 1H),
7.33 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H), 7.26 (m, 1H), 6.65 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 2.26 (s, 2H),
2.03 (m, 3H), 1.86 — 1.70 (m, 12H).

RMN BC (400 MHz, DMSO) : § 170.16, 162.06, 140.18, 136.16, 135.34, 130.69, 121.50,
118.12, 113.65, 112.41, 67.49, 50.63, 42.61, 36.91, 33.21, 28.54.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour Co1H25N202" : 337,1911, trouvé : 337,1921.

2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)- N-(2-chloroquinolin-5-yl)acétamide (4) :

N Cl
N
Y

0]

Dans un ballon anhydre sous argon de 50 ml est dissous 725 mg de 2-((37,57,7r)-ada-
mantan-1-yl)- N-(2-oxo-1,2-dihydroquinolin-5-yl)acétamide 3 (2,15 mmol, leq.) dans
10 ml de 1,2-dichloroéthane distillé. 618 pL. de POCI3 (6,45 mmol, 3 eq.) rendus an-
hydre par distillation fractionnée sur colonne de Vigreux est ajouté et la solution est

portée a reflux sous agitation magnétique et sous argon. Une couleur orange apparait
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et la solution est placée 16 h dans ces conditions. Le solvant est ensuite évaporé et le
brut réactionnel est repris dans 20 ml de dichlorométhane. La solution ainsi obtenue
est filtrée avec 3 x 50 ml de dichlorométhane et le filtrat est évaporé a sec pour obtenir

un solide jaune-orange (m = 760 mg). n = 99 %.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § 8.43 (dd, J = 8.8, 0.8 Hz, 1H), 7.87 — 7.79 (m, 2H),
7.72 (dd, J = 7.2, 1.5 Hz, 1H), 7.59 — 7.55 (m, 1H), 2.30 (s, 2H), 2.03 (m, 3H), 1.86 —
1.72 (m, 12H).

2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)- N-(2-((2-aminoethyl)amino)quinolin-5-
yl)acétamide (5) :

H

N N
S ONH,
b

0]

Dans un ballon anhydre sous argon de 50 ml, 488 mg de 2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-yl)-
N-(2-chloroquinolin-5-yl)acétamide 4 (1,36 mmol, 1 eq.) et 376 mg de KyCOs3
(2,72 mmol, 2 eq.) sec sont dissous dans 10 ml d’éthanol séché par distillation fraction-
née (colonne de Vigreux) sur CaH. 4,54 ml d’éthyléne diamine (68 mmol, 50 eq.), rendu
anhydre par agitation 16 h sur tamis moléculaire 4 A activé au micro-ondes suivi d’une
distillation fractionnée sur colonne de Vigreux, est ensuite ajouté a la solution. Le mé-
lange réactionnel est porté a reflux. Aprés 48 h le solvant est évaporé et repris dans
50 ml d’eau. Le brut est extrait avec 3 x 50 ml de dichlorométhane. Les phases orga-
niques sont rassemblées, lavées avec 25 ml de saumure, séchées pas MgSO, anhydre,
filtrée et évaporée. Le brut est ensuite dissous dans un minimum de dichlorométhane
et de I’éther diéthylique est ajouté goutte a goutte jusqu’a ’apparition d’une opales-
cence. Un ajout lent d’heptane fait alors précipiter le produit pur sous forme de solide

jaunatre (m = 262 mg). n = 51 %.
RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 5 7.96 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.56 — 7.46 (m, 2H), 7.23 (dd,

J = 7.2, 1.4 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.57 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.91 (t, J =
6.2 Hz, 2H), 2.25 (s, 2H), 2.03 (m, 3H), 1.87 — 1.68 (m, 12H).
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2-((37,57r,7r)-adamantan-1-yl)- N-(2-((2-(but-3-yn-1-yla-

mino)ethyl)amino)quinolin-5-yl)acétamide (6) :

Dans un ballon anhydre sous argon de 50 ml, 60 mg de 2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)-
N-(2-((2-aminoethyl)amino)quinolin-5-yl)acétamide 5 (158,5 pmol, 1 eq.) est dissous
dans 2 ml de DMF anhydre. 19,96 mg d’acide but-3-ynoique (237,7 nmol, 1,5 eq.) ainsi
que 70 pl de N,N-Diisopropyléthylamine (DIEA, 412,1 pmol, 2,6 eq.) sont ajoutés et la
solution est refroidie a 0 °C. 37 pl de N,N’-Diisopropylcarbodiimide (237,7 mmol, 1,5
eq.) est ajouté et la solution est mise 2 h & 0 °C sous agitation magnétique et sous argon
avant de la placer remonter & 20 °C pour 16 h. La réaction est neutralisée par 50 ml
d’'une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 10 % et extraite avec 3 x 30 ml de
dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, séchées avec MgSO, an-
hydre, filtrées et évaporées a sec. Le produit est purifié par chromatographie sur gel de
silice (dichlorométhane : méthanol, 9,9 : 0,1 puis 9,5 : 0,5) pour obtenir un solide jaune
(m = 59 mg). n = 85 %.

'H NMR (400 MHz, MeOD) & 7.98 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.59 — 7.47 (m, 2H), 7.28 —
7.23 (m, 1H), 6.80 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.67 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 5.19 (d, J = 6.1 Hz,
9H), 3.66 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.52 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.25 (s, 2H), 2.03 (m, 3H), 1.89
~1.70 (m, 12H).

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour Co7Hs3N4Oo" : 445,2598, trouvé : 445,2609.
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Synthése des extrémités oximes

Hok\/o%n/\OH — \Q oP\/OMo /©/

\\

(/\/OM Ov \©\ WOMNs

Schéma 27 Schéma 28 Synthése des chaines (poly)éthyléne glycol bifonctionnalisée. Réactifs et conditions : (a)
chlorure de 4-toluénesulfonile, DMAP, triéthylamine, THF, 0 °C-20 °C, 16 h ; (b) Azoture de sodium, DMF, 70°C,
16 h ; (c) pyridine-4-aldoxime, acétonitrile, reflux, 48 h.

Procédure générale pour (a): L’éthyléne glycol (n = 0, 2, 3) sec (1 eq.) ainsi qu'une
quantité catalytique de DMAP (0,1 eq.) sont dissous dans le THF anhydre. 5 eq. de
triéthylamine fraichement distillé est ajoutée et la solution est refroidie & 0 °C. Le chlo-
rure de 4-toluénesulfonyle (2,2 eq.) dissous dans le THF est ajouté goutte a goutte et
la solution est laissée remonter & 20 °C sous agitation magnétique et sous argon pendant
16 h. Le solvant est évaporé et 100 ml d’'un mélange dichlorométhane : HoO 1 : 1 est
ajouté au résidu. Les phases sont extraites avec 2 x 50 ml de dichlorométhane. Les
phases organiques sont rassemblées, lavées avec une solution aqueuse d’HCI (5 %) suivi
d’une solution saturée de NaHCOs3. La phase organique est ensuite séchée avec MgSOy

anhydre, filtrée et évaporée a sec.

Procédure générale pour (b)

Le produit bis-tosylé (5 eq.) est dissous dans la DMF. L’azoture de sodium (1 eq.) est
ajouté par petite portion et la solution est chauffée a 75 °C sous agitation magnétique
et sous argon pendant 16 h. La solution est filtrée, et de I’eau est ajoutée au filtrat. Ce
dernier est extrait trois fois avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont ras-
semblées, séchées avec MgSO,4 anhydre, filtrées et évaporées a sec. Le produit est purifié

par chromatographie sur gel de silice.

Procédure générale pour (c)

Le dérivé tosylé sec (1 eq.) est dissous dans l'acétonitrile distillé. 2eq. de pyridine-4-
aldoxime est ajouté et la solution est portée a reflux pendant 48 h. Le brut réactionnel
est ensuite évaporé et de 'acétate d’éthyle est ajouté au résidu. Le mélange est soniqué

3 x en éliminant le surnageant & chaque étape.
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Ethane-1,2-diyl bis(4-methylbenzenesulfonate)

Ce composé a été synthétisé par la réaction entre
Sp o0 O I’éthyléne glycol (200 mg, 1,88 mmol) et le chlorure
e i T4
o ©

O//S\©\ de 4-toluénesulfonyle (788 mg, 4,14 mmol) selon la

procédure générale pour (a).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & 7.73 — 7.68 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 7.28 (d, J = 8.3 Hz,
4H), 4.16 (s, 4H), 2.35 (s, 6H).

