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Résumé

Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont responsables de la vaste majorité de la
neurotransmission excitatrice rapide dans le systeme nerveux central. Parmi eux, les
récepteurs NMDA (rNMDA) sont les médiateurs de la plasticité synaptique, fondement
cellulaire des processus d’apprentissage et de mémoire. Leurs dysfonctionnements sont
impliqués dans de nombreuses pathologies neurologiques et psychiatrigues comme les

maladies d’Alzheimer et de Parkinson, I'épilepsie et la schizophrénie.

Les rINMDA forment des complexes hétérotétramériques massifs (>500 kDa) dotés de
propriétés allostériques uniques grace a un ensemble de 8 domaines extracellulaires
bilobés organisé en deux strates superposées : la couche de domaines N-terminaux
(NTD) et la couche de domaines de liaison de I'agoniste (ABD). Malgré un nombre
croissant de structures completes de rNMDA, le mécanisme de transduction permettant

aux interactions entre ces domaines de contréler 'activité du récepteur restait inconnu.

En combinant analyse expérimentale et computationnelle, nous montrons qu’un
mouvement de roulis a l'interface entre les deux dimeres de la couche d’ABD est un
déterminant clé du processus d’activation et de modulation des rNMDA. Cette rotation
des deux dimeres d’ABD constitue un commutateur conformationnel qui regle

I'ouverture du canal en fonction de la conformation des NTD situés a I'opposé.

Ce travail révele comment des changements conformationnels concertés entre couches
de domaines gouvernent I'activité des rNMDA. Il illumine notre compréhension d’un
récepteur synaptique majeur du systeme nerveux central et ouvre la voie a la
conception de nouveaux agents pharmacologiques ciblant le mécanisme allostérique

élucidé.






Summary

lonotropic glutamate receptors are responsible for the vast majority of fast excitatory
neurotransmission in the central nervous system. Among them, NMDA receptors
(NMDARs) are key mediators of synaptic plasticity, which is considered as the cellular
basis of learning and memory. NMDAR dysfunction is implicated in numerous
neurological and psychiatric brain disorders such as Alzheimer and Parkinson’s disease,

epilepsy and schizophrenia.

NMDAR form massive heterotetrameric complexes (>500 kDa) endowed with unique
allosteric capacity provided by a cluster of eight extracellular clamshell-like domains
arranged as two superimposed layers: the N-terminal domain (NTD) layer and the
agonist-binding domain (ABD) layer. Despite an increasing number of full-length NMDAR
structures, the transduction mechanism by which these domains interact in an intact

receptor to control its activity remained poorly understood.

Combining experimental and in silico analysis, we identify a rolling motion at an
interface between the two constitute dimers in the ABD layer as a key determinant in
NMDAR activation and modulation pathways. This rotation of the two ABD dimers acts
as a conformational switch that tunes channel opening depending on the conformation

of the membrane-distal NTD layer.

This work unveils how NMDAR domains move and operate in a concerted manner to
transduce conformational changes between layers and command receptor activity. It
illuminates our understanding of a major synaptic receptor of the central nervous
system and paves the way for the development of new pharmacological tools targeting

the elucidated allosteric mechanism.
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Avant-propos

Cette thése a été effectuée a I'Institut de Biologie de I’Ecole Normale Supérieure, sous la
direction de Pierre Paoletti, et a I'Institut de Biologie Physico-Chimique, sous la direction

d’Antoine Taly.

Le manuscrit est divisé en deux grands chapitres. Le premier est une introduction
générale sur les récepteurs-canaux du glutamate, plus particulierement axée sur les
récepteurs NMDA. Limportance fonctionnelle de ces récepteurs est tout d’abord
abordée : leurs réles a la synapse, leur diversité, leur distribution dans le cerveau et leur
physiologie normale et pathologique sont présentés. Ensuite sont détaillées leur
architecture moléculaire et leur richesse pharmacologique, en faisant le lien entre leurs
particularités structurales et leurs propriétés allostériques. Enfin, le modéle cinétique de
leur mécanisme d’activation et I'apport des études computationnelles a leur

compréhension sont exposés.