2-azidoethyl 4-methylbenzenesulfonate

\©\ Ce composé a été synthétisé par la réaction entre I’éthane-1,2-
S,,O Ny diyl bis(4-methylbenzenesulfonate) et I’azoture de sodium selon
o © la procédure générale pour (b). Le produit brut a été purifié par

chromatographie sur gel de silice (heptane : acétate d’éthyle, 9 : 1).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : 8 7.78 — 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 3.65 — 3.61 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.29 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.39 (s, 3H).

1-(2-azidoethyl)-4-(nitrosomethyl)pyridin-1-ium (9)
Ce composé a été synthétisé par la réaction entre 2-azidoethyl
4-methylbenzenesulfonate (500 mg, 2,072 mmol) et la pyri-

o) dine-4-aldoxime (506 mg, 4,14 mmol) selon la procédure géné-

N
sv\r\(jV rale décrite pour (c).
Z>>N-on RMN 'H (400 MHz, MeOD) :  8.93 — 8.87 (d, J = 6.9 Hz,

9H), 8.27 — 8.22 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.12 (s, 1H), 7.74 — 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.28
~7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.77 — 4.69 (m, 2H), 4.06 — 3.99 (m, 2H), 2.39 (s, 3H).

Oxybis(ethane-2,1-diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate)

\©\ 5 o /©/ Ce composé a été synthétisé par la réaction
< \ entre le diéthyléne glycol (1 g, 9,42 mmol) et
O//S\O/\/O\/\O/S\b le chlorure de 4-toluénesulfonyle (3,95 gr,
20,73 mmol) selon la procédure générale pour (a). Produit obtenu sous forme de solide
blanchatre (m = 3,55 gr). n = 91 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : 8 7.71 — 7.66 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz,

4H), 4.02 — 3.96 (m, 4H), 3.54 — 3.48 (m, 4H), 2.35 (s, 6H).
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2-(2-azidoethoxy)éthyle 4-methylbenzenesulfonate
Ce composé a été synthétisé par la réaction entre 1’oxy-
\©\ Jo bis(ethane-2,1-diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate) (2,07
O/,S/\O/\/O\/\N3 gr, 5 mmol) et I’azoture de sodium (65 mg, 1 mmol) selon
la procédure générale pour (b). Le produit a été purifié
par chromatographie sur gel de silice (heptane : acétate d’éthyle, 8 : 2). Un solide blanc
est obtenu (m = 236 mg). n = 83 %.
NMR 'H (400 MHz, CDCl3) : 3 7.73 — 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 4.10 - 4.04 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 3.62 — 3.58 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 3.50 (t, J = 5.0 Hz,
2H), 3.22 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H).

(E)-1-(2-(2-azidoethoxy)ethyl)-4-((hydroxyimino)methyl)pyridin-1-ium

HO\N - AN (10)

| _N N ~_Nz Ce composé a été synthétisé par la réaction du 2-(2-

® 50 azidoethoxy)éthyle 4-methylbenzenesulfonate (167 mg,
o:é 0,58 mmol) et de la pyridine-4-aldoxime (142 mg,
0]

1,17 mmol) selon la procédure générale pour (c). Le
produit pur est obtenu sous forme d’huile jaune-orange (m = 236 mg). n = 100 %.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : 5 8.90 — 8.84 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.31 (s, 1H), 8.23 -
8.16 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 7.73 — 7.68 (m, 2H), 7.24 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.82 — 4.76 (m,
2H), 4.04 — 3.94 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.35 (m, 2H), 2.38 (s,

3H).

(ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate)
Ce composé a été synthétisé par la ré-

\©\S//O 0 action du triéthyléne glycol (5 g,

J R 33,29 mmol) et le chlorure de 4-to-
\©\ luénesulfonyle (13,96 g, 73,26 mmol)
selon la procédure générale pour (a).
Produit obtenu sous forme de solide blanc (m = 14,03 g). n = 92 %.
RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 3 7.72 — 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.25 (d, J = 8.2 Hz,
4H), 4.10 — 3.98 (m, 4H), 3.52 — 3.41 (m, 8H), 2.34 (s, 6H).

2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)éthyle 4-methylbenzenesulfonate
Ce composé a été synthétisé par la réaction de
\©\ b I’ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl)
O//S o O Ns bis(4-methylbenzenesulfonate) (3,07 g,
10,08 mmol) et de I'azoture de sodium (131,06,

2,02 mmol), selon la procédure générale pour (b). Produit obtenu sous forme d’huile
jaune (m = 572 mg). n = 86 %.
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RMN 'H (400 MHz, CDCI3) :3 7.73 — 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.29 — 7.22 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 4.06 (m, 2H), 3.62 — 3.47 (m, 8H), 3.26 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H).

(E)-1-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((hydroxyimino)methyl)pyri-
din-1-ium (11)

Ce composé a été synthétisé par la réaction du

\©\S/§\) o 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)éthyle  4-methyl-
o O@ benzenesulfonate (500 mg, 1,518 mmol) et de la

| \N/\/o\/\o/\/N3 pyridine-4-aldoxime (371 mg, 3,03 mmol) selon

Ho X Z la procédure générale pour (c). Le produit pur

est obtenu sous forme d’huile jaune-orange (m = 678 mg). n = 99 %.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : & 8.91 — 8.86 (m, 2H), 8.33 (s, 1H), 8.24 — 8.18 (m, 2H),
7.74 — 7.69 (m, 2H), 7.28 — 7.21 (m, 2H), 4.80 — 4.73 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 4.00 — 3.96
(m, 2H), 3.68 — 3.57 (m, 6H), 3.35 (m, 2H), 2.39 (s, 3H).

(ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate)

\©\ o o Q/ Ce composé a été synthétisé par
g % la réaction du tetraéthyléne gly-
O//S\O/\/O\/\O/\/O\/\O/S\\O col (4 g, 20,59 mmol) et du chlo-
rure de 4-toluénesulfonyle (8,64 g, 45,30 mmol) selon la procédure générale pour (a). n
=90 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 3 7.74 — 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.25 (d, J = 8.2 Hx,
4H), 4.10 — 4.01 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 3.60 — 3.54 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 3.53 — 3.41 (m,
8H), 2.34 (s, 6H).

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)éthyle 4-methylbenzenesulfonate
\@\ Ce composé a été synthétisé par la réaction
Sp 0 0 du  ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-

Y0 MR e I g I ) ]

o} 3 diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate) (5,32 g,
10,57 mmol) avec de l'azoture de sodium (137 mg, 2,11 mmol) selon la procédure gé-
nérale pour (b). Le produit a été purifié par chromatographie sur gel de silice (heptane :
acétate d’éthyle, 4 : 1 puis 1 : 1). Un solide blanc est obtenu (m = 733 mg). n = 93 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & 7.75 — 7.71 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz,
9H), 4.11 — 4.07 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.64 — 3.50 (m, 14H), 2.39 (s, 3H).
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(E)-1-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((hy-
droxyimino)methyl)pyridin-1-ium (12)

Ce composé a été synthétisé par la réac-

\©\SO o tion du 2-(2-(2-(2-
y O ® o o azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)éthyle  4-
\/@/\/ 0TI, methylbenzenesulfonate (733 mg,
Ho’N X Z 1,96 mmol) et de la pyridine-4-aldoxime

(0,48 g, 3,92 mmol) selon la procédure générale pour (c). Le produit pur est obtenu
sous forme d’huile jaune-orange (m = 961 mg). n = 99 %.

NMR 'H (400 MHz, CDCls) : 8 8.90 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.11 (s, 1H), 7.98 (d, J =
6.1 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 4.77 (t, J = 4.5 Hz,
9H), 3.83 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 3.62 — 3.45 (m, 10H), 3.31 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 2.32 (s,
3H).

Synthése du ligand LPegOP et LPeg7P :

1-(2-(4-(2-((2-((5-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)amino)-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)ethyl)-4-((E)-(hy-
droxyimino)methyl)pyridin-1-ium (13, LPegOP) :

Dans un ballon anhydre sous argon a été placé 17 mg de 2-((37,57,7r)-adamantan-1-
y1)-N-(2-((2-(but-3-yn-1-ylamino)ethyl)amino)quinolin-5-yl)acétamide 6 (0,04 mmol, 1
eq.) dissous dans 1 ml de DMF anhydre. 16,7 mg de (FE)-1-(2-azidoethyl)-4-((hy-
droxyimino)methyl)pyridin-1-ium 9 (0,46 mmol, 1,2 eq.) est ajouté, suivi de 24,5 mg
de ligand triazole TTMA (0,06 mmol, 1,48 eq.) et de 33,7 mg d’acide ascorbique
(19,12 mmol, 5 eq.). L’oxygéne est enlevé du milieu par 7 cycles de gel-pompe-dégel.
21,3 mg d’hexafluorophosphate de tetrakis(acetonitrile)cuivre(I) est ensuite ajouté sur
la solution gelée et le ballon est mis sous un vide poussé avant d’étre mis sous argon et

laissée remonter a température ambiante. La réaction est alors chauffée a 50 °C pendant
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72 h sous agitation magnétique et sous argon. Aprés évaporation du solvant, 20 ml
d’H20 : acétate d’éthyle, 1 : 1 est ajouté et la phase organique est extraite avec 2 x
10 ml d’acétate d’éthyle. Les fractions organiques sont rassemblées et évaporées a sec.
Le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO TFA (0,1 %) : 0: 141 :
0 pendant 30 min) et lyophilisé pour étre obtenu sous forme d’un solide orangé. (m =
1 mg), n=4%.

MS (ESI) : m/z [M+H]?** calculé pour CssH43NgOs2%2+ : 318,6739, trouvé 318,6746

Synthése de LPeg7P

Tert-butyle 20-hydroxy-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosanoate (21) :

0]

Dans un ballon de 50 ml est placé 1 g d’hexaéthyléne glycol (3,54 mmol, 1 eq.). Le
ballon est mis sous vide et chauffé 1 h & 100 °C sous agitation magnétique. Le ballon
est ensuite refroidi & 0 °C et 15 ml de DMF est ajouté suivi de 93,5 mg d’hydrure de
sodium (3,90 mmol, 1,1 eq.). La solution est portée a 75 °C pendant 2 h, jusqu’a ce que
le dégagement gazeux cesse. Le milieu réactionnel est alors refroidi & 0 °C et 523 nl de
tert-butyle bromoacetate est ajouté goutte a goutte pendant 10 minutes. La réaction
est alors placée a 20 °C sous agitation magnétique et sous argon pendant 18 h. La
réaction est neutralisée avec 50 ml d’H20 et extraite avec 3 x 50 ml de dichloromé-
thane. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sous MgSO4 anhydre et évapo-
rées & sec. Le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice (gradient de
dichlorométhane : méthanol, 1: 0 & 0,94 : 0,06) pour obtenir une huile jaune (m =
181 mg). n = 13 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 8 3.97 (s, 2H), 3.68 — 3.59 (m, 24H), 1.42 (s, 9H).

Tert-butyle 20-(tosyloxy)-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosanoate (22) :

0]
0]
‘\S/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)kok
AT
Dans un ballon de 50 ml, 135 mg de tert-butyle 20-hydroxy-3,6,9,12,15,18-hexaoxaico-

sanoate 21 (0,34 mmol, 1 eq.) est coévaporé 3 x avec 10 ml de toluéne anhydre. Le
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produit est ensuite dissous dans 4 ml de dichlorométhane anhydre, 141 pl de triéthyla-
mine fraichement distillée (1,02 mmol, 3 eq.) est ajouté et la solution est refroidie a
0 °C. 97 mg de chlorure de tosyle (0,51 mmol, 1,5 eq.) est dissous dans 2 ml de dichlo-
rométhane et est ajouté goutte a goutte a la réaction pendant 10 minutes. La réaction
est laissée remonter a température ambiante pendant 16 h sous agitation magnétique
et sous argon. La réaction est arrétée par évaporation du solvant, et 50 ml de dichlo-
rométhane est ajouté au résidu. 50 ml d’H2O est ajouté et la phase organique est ex-
traite avec 2 x 50 ml de dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassem-
blées, lavées avec 50 ml de saumure, séchées sous MgSQO4 anhydre, filtrées et évaporées
a sec. Le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice (gradient dichloro-
méthane : méthanol, 1 : 0 & 0,9 : 0,1) pour obtenir une huile jaune (m = 52 mg). n =
28 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.81 — 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 — 7.30 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 4.17 — 4.12 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 4.01 (s, 2H), 3.73 — 3.58 (m, 22H), 2.43
(s, 3H), 1.46 (s, 9H).

Acide 20-(tosyloxy)-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosanoique (23) :

o]
o
\\S/o\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)kOH

Jor

Dans un ballon de 25 ml anhydre sous argon, 25 mg de tert-butyle 20-(tosyloxy)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosanoate 22 (45 nmol, 1 eq.) est dissous dans 300 pl de dichlo-
rométhane anhydre. 51 pl de TFA (6,67 mmol, 15 eq.) est ajouté et la réaction est
placée sous agitation magnétique et sous argon a 20 °C pendant 2h. Aprés évaporation
du solvant, le produit pur est obtenu sous forme d’huile orange (m = 22 mg). n = 100
%.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.82 — 7.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 4.15 (m, 4H), 3.78 — 3.55 (m, 24H), 2.35 (s, 3H).

NMR 13C (101 MHz, CDCl3) & 171.95, 144.81, 133.03, 129.84, 127.98, 71.30, 70.68,
70.59, 70.47, 70.43, 70.40, 70.32, 70.26, 69.26, 69.04, 68.66, 21.63.
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1-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)-4-oxo-
6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3-azatricosan-23-yl 4-methylbenzenesulfonate
(24) :

O

H o)
N\ N ~ N )J\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\s”
_ H o) \©\
HN W/E

0]

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon contenant 1 ml de THF anhydre est placé
17 mg d’acide 20-(tosyloxy)-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosanoique 23 (34 pmol, 1 eq.),
14 mg de 2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-yl)- N-(2-((2-aminoethyl)amino)quinolin-5-yl)acé-
tamide (37 pmol, 1,1 eq.) ainsi que 7 pl de N-méthylmorpholine (69 pmol, 2 eq.). En-
suite, 14 mg de DMTMM (51 pmol, 1,5 eq.) est ajouté et la réaction est mise sous
agitation magnétique et sous argon pendant 16 h. Une fois la réaction terminée, 20 ml
d’H20 est ajouté et le produit est extrait avec 3 x 20 ml de dichlorométhane. Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgSO,4 anhydre, filtrées et évaporées a sec. Le
produit est purifié sur chromatographie flash a phase inverse (gradient acétonitrile :
H>0 (0,1 % TFA),0:14a1:0 pendant 40 min) sous forme d’huile jaune (m = 16 mg).
n =55 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : § 8.26 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.75 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.56 (s, 2H), 7.32 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.04 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 4.11 (¢, J
— 4.8 Hz, 2H), 4.00 (s, 2H), 3.74 — 3.48 (m, 26H), 2.43 (s, 3H), 2.23 (s, 2H), 2.00 (s,
3H), 1.78 — 1.58 (m, 12H).

RMN 13C (126 MHz, CDCl3) & 145.08, 133.42, 129.88, 127.92, 121.01, 71.03, 70.66,
70.51, 70.45, 70.41, 69.33, 68.63, 42.63, 36.73, 33.41, 29.69, 28.65, 21.62, 14.30.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour Cy4HgzN4O11S™ : 856,4209, trouvé 856,4246.