Le deuxieme chapitre, organisé en trois sections, présente les résultats obtenus au cours
de ma these et les discute. Il comporte deux courtes sections concernant des projets
dont les résultats n‘ont pas été publiés. La premiere porte sur I'analyse des modes
normaux du récepteur NMDA, la seconde détaille une étude visant a créer une famille
de récepteurs photo-activables par une approche de pharmacologie optogénétique. La
troisieme section, contenant les résultats les plus conséquents, traite des mécanismes
de transition allostérique au sein du récepteur. Une rotation entre domaines au sein du
récepteur, réglant a fois son activation et I'action de ses modulateurs allostérique y est
caractérisée. Un article finalisé et qui vient juste d’étre soumis pour publication y est

inséré.
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Chapitre 1 Introduction

1.1. Lesrécepteurs canaux, machines

moléculaires de la synapse

1.1.1. La synapse

Grace a la coloration argentique de Golgi, le neuroanatomiste espagnol Santiago Ramodn
y Cajal mit en évidence au XIXe siécle que les neurones (ou cellules nerveuses) étaient
des entités cellulaires séparées par de fins espaces. Le terme de synapse, du grec ouv
(« syn », ensemble) et anrewv (« haptein », lier) fut introduit par Sherrington en 1897

pour dénommer ces espaces (Tansey 1997).

Les synapses sont des zones de contact fonctionnel entre un neurone et une autre
cellule, neuronale ou non (Figure 1.1-1). On distingue deux types de synapses: les
synapses électriques, avec accolement des membranes des neurones et transmission
directe du signal électrique entre les deux cellules, et les synapses chimiques, trés
majoritaires, qui mettent un jeu un messager chimique intermédiaire pour transmettre

I'information.

La synapse chimique est polarisée, elle permet a un neurone dit ‘pré-synaptique’, de
transmettre un signal électrique a la cellule réceptrice dite ‘post-synaptique’.
L’arrivée d’un potentiel d’action au niveau pré-synaptique déclenche la libération de
neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ces molécules se fixent alors sur les
récepteurs-canaux localisés au niveau de la membrane post-synaptique, déclenchant
une dépolarisation par ouverture de ces canaux ioniques. Cette dépolarisation est
ensuite intégrée au niveau du soma permettant le traitement de l'influx nerveux. Le
neurotransmetteur n’est présent dans la fente synaptique que trés brievement, il est

immédiatement dilué par diffusion, pompé par les cellules alentours ou détruit par
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réaction enzymatique. L'ensemble de la transmission synaptique ne dure que quelques

millisecondes.

On distingue les synapses excitatrices, qui stimulent la cellule post-synaptique, des
synapses inhibitrice qui en diminuent 'activité. Cette propriété étant directement liée
au neurotransmetteur mis en jeu chez les mammiféeres, on peut classer les synapses en
fonction de ce dernier. La synapse majoritaire du systéme nerveux central est la synapse

excitatrice glutamatergique ou I'acide aminé L-glutamate est le neurotransmetteur.

Encart : La controverse Cajal-Golgi

La découverte de Cajal fut décisive pour sa théorie neuronale, qui s’opposait alors a la
théorie réticulaire selon laquelle le systeme nerveux était un réseau de fibres
ininterrompu. Camillo Golgi et Santiago Ramdn y Cajal partagerent en 1906 le prix Nobel
de physiologie ou médecine en reconnaissance de leurs travaux sur la structure du
systeme nerveux. C'était la premiéere fois qu’un prix Nobel était attribué conjointement a
deux scientifiques et les deux savants qui ne s’étaient jamais rencontrés encore se

retrouveérent donc a Stockholm.

Cependant, méme si les découvertes de Cajal avaient été permises grace a sa technique
de coloration, Golgi eut le sentiment d’étre le scientifique du passé face a Cajal.
N’acceptant pas de se soumettre a la théorie neuronale, il profita de sa conférence,
donnée la veille de celle son confrere et intitulée « La doctrine du neurone. Théorie et
faits. », pour lutter contre I'idée du neurone comme unité fonctionnelle et centrale du
systeme nerveux. Le lendemain, malgré 'affront, Cajal n’oublia pas de faire mention de
I'apport décisif de Golgi pour les recherches sur le systeme nerveux, et les siennes en

particulier (Barbara 2010).
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20

neurone pré-synaptique

vésicules canaux Ca?*

voltage-dépendant

Figure 1.1-1 : La synapse.