1-(1-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)-4-
0x0-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3-azatricosan-23-yl)-4-(( E)-(hy-
droxyimino)methyl)pyridin-1-ium (27, LPeg7P) :

H
N

0 2 Tk

N o) 0 0 N

©/\j/ ~"N \/\O/\/ \/\O/\/ \/\O/\/@\
H
=
CF3COO@

HN&
(0]
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Dans un ballon de 10 ml anhydre, 16 mg de 1-((5-(2-((37,5r,7r)-adamantan-1-
yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)-4-0x0-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3-azatricosan-23-yl
4-methylbenzenesulfonate 24 (19 pmol, 1 eq.) est dissous dans 1 ml d’acétonitrile frai-
chement distillé. 5 mg de pyridinium 4-aldoxime (37 pmol, 2 eq.) est ajouté et la réac-
tion est mise a reflux sous agitation magnétique et sous argon pendant 48 h. Le solvant
est évaporé et le brut réactionnel est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO
(0,1 % TFA) 3:7 a1 :1 pendant 15 min) et lyophilisé.

RMN 'H (500 MHz, MeOD) & 8.90 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.34 (s, 1H), 8.30 (d, J
9.8 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.80 (s, 2H), 7.57 — 7.50 (m, 1H), 7.09 (s, 1H),
4.75 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 4.07 (s, 2H), 4.01 — 3.94 (¢, J = 4.8 Hz, 2H), 3.75 (t, J
6.5 Hz, 2H), 3.69 — 3.51 (m, 22H), 2.29 (s, 2H), 2.04 (s, 3H), 1.85 — 1.69 (m, 12H).
MS (ESI) : m/z [M*]?>* calculé pour CuqHgoNgOg? " : 403,2283, trouvé 403,2291.

Synthése des donneurs d’acyles

tert-butyl (15-((4-nitrophenyl)sulfonamido)-15-o0x0-3,6,9,12-tetraoxapenta-
decyl)carbamate (16) :

QN
N
S\\ jw/\/
LT
O,N

Dans un ballon anhydre sous argon de 50 ml, 110 mg de 4-nitrobenzenesulfonamide
(0,55 mmol, 1 eq.) est dissous dans 5 ml de DMF anhydre. 200 mg de COOH-PEG-
Boc (0,55 mmol, 1 eq.) est ajouté suivi de 262 nl de DIEA (2,73 mmol, 5 eq.) et 20 mg
de DMAP (0,16 mmol, 0,3 eq.). La solution est refroidie & 0 °C et 127 mg de 1-éthyl-
3-[3-(diméthylamino)propyl|carbodiimide (EDC, 0,820 mmol, 1,5 eq.) est ajouté. La

réaction est maintenue 2 h & 0 °C et est laissée remonter & température ambiante pen-

H
O\/\O/\/O\/\O/\/N \ﬂ/O\’<
(@]

dant 16 h sous agitation magnétique et sous argon. Le milieu réactionnel est alors versé
dans 100 ml de dichlorométhane et 30 ml d’une solution aqueuse de NaHCO3 saturé
est ajouté. La phase organique extraite est alors lavée avec 30 ml d’une solution aqueuse
d’acide citrique (5 %) suivi de 30 ml de saumure. La phase organique est séchée sur
MgSO, anhydre, filtrée et évaporée a sec. Le résidu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (dichlorométhane : acétate d’éthyle, 1 : 1) pour obtenir une huile jaune
clair (m = 181). n = 60 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) : & 8.39 — 8.33 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.30 — 8.26 (m, 2H),
3.76 — 3.54 (m, 16H), 3.33 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 2.56 (m, 2H), 1.44 (s, 9H).
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tert-butyl (1-(4-nitrophenyl)-2-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-3-0x0-6,9,12,15-te-
traoxa-2-azaheptadecan-17-yl)carbamate (17) :

Q> N O~~~ O~ /\\/H O
Je S
O5N

o) o)

Dans un ballon anhydre sous argon de 50 ml, 165 mg de tert-butyle (15-((4-nitro-
phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecyl)carbamate 16 (0,30 mmol, 1
eq.) est dissous dans 1 ml de DMF anhydre. 78 mg de bromure de 4-nitrobenzyle
(0,36 mmol, 1,2 eq.) est ajouté, suivi de 15 mg d’iodure de potassium (0,09 mmol, 0,3
eq.) et 104 pl de DIEA (0,6 mmol, 2 eq.). La réaction est placée sous agitation magné-
tique et sous argon. Aprés 25 h, le solvant est évaporé, 25 ml de dichlorométhane est
ajouté au résidu ainsi que 25 ml de saumure. La phase organique est extraite, séchée
sur MgSQO, anhydre, filtrée et évaporée a sec. L’huile obtenue est purifiée par chroma-
tographie sur gel de silice (dichlorométhane : heptane, 1 : 1, puis 1 : 0, puis gradient
dichlorométhane : acétate d’éthyle de 9 : 1 4 1 : 4) pour obtenir une huile jaune foncé
(m = 134 mg). n = 65 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) : § 8.42 — 8.37 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.26 — 8.22 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 8.15 — 8.10 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.59 — 7.53 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.20 (s,
2H), 3.70 — 3.48 (m, 16H), 3.28 (m, 2H), 2.82 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H).

(9-(2-carboxy-4-((1-(4-nitrophenyl)-2-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-3-oxo-
6,9,12,15-tetraoxa-2-azaheptadecan-17-yl)carbamoyl)phényl)-3-oxo-3H-
xanthen-6-yl)oxonium (19, NASA-F]) :

HO 0] O
900
COOH
C

)

7/

O
H

NO

2
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Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 7 mg de tert-butyle (1-(4-nitrophenyl)-2-
((4-nitrophenyl)sulfonyl)-3-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-2-azaheptadecan-17-yl)carbamate
17 (10 pmol, 1 eq.) est dissous dans 500 nl de dichlorométhane anhydre. 500 pl de TFA
est ajouté et la réaction est mise 1 h sous agitation magnétique et sous argon. Le solvant
est ensuite évaporé et le produit est coévaporé 3 x avec 5 ml de toluéne. 0,5 ml de DMF
anhydre est ajouté au produit pour le dissoudre, suivi de 4 jl de N-méthylmorpholine
(35 pmol, 3,5eq.), 4,9 mg de 5-carboxyfluoresceine (13 pmol, 1,3 eq.) et 3,9 mg de
DMTMM (14 pmol, 1,4 eq.). La solution est placée 2 h sous agitation magnétique et
sous argon. Le solvant est ensuite évaporé et le produit est purifié par HPLC (gradient
acétonitrile : HoO (0,1 % TFA), 2,5: 7,5 4 8 : 2 pendant 30 min) et lyophilisé pour
obtenir une poudre jaune. (m = 8 mg). n = 88 %.

RMN 'H (500 MHz, MeOD) : § 8.46 — 8.41 (m, 3H), 8.26 — 8.20 (m, 5H), 7.62 — 7.58
(m, 2H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 6.68 — 6.52 (m, 4H), 5.28
(s, 2H), 3.70 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.67 (s, 4H), 3.65 — 3.61 (m, 6H), 3.58 — 3.55 (m, 2H),
3.51 — 3.48 (m, 2H), 3.46 — 3.42 (m, 2H), 2.83 (t, J = 5.9 Hz, 2H).

MS (ESI) : m/z [M*] calc. CysHazN4O17S™ : 943,2338, trouvé :943,2297.

3-(2-((1E,3E)-5-((Z)-3,3-diméthyl-5-sulfo-1-(3-sulfopropyl)indolin-2-
ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-3-methyl-3-(1-(4-nitrophenyl)-2-((4-nitro-
phenyl)sulfonyl)-3,19-diox0-6,9,12,15-tetraoxa-2,18-diazatetracosan-24-yl)-
5-sulfo-3H-indol-1-ium-1-yl)propane-1-sulfonate (20, NASA-A1647) :

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 3,5 mg de tert-butyle (1-(4-nitrophenyl)-
2-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-3-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-2-azaheptadecan-17-yl)carbamate
(5 pmol, 1,2 eq.) est dissous dans 500 pl de dichlorométhane anhydre. 500 ul de TFA
est ajouté et la réaction est placée 1 h sous agitation magnétique et sous argon. Le
solvant est ensuite évaporé et le produit est coévaporé 3 x avec 5 ml de toluéne. 0,5 ml
de DMF anhydre est ajouté au produit pour le dissoudre, suivi de 1 nl de N-méthyl-
morpholine (10 pmol, 2,3 eq.), 5 mg d’acide carboxylique d’Alexa Fluor 647 sous forme
de sel de tris(triethylammonium) (4 pmol, 1 eq.) et 2,4 mg de DMTMM (10 pmol, 2
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eq.). La solution est laissée 2 h sous agitation magnétique et sous argon. Le solvant est
ensuite évaporé et le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO (0,1 %
TFA), 2,5: 7,5 4 8: 2 pendant 30 min) et lyophilisé pour obtenir une poudre bleue.
(m = 4,7 mg). n = 76 %.

RMN 'H (500 MHz, DMSO) : 5 11.15 (s, 1H), 8.4 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.40 — 8.24 (m,
6H), 7.77 (d, J = 23.2 Hz, 3H), 7.63 (m, 4H), 7.39 (dd, J = 8.3, 5.0 Hz, 2H), 6.56 (t, .J
— 12.3 Hz, 1H), 6.45 (t, J = 13.3 Hz, 2H), 5.31 (s, 2H), 4.26 (t, J = 7.8 Hz, 4H), 3.53
~3.49 (m, 2H), 3.47 - 3.29 (m, 14H), 3.09 (q, i = 5.4 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 6.1 Hz, 2H),
9.70 — 2.59 (m, 4H), 2.37 (s, 1H), 2.14 (s, 1H), 2.01 (q, J = 7.8, 7.4 Hz, 4H), 1.87 (dt,
J = 9.7, 4.5 Hz, 2H), 1.67 (d, J = 7.0 Hz, 8H), 1.31 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.16 - 1.03
(m, 2H), 0.78 (s, 1H), 0.45 (s, 1H).

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour CeoH77NgO24S5" : 1425,3587, trouvé 1425,3526.
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Ligand N-acyl-N-cyanomethylsulfonamide

COOH-PEG4-Boc

tert-butyl 1-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (26) :

(0]
>LO)J\/\O/\/O\/\O/\/O\/\OH

Dans un ballon de 250 ml, 17,7 g de tetraéthyléne glycol (80,7 mmol, 1 eq.) est coéva-
poré 3 x avec 20 ml de toluéne anhydre. 20 ml de THF anhydre est ajouté suivi de
11,6 ml de tert-butyl acrylate (80,7 mmol, 1 eq.). La solution est refroidie a 0 °C et
904 mg de tert-butoxide de potassium est ajouté par petite portion. La solution est
placée sous agitation magnétique et sous argon & 20 °C pendant 6 h. Le solvant est
évaporé et 100 ml de dichlorométhane est ajouté ainsi que 100 ml d’une solution de
NaHPO4 1M aqueux. La phase organique est extraite avec 2 x 50 ml de dichloromé-
thane, séchée et sur MgSO,4 anhydre, filtrée et concentré in vacuo. L’huile obtenue est
purifiée par chromatographie sur gel de silice (acétate d’éthyle : heptane, 3 : 2 puis

1 : 0) pour obtenir une huile jaune clair (m = 3,7 g). n = 14 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : d 3.68 — 3.49 (m, 18H), 2.42 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.36
(s, 9H).

2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate
(27) :

o o LT
ﬂ\ J\/\ A~ O~y O /S\\
0] 0] (0] (0] o)

Dans un ballon de 100 ml, 3,7 g de tert-butyl 1-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-
15-oate 26 (11,6 mmol, 1 eq.) est coévaporé 3 x avec 20 ml de toluéne anhydre. Le
produit est dissous dans 15 ml de dichlorométhane et 1,9 ml de triéthylamine anhydre
(13,9 mmol, 1,2 eq.) est ajouté. La solution et refroidie & 0°C et 2,4 g de chlorure de
tosyle (12,8 mmol, 1,1 eq.) dissout dans 5 ml de dichlorométhane est ajouté par un
goutte a goutte sur 15 minutes. La solution est ensuite laissée remonter & 20 °C pen-
dant 16 h sous agitation magnétique et sous argon. Le solvant est ensuite évaporé,
100 ml de dichlorométhane est ajouté au résidu ainsi que 100 ml d’eau. Les phases or-
ganiques sont rassemblées, séchées sur MgSO,4 anhydre, filtrées et évaporées a sec.
L’huile obtenue est purifiée par chromatographie sur gel de silice (acétate d’éthyle :
heptane, 1 : 1) pour obtenir une huile jaune (m = 2,7 g). n = 49 %.
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'H RMN (400 MHz, CDCls) : 8 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
4.14 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 3.69 — 3.49 (m, 16H), 2.45 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.41 (s, 3H),
1.36 (s, 9H).

tert-butyl 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (28) :

(0]
>‘\OJ\/\O/\/O\/\O/\/O\/\ Ng

Dans un ballon de 50 ml, 2,7 g de 2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-
methylbenzenesulfonate 27 (5,7 mmol, 1 eq.) est dissout dans 8 ml de DMF. 560 mg
d’azoture de sodium (8,6 mmol, 1,5 eq.) est ajouté et la réaction est placée sous agita-
tion magnétique et sous argon pendant 16 h & 50 °C. La réaction est neutralisée par
ajout de 30 ml d’H20 et le produit est extrait avec 3 x 50 ml de dichlorométhane. Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQOy, filtrées et évaporées a sec
pour obtenir une huile jaune (m = 1,9 g), n = 94 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : d 3.68 — 3.52 (m, 16H), 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.45
(t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.40 (s, 9H).

tert-butyl 1-amino-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (29) :

0]

Dans un ballon de 50 ml, 1,28 g de tert-butyl 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15
oate 28 (3,70 mmol, 1 eq.) est dissout dans 15 ml de THF. 1,1 g de triphénylphos-
phine (4,0 mmol, 1,2 eq.) est ajouté suivi de 450 nl d’H20. La solution est mise sous
agitation magnétique pendant 16 h a 20 °C. Le solvant est évaporé et 50 ml de di-
chlorométhane est ajouté au résidu ainsi que 50 ml d’H20. Le produit est extrait avec
2 x 30 ml de dichlorométhane et les phases organiques sont rassemblées, séchées sur
MgSO, anhydre, filtrées et évaporées a sec. Le produit est purifié par chromatogra-
phie sur gel de silice (méthanol : dichlorométhane (1 % v/v triéthylamine), 0,5 : 9,5)
pour obtenir une huile jaune clair (m = 805 mg), n = 67 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & 3.71 — 3.54 (m, 14H), 3.47 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.82
(t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 6.6 Hz, 2H).
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tert-butyl 2,2-dimethyl-3-0x0-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oate
(30) :
O

(0]
>LO)J\/\O/\/O\/\O/\/O\/\ N JW<

H

Dans un ballon anhydre de 50 ml sous argon, 805 mg de tert-butyl 1-amino-3,6,9,12-
tetraoxapentadecan-15-oate 29 (2,5 mmol, 1 eq.) est dissout dans 15 ml de THF an-
hydre. 700 ul de triéthylamine anhydre est ajouté au milieu (5,0 mmol, 2 eq.). La so-
lution est refroidie a 0 °C et 543 mg de dicarbonate de di-tert-butyle (2,5 mmol, 1
eq.). La solution est laissée remonter & température ambiante pendant 16 h sous agi-
tation magnétique et sous argon. La réaction est ensuite neutralisée avec une solution
aqueuse d’acide citrique (0,1 M). Le produit est extrait avec 3 x 30 ml d’acétate
d’éthyle. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSO4 anhydre, filtrées
et évaporées a sec. Le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice (acé-
tate d’éthyle) pour obtenir le produit pur sous forme d’une huile jaune (m = 750 mg),
n="74%.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : 8 3.65 — 3.49 (m, 14H), 3.45 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.24 —
3.18 (m, 2H), 2.41 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.39 — 1.32 (m, 18H).