En haut, une vue d'artiste d'une synapse excitatrice illustrant I'arrivée d’un
potentiel d’action couleur flamme et les vésicules synaptiques contenant le
neurotransmetteur en vert. L'image a été produite par intégration dans un
logiciel de modélisation 3D de micrographies ultra fines de tranches de
cerveau auxquelles textures et couleurs ont été rajoutées, la majorité des
interactions neuronales ont été supprimées (Visualization challenge 2005 du
journal Science, crédit Graham Johnson Medical Media, Boulder, Colorado).
En bas, récapitulatif de la propagation du potentiel d’action au passage d’une
synapse. L’arrivée du potentiel d’action conduit a une dépolarisation du
bouton pré-synaptique déclenchant I'activation des canaux calciques voltage-
dépendant. L'entrée d’ions calcium dans la cellule provoque la libération du
neurotransmetteur (ou neuromédiateur) dans la fente synaptique par
exocytose de vésicules qui le contiennent. Le neurotransmetteur se fixe sur
les récepteurs-canaux localisés sur la face post-synaptique, déclenchant
I’ouverture de leur canal et une entrée de courant dans la cellule.
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Section 1.1 Les récepteurs canaux, machines moléculaires de la synapse

1.1.2. Des convertisseurs multimériques

Les récepteurs-canaux (ou récepteurs ionotropiques), sont des canaux ioniques activés
par la liaison d’un agoniste appelé neurotransmetteur (Alexander et al. 2011). Ce sont
des protéines membranaires qui contiennent un pore permettant un flux sélectif d’ions
a travers la membrane de la cellule. La liaison du neurotransmetteur sur un site de la
protéine dit ‘orthostérique’, déclenche un changement conformationnel aboutissant a
I’ouverture du canal et donc au passage d’ions. Ainsi, ils convertissent un signal chimique
(concentration en agoniste) en signal électrique (courant transmembranaire et
changement du potentiel de membrane). Les récepteurs-canaux sont majoritairement
localisés au niveau post-synaptique et le signal électrique produit par leur ouverture en

réponse a la libération pré-synaptique de neurotransmetteur est rapide et phasique.

En prenant I'exemple du récepteur AMPA, dont la masse moléculaire est de 380000 Da
environ et dont I'agoniste, le L-glutamate a une masse moléculaire de 150 Da, il faut
imaginer que la liaison de cette petite molécule sur le mastodonte déclenche I'ouverture

d’un canal transmembranaire a plus de 30 A de distance en moins d’une milliseconde.

Les récepteurs canaux sont multimériques, c’est-a-dire constitués de plusieurs sous-
unités et sont classés dans trois super-familles en fonction du nombre de monomeres

qui les composent (Figure 1.1-2). On distingue :

e Les récepteurs canaux pentamériques (pLGIC), qui comprennent des canaux
sélectifs des cations, excitateurs: le récepteur nicotinique a l'acétylcholine
(nAchR) et le récepteur a la sérotonine 5-HT; et des canaux sélectifs pour les
anions chlorures, généralement inhibiteurs : le récepteur a la glycine (GIyR) et le
récepteur a I'acide y-aminobutyrique ou GABA (GABA4R). Cette super-famille est
également appelée récepteurs a ‘Cys-loop’ en raison d'une boucle
caractéristique a pont disulfure présente dans le domaine extracellulaire de
leurs sous-unités.

e Les récepteurs canaux tétramérique qui sont les récepteurs ionotropiques du
glutamate (iGIuR). Le canal est sélectif aux cations, ce sont des récepteurs

excitateurs.
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e Les récepteurs trimériques de type P2X activés par I’ATP extracellulaire et qui

sont également excitateurs.