Acide 2,2-dimethyl-3-0x0-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oique (31,
COOH-PEG4-Boc) :

@)
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Dans un ballon de 50 ml, 750 mg de tert-butyl 2,2-dimethyl-3-0x0-7,10,13,16-te-
traoxa-4-azanonadecan-19-oate 30 (1,8 mmol, 1 eq.) est dissout dans 20 ml d’un mé-
lange méthanol : HoO, 1 : 1. 213 mg de LiOH (8,9 mmol, 5 eq.) est ajouté a la solu-
tion et la réaction est mise sous agitation magnétique pendant 24 h. 50 ml d’H2O est
ensuite ajouté suivi de 30 ml de dichlorométhane. La phase organique est extraite
avec 2 x 30 ml de dichlorométhane. La phase aqueuse est ensuite acidifiée avec une
solution aqueuse d’acide citrique (0,1 M) et le produit est extrait avec 3 x 30 ml de
dichlorométhane. Ces phases organiques sont ensuite rassemblées, séchées sur MgSO4
anhydre, filtrées et évaporées a sec pour obtenir le produit final sous forme d’huile
jaune foncé (m = 504 mg), n = 80 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & 3.74 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.68 — 3.57 (m, 12H), 3.53
(t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.28 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H).
RMN 13C (400 MHz, CDCl3) : § 175.11, 70.60, 70.44, 70.34, 70.23, 66.51, 46.01, 40.32,
34.95, 28.41.
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Synthése des réactifs de marquage LNASA

Acide 4-sulfamoylbenzoique (32) :

Q Q

HO 9]
Dans un ballon de 250 ml est mis 100 ml d'H2O et 5,8 g de NaOH (14,75 mmol, 0,5
eq.). 5 g de 4-méthylbenzenesulfonamide (29,20 mmol, 1 eq.) sont dissous dans la solu-
tion et 5,8 g de KMnOy4 (36,70 mmol, 1,25 eq.) est ajouté. La réaction est portée a
reflux pendant 2 h. Une fois refroidie, la solution est filtrée et le filtrat est lentement
acidifié avec une solution aqueuse saturée en HCI (37 %) jusqu’a la formation d’un
précipité. Les impuretés sont solubilisées dans ’acétate d’éthyle et la solution est filtrée
a chaud. Le filtrat est récupéré et lavé a I’eau pour obtenir une poudre blanche (m =
2,40 g). n = 48 %.
RMN 'H (400 MHz, DMSO) : § 13.39 (b, 1H), 8.14 — 8.08 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.97 —
7.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.54 (s, 2H).
RMN 13C (400 MHz, DMSO) : § 166.78, 148.15, 134.09, 130.41, 126.38.

N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)-4-sulfamoylbenzamide (33) :

Dans un ballon de 25 ml anhydre sous argon, 105 mg de 2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)-
N-(2-((2-aminoethyl)amino)quinolin-5-yl)acétamide 5 (0,28 mmol, 1 eq.) est dissous
dans 2,5 ml de DMF anhydre. 67 mg d’acide 4-sulfamoylbenzoique 32 (0,33 mmol, 1,2
eq.), 45 mg de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt (0,33 mmol, 1,2 eq.) ainsi que 129 nl de
DIEA (0,75 mmol, 2,7 eq.) sont ajoutés a la solution. Cette derniére est refroidie & 0 °C
et 64 mg I’EDC (0,33 mmol, 1,2 eq.) est ajouté et le milieu réactionnel est placé a
température ambiante pendant 18 h sous agitation magnétique et sous argon a 20 °C.
La réaction est arrétée par évaporation du solvant et le brut réactionnel est purifié par

chromatographie flash a phase inverse (gradient acétonitrile : HoO (0,1 % TFA), 0: 1
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a 1: 0 pendant 40 min). Le produit pur est obtenu aprés évaporation sous forme d’'un
solide orange (m = 100 mg), n = 64 %.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) & 8.19 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 8.02 — 7.91 (m, 4H), 7.70 (m,
2H), 7.45 (dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.83 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
3.73 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.28 (s, 2H), 2.02 (s, 3H), 1.88 — 1.68 (m, 12H).

13C NMR (400 MHz, MeOD) & 172.12, 168.14, 159.01, 154.57, 146.56, 136.81, 136,21,
134.43, 131.23, 127.72, 125.96, 121.02, 117.82, 117.38, 63.87, 55.04, 53.36, 42.86, 42.71,
42.48, 40.74, 39.10, 36.50, 36.29, 35.57, 33.02, 30.27, 28.81, 28.69.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour CsoHs6N504S : 562,2483, trouvé 526,2516.

tert-butyle (15-((4-((2-((5-(2-((3r,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quino-
lin-2-yl)amino)ethyl)carbamoyl)phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-te-

traoxapentadecyl)carbamate (34) :
H
NN~y
P H 0 0] O
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O H H

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 43 mg de N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adaman-
tan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)-4-sulfamoylbenzamide 33 (76 pmol, 1
eq.) est dissous dans 1 ml de DMF anhydre. 33,6 mg de COOH-PEG4-Boc (92 pmol,
1,2 eq.) sont ajoutés ainsi que 33 pl de DIEA (191 nmol, 2,5 eq.) et 2 mg de DMAP
(15 pmol, 0,2 eq.). La solution est refroidie 4 0 °C et 17,6 mg I’EDC (92 pmol, 1,2 eq.)
est ajouté. La solution est laissée remonter a température ambiante (20 °C) pendant 16
h. Toute les 24 pendant 72 h est rajouté 1 eq. d’acide carboxylique, d’EDC et 2 eq. de
DIEA a 0 °C.

La réaction est arrétée par évaporation du solvant et 50 ml d’une solution dichloromé-
thane : HoO (1 : 1) est ajoutée au résidu. La phase organique est extraite avec 2 x 20 ml
de dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ,, fil-
trées et évaporées a sec. Le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO
(0,1 % TFA),0:14a1:0 pendant 30 min). Le produit pur est obtenu aprés extraction
des fractions récoltées par 3 x 20 ml de dichlorométhane et évaporation sous forme

d’une huile orange foncé (m = 56,7 mg), n = 82 %.
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NMR 'H (400 MHz, CDCl3) : & 8.20 (m, 1H), 8.01 (m, 4H), 7.42 (m, 3H), 6.85 (s, 1H),
3.79 (m, 2H), 3.60 (m, 18H), 3.26 (s, 2H), 2.48 (s, 2H), 2.22 (s, 2H), 1.98 (s, 3H), 1.77
~ 1.59 (m, 12H), 1.41 (s, 9H).

RMN BC (500 MHz, CDCI3) : § 173.37, 170.40, 166.33, 156.37, 153.55, 147.56, 142.02,
139.80, 137.58, 134.56, 133.23, 128.28, 127.86, 121.39, 115.22, 113.45, 107.97, 79.44,
77.35, 77.03, 76.71, 70.45, 70.38, 70.22, 70.13, 66.12, 53.42, 51.57, 42.68, 40.28, 38.72,
37.21, 36.69, 33.47, 29.69, 28.62, 28.41.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour CysHesNgO11S™ : 909,4427, trouvé 909,4099.

N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)-4-(N-(17-oxo0-21-((3aR,4 R,6a5)-2-oxohexahydro-1 H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-4,7,10,13-tetraoxa-16-azahenicosanoyl)sulfa-
moyl)benzamide (38) :

0]

H
P H 0 9 0 HEN—¢
oo L
S—/H

0]

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon est dissous 7,6 mg de tert-butyle (15-((4-
((2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)carba-
moyl)phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecyl)carbamate 34 (8 pmol,
1 eq.) dans 700 ul de dichlorométhane anhydre. 100 ul de TFA est ajouté et la réaction
est placée sous agitation magnétique et sous argon pendant 1h. Le solvant est ensuite
évaporé et le produit est coévaporé 3 x avec 5 ml de toluéne. 1 ml de DMF anhydre
est ensuite ajouté, suivi de 2 pl de N-méthylmorpholine (17 pmol, 2 eq.), 3 mg de bio-
tine (13 pmol, 1,5 eq.) et 3,4 mg de DMTMM (13 pmol, 1,5 eq.). La solution est mise
2 h sous agitation magnétique et sous argon a 20 °C. Le solvant est ensuite évaporé et
le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO (0,1 % TFA),0:141:0
pendant 40 min) et lyophilisé pour obtenir un solide orange (m = 7 mg), n = 80 %.
RMN 'H (500 MHz, MeOD) & 8.01 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.96 — 7.86 (m, 4H), 7.55 —
7.43 (m, 2H), 7.28 (m, 1H), 6.86 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.47 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz, 1H),
4.29 — 4.21 (m, 2H), 3.82 — 3.74 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.72 - 3.47 (m, 16H), 3.41 (m, 1H)
3.15 (m, 1H), 3.08 - 3.01 (m, 1H), 2.94 — 2.87 (m, 1H), 2.69 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 2.48
~ 2.41 (m, 2H), 2.26 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 2.22 (m, 2H), 2.16 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.04
~2.00 (m, 3H), 1.83 — 1.69 (m, 12H), 1.63 — 1.50 (m, 2H), 1.44 — 1.34 (m, 2H).
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RMN 13C (500 MHz, MeOD) & 174.74, 172.10, 170.58, 168.22, 164.50, 157.63, 153.13,
142.40, 137.88, 136.87, 135.05, 132.42, 128.07, 127.71, 122.07, 116.80, 115.22, 113.54,
70.15, 70.12, 70.11, 70.01, 69.86, 69.17, 65.80, 61.98, 60.26, 55.58, 53.75, 50.55, 42.46,
40.91, 39.67, 38.97, 38.05, 36.48, 36.44, 35.33, 33.05, 28.79, 28.33, 28.09, 25.44.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour Cs1H72NgO11S2" : 1035,4684, trouvé 1035,3520.

N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)-4-( N-(cyanomethyl)- N-(17-oxo0-21-((3aR,4 R,6a5)-2-0oxo0-
hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-4,7,10,13-tetraoxa-16-azahenico-
sanoyl)sulfamoyl)benzamide (39, LNASAB) :

H
N N~y
@LJ : 2% i HEN—°
”S;\NJK/\O/\/O\/\O/\/O\/\NJ\/\//“-@(NH
HNW/@ \ b
S H
N

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 4 mg de N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adaman-
tan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)-4-( N-(17-oxo-21-((3aR,4 R,6a5)-2-0x0-
hexahydro-1H-thieno[3,4-d|imidazol-4-y1)-4,7,10,13-tetraoxa-16-azahenicosanoyl)sulfa-
moyl)benzamide 38 (4 pmol, 1 eq.), séché par 5 coévaporations avec 5 ml de toluéne
anhydre, est dissous dans 0,5 ml de DMF anhydre. 32 pl de DIEA (190 pmol, 50 eq.)
fraichement distillé est ajouté ainsi que 13 pl d’iodoacétonitrile (190 pmol, 50 eq.) pré-
alablement séché sur plug d’alumine basique anhydre. La réaction est placée 16 h sous
agitation magnétique et sous argon dans le noir a 20 °C. Le solvant est ensuite évaporé
et le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile : HoO (0,1 % TFA),0:1a1 :
0 pendant 30 min) et lyophilisé pour obtenir un solide marron orange (m = 3,3 mg), n
= 80 %.

RMN 'H (700 MHz, DMSO) : & 10.02 (s, 1H), 9.08 (b, 1H), 8.29 (s, 1H),

8.14 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.08 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.83 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.76 — 7.72
(b, 1H), 7.60 (b, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.31 (dd, J
= 7.8, 5.0 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 7.7, 4.4 Hz, 1H), 3.77 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 3.60 (t, J
— 6.1 Hz, 2H), 3.53 — 3.42 (m, 10H), 3.39 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.18 (q, J = 6.0 Hz, 2H),
3.12 - 3.07 (m, 1H), 2.94 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.82 (dd, J = 12.6, 5.1 Hz, 1H), 2.58 (d,
J = 12.6 Hz, 2H), 2.22 (m, 2H), 2.07 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.97 (s, 3H), 1.73 — 1.58 (m,
12H), 1.53 — 1.43 (m, 4H), 1.34 — 1.23 (m, 2H).

13C NMR (176 MHz, DMSO) & 172.60, 170.79, 170.40, 165.90, 163.19, 158.69, 158.49,
140.52, 140.35, 139.88, 135.76, 128.92, 128.45, 116.70, 116.13, 114.66, 70.22, 70.20,
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70.17, 70.06, 70.02, 69.62, 65.70, 61.51, 59.67, 55.89, 50.62, 42.58, 38.90, 36.87, 36.38,
35.56, 34.44, 33.27, 28.66, 28.52, 28.50, 25.73., 28.50, 25.73.
MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour Cs3sH71NgO11S2" : 1074,4787, trouvé 1074,4797.

Acide 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oique (28-2, COOH-PEG4-
N3)

@)
HO)J\/\O/\/O\/\O/\/O\/\ N3

Dans un ballon de 50 ml, 700 mg de tert-butyl 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-
15-oate (2,0 mmol, 1 eq.) est dissout dans un mélange dichlorométhane : acide tri-
fluoroacétique, 2 : 8. La réaction est mise sous agitation magnétique et sous argon
pendant 16 h & 20 °C. Le solvant a été évaporé afin d’obtenir ’acide carboxylique pur
sous la forme d’une huile jaune (538 mg), n = 100 %.

N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)-4-( N-(1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oyl)sulfa-
moyl)benzamide (42) :

0]
d, N JK/\O/\/O\/\O/\/O\/\ Ng
HN& N

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 208 mg de N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-ada-
mantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)-4-sulfamoylbenzamide 33
(0,37 mmol, 1 eq.) est dissout dans 2 ml de DMF anhydre. 138 mg de COOH-PEG4-
N3 (0,40 mmol, 1,1 eq.) sont ajoutés ainsi que 161 pl de DIEA (0,92 mmol, 2.5 eq.) et
9 mg de DMAP (0,07 mmol, 0,2 eq.). La solution est refroidie a 0 °C et 77 mg d’EDC
(0,40 mmol, 1,1 eq.) est ajouté. La solution est laissée remonter a température ambiante
(20 °C) pendant 16 h. Toute les 24 pendant 72 h est rajouté 1 eq. d’acide carboxylique,
d’EDC et 2 eq. de DIEA & 0 °C.

La réaction est arrétée par évaporation du solvant et 50 ml d’une solution dichloromé-

thane : HoO (1 : 1) est ajoutée au résidu. La phase organique est extraite avec 2 x 20 ml

180



Chapitre 5 : Partie expérimentale

de dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ,, fil-
trées et évaporées a sec. Le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice
(dichlorométhane : méthanol, 9,5 : 0,5). Le produit pur est obtenu sous forme d’une
huile orange (m = 104 mg), n = 34 %.

NMR 'H (500 MHz, CDCI3) : 5 8.68 (s, 1H), 7.82 (s, 4H), 7.40 — 7.29 (m, 3H), 6.59 (s,
1H), 3.68 — 3.41 (m, 18H), 3.33 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.52 — 2.42 (m, 2H), 2.24 (s, 2H),
2.03 (s, 2H), 1.97 (s, 3H), 1.75 — 1.58 (m, 12H).

RMN 13C (500 MHz, CDCls) 5 176.83, 171.45, 167.43, 154.36, 147.79, 146.78, 145.22,
136.72, 134.10, 131.09, 127.65, 127.18, 126.06, 120.25, 116.58, 112.37, 70.69, 70.66,
70.63, 70.60, 70.55, 70.52, 70.47, 70.40, 70.37, 70.32, 70.23, 70.15, 70.12, 70.00, 69.97,
69.94, 69.88, 69.78, 67.39, 53.46, 51.14, 50.67, 50.64, 50.56, 42.64, 36.78, 33.37, 28.67,
28.56.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour CysHs6NgOg9S™* : 874,3916, trouvé 874,3958.

N-(2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-
yl)amino)ethyl)-4-( N-(1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oyl)- N-(cya-
nomethyl)sulfamoyl)benzamide (43, LNASAN3) :

O
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4 z

/,S\ N )K/\O/\/O\/\O/\/o\/\ N
i) ° 3
S

N

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon, 25 mg de N-(2-((5-(2-((3r,5r,7r)-adaman-
tan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)-4-(N-(1-azido-3,6,9,12-tetraoxapenta-
decan-15-oyl)sulfamoyl)benzamide 42 (30 pmol, 1 eq.), séché par 5 coévaporations avec
10 ml de toluéne anhydre, est dissout dans 1 ml de DMF anhydre. 255 pl de DIEA
(1497 pmol, 50 eq.) fraichement distillée est ajouté ainsi que 108 nl d’iodoacétonitrile
(1497 pmol, 50 eq.) préalablement séché sur plug d’alumine basique anhydre. La réac-
tion est mise 16 h sous agitation magnétique et sous argon dans le noir & 20 °C. Le
solvant est ensuite évaporé et le produit est purifié par HPLC (gradient acétonitrile :
H2O (0,1 % TFA), 0: 1 a 1: 0 pendant 30 min) et lyophilisé pour obtenir un solide
marron (m = 11,3 mg), n = 43 %.

'H NMR (700 MHz, DMSO) & 10.02 (s, 1H), 9.10 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 8.13 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.72 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 7.4 Hz,
1H), 7.10 (s, 1H), 5.01 (s, 2H), 3.85 — 3.34 (m, 22H), 2.94 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.21 (s,
2H), 1.96 (s, 3H), 1.73 — 1.58 (m, 12H).
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RMN 13C (700 MHz, DMSO) & 170.78, 170.41, 165.84, 153.22, 140.49, 139.93, 137.58,
135.73, 132.42, 128.92, 128.41, 120.86, 118.11, 116.70, 116.42, 115.90, 114.39, 70.40,
70.30, 70.26, 70.24, 70.19, 70.15, 70.06, 69.70, 68.75, 68.54, 67.42, 67.16, 65.70, 50.62,
50.45, 49.30, 46.97, 42.57, 41.71, 36.87, 36.38, 34.43, 33.57, 33.26, 28.53.

MS (ESI) : m/z [M*] calculé pour C41H55NsO9S* : 874,3916, trouvé 835,3875.

Acide 5-((15-((4-((2-((5-(2-((37,57,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-
2-yl)amino)ethyl)carbamoyl)phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-
pentadecyl)carbamoyl)-2-(6-hydroxy-3-oxo0-3 H-xanthen-9-yl)benzoique
(36) :

HO @) @)
0T
H © COOH
NN~y O
O H

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon est dissout 10 mg de tert-butyle (15-((4-
((2-((5-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)carba-
moyl)phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecyl)carbamate 34 (11 pmol,
1 eq.) dans 800 pl de dichlorométhane anhydre. 100 ul de TFA est ajouté et la réaction
est mise sous agitation magnétique et sous argon pendant 1h. Le solvant est ensuite
évaporé et le produit est coévaporé 3 x avec 5 ml de toluéne. 1 ml de DMF anhydre
est ajouté dans le ballon, suivi de 2,4 pl de N-méthylmorpholine (22 pmol, 2 eq.), de
4,9 mg de 5-carboxyfluorescéine (13 pmol, 1,2 eq.) et 3,6 mg de DMTMM (12 pmol,
1,2 eq.). La réaction est placée a 20 °C pendant 2 h sous agitation magnétique et sous
argon. Le solvant est ensuite évaporé et le brut réactionnel est purifié par HPLC (acé-
tonitrile : HoO (0,1 % TFA), 4,4 : 5,6, isocratique.)

RMN 'H (500 MHz, MeOD) 5 8.33 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 8.08
(dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.97 (t, J = 10.4 Hz, 4H), 7.76 (s, 1H), 7.66 (t, J = 8.0 Hz,
1H), 7.43 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 6.54
— 6.40 (m, 5H), 5.24 (dd, J = 5.6, 4.3 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.65 — 3.43
(m, 16H), 3.41 — 3.33 (m, 4H), 2.36 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.16 (s, 2H), 1.96 — 1.86 (m,
3H), 1.73 - 1.56 (m, 12H).
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(R,Z)-cyclooct-4-en-1-yl (15-((4-((2-((5-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-
yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)carbamoyl)phenyl)sulfonamido)-
15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecyl)carbamate (40) :

H
N\ N\/\N
_ H //o O (0]
) S PN

O H H

Dans un ballon de 10 ml anhydre sous argon est dissous 26 mg de tert-butyle (15-((4-
((2-((5-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-yl)acetamido)quinolin-2-yl)amino)ethyl)carba-
moyl)phenyl)sulfonamido)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecyl)carbamate 34 (28,6
pmol, 1 eq.) dans 700 pl de dichlorométhane anhydre. 100 nl de TFA est ajouté et la
réaction est placée sous agitation magnétique et sous argon pendant 1h. Le solvant est
ensuite évaporé et le produit est coévaporé 3 x avec 5 ml de toluéne. Le produit de
déprotection est ensuite dissout dans 1 ml de DMF anhydre et 10 mg d’ester trans-
cyclooctene-para-nitrobenzyle (34,3 pmol, 1,2 eq.) est ajouté ainsi que 12,5 pl de DIEA
(71,5 pmol, 2,5 eq.). La solution est mise sous agitation magnétique et sous argon
pendant 72 h dans le noir a 20 °C. Le solvant est ensuite évaporé et le produit est
purifié par HPLC (gradient acétonitrile : H20 (0,1 % TFA), 0: 1 4 1 : 0 pendant 30
min) et extrait avec 3 x 1 ml de dichlorométhane. Les phases organiques ont été ras-
semblées, séchées sur MgSO,4 anhydre, filtrées et évaporées pour obtenir une huile mar-
ron (m = 11,3 mg), n = 86 %.

1H NMR (700 MHz, CDCls) : 8 10.84 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.04 (s, 4H),
7.63 — 7.35 (m, 3H), 6.85 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 5.63 — 5.40 (m, 2H), 4.45 — 4.25 (m,
1H), 3.88 — 3.77 (m, 2H), 3.73 — 3.49 (m, 16H), 3.31 (p, J = 3.6 Hz, 2H), 2.48 (d, J =
7.6 Hz, 1H), 2.37 — 2.20 (m, 4H), 2.00 (d, J = 4.5 Hz, 3H), 1.90 (tt, J = 11.0, 5.8 Hz,
3H), 1.77 — 1.61 (m, 16H), 1.36 — 1.20 (m, 4H).

RMN 13C (700 MHz, CDCI3) : 5 170.86, 170.27, 166.10, 156.51, 153.57, 141.81,
139.81, 137.69, 134.94, 134.54, 133.31, 132.95, 129.75, 129.63, 128.34, 120.90, 117.34,
115.69, 108.41, 80.60, 70.59, 70.50, 70.40, 70.19, 70.15, 66.16, 51.68, 51.31, 49.84,
42.70, 42.63, 41.17, 40.67, 38.63, 37.29, 36.69, 34.29, 33.47, 32.54, 31.94, 31.92, 30.98,
29.72, 28.61, 27.24, 25.56, 24.81, 22.71, 22.34, 21.10, 14.15.
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Stratégie de marquage covalente du récepteur P2X7 natif
pour microscopie super-résolutive

Résumé

Le récepteur ionotrope activé par I’ATP extracellulaire P2X7 est un acteur central de la signali-
sation purinergique. Il exerce un role encore mal compris, notamment dans le maintien de I’ho-
meéostasie du systeme nerveux central. Ses implications neuropathologiques sont nombreuses
et liées a I'inflammation a et la propagation de cette derniere. Aucun outil d’étude robuste n’a
montré une sélectivité suffisante pour étudier la fine dynamique pathophysiologique de cette
protéine. Ces travaux de théses proposent le développement et I'application d’une approche
de marquage covalent d’affinité afin de greffer une molécule d’intérét sur le récepteur endo-
géne. Le réactif de marquage issu de ces travaux, appelé LNASAB, nous a permis d’explorer
I’organisation nanométrique du récepteur P2X7 microgliale par microscopie super-résolutive,
ainsi que la dynamique des nanodomaines qu’il compose en conditions pro-inflammatoires.

Résumé en anglais

P2X7, a ligand-gated ion channel activated by extracellular ATP, is a major feature of purinergic
signaling. Its functions is yet to be elucidated, notably in the central nervous system homeosta-
sis balance. Its neuropathological implications are numerous and highly related to inflammation
and its propagation. We are currently lacking selective tools to decipher the fine neuropatho-
logical dynamic on this protein. The current work here presents the development and applica-
tion of an innovative chemical approach base on affinity to covalently decorate this receptor
with a biotin. The final reagent, called LNASAB, allows us to perform super-resolution in micro-
glia in different pro-inflammatory conditions and explore the dynamics of nanodomain form by
P2X7.
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