Les sous-unités qui composent les récepteurs canaux sont encodées par de nombreux
genes. On trouve par exemple 19 genes différents de sous-unités de récepteur GABA,
chez ’'homme. Pour les récepteurs NMDA (voir 1.1.3), plus de 10 sous-types différents
ont été identifiés (Figure 1.2-1 et Figure 1.2-3). Ceci permet une diversité combinatoire
qui aboutit a une multitude de sous-types de récepteurs, chacun ayant des propriétés
biophysiques et pharmacologiques différentes (Figure 1.2-2), ainsi que des patrons
d’expression spatiale et temporelle variés (Figure 1.2-4 et Figure 1.2-5). Cette diversité
permet une adaptation de chaque population de récepteur a sa fonction précise.
L'étude de chaque sous-population nécessite de nouveaux outils permettant de les
cibler spécifiguement afin de comprendre leur pertinence physiologique. L’objectif est
également d’exploiter cette diversité a des fins thérapeutiques, car le ciblage d’un sous-
type en particulier impliqué dans une maladie permet une meilleure efficacité et des

effets secondaires moindres qu’en touchant tous les récepteurs.

22



Section 1.1 Les récepteurs canaux, machines moléculaires de la synapse

Figure 1.1-2: Un représentant de chacune des trois superfamilles de
récepteurs ionotropiques.

A gauche le récepteur trimérique P2X4 qui lie 'ATP (Hattori and Gouaux
2012), au centre le récepteur tétramérique AMPA qui lie le glutamate
(Sobolevsky et al. 2009) et a droite le récepteur pentamérique 5-HT3 qui lie la
sérotonine (Hassaine et al. 2014). Lors de la liaison du neurotransmetteur, le
canal situé dans la partie transmembranaire s’ouvre et permet le passage
d’ions. La longueur du récepteur présenté au centre est de 18 nm avec la
partie transmembranaire, ce qui signifie qu’il s"avance au moins jusqu’a la
moitié de la fente synaptique qui mesure généralement 15 a 25nm
(Savtchenko and Rusakov 2007).
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1.1.3. Diversité des récepteurs ionotropiques du

glutamate

Les récepteurs ionotropiques du glutamate (iGluRs) forment des complexes
tétramériques massifs qui s’ouvrent lors de la fixation du neurotransmetteur glutamate,
laissant passer un courant cationique dépolarisant: le potentiel excitateur post-
synaptique (EPSP pour ‘excitatory post-synaptic potential’). Il existe plusieurs types de
récepteurs ionotropiques du glutamate classés selon leur agoniste synthétique

spécifique :

e "AMPA (ou a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)
e le kainate

e e NMDA (ou N-Méthyl-D-aspartate)

Une synapse typique contient des récepteurs AMPA et NMDA, certaines synapses
contiennent en sus des récepteurs kainate. L'utilisation d’antagonistes spécifiques de
chacun d’eux permet d’isoler leur contribution dans I'EPSP : les récepteurs AMPA et
kainate sont responsables d’une réponse immeédiate et rapide dont I'ordre de grandeur
est la milliseconde, tandis que les récepteurs NMDA ont une activation plus lente, qui se
prolonge plusieurs dizaines ou centaines de millisecondes aprés la libération du
neurotransmetteur alors que la concentration de ce dernier naugmente que tres

transitoirement (Figure 1.1-3 et Figure 1.1-4, Attwell and Gibb 2005).

Différents génes ont été identifiés et clonés pour chaque sous-type de récepteur-canal
au glutamate. Les récepteurs tétramériques sont donc le résultat de la combinatoire de
ces différents genes en fonction des associations possibles, combinatoire encore
complexifiée par la présence d’épissage alternatif et d’édition de I’ARN pour certaines
sous-unités. 18 génes ont ainsi été identifiés, dont deux appartiennent a des récepteurs

dits orphelins car ne formant pas de canaux activables (Table 1).
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A Récepteur Récepteur Récepteur Transporteur
Gl m L m NMDA m AMPA m Kainate du glutamate

Neurone pré-synaptique

Cellule

Neurone post-synaptique gliale

B C

Kainate
APV

Control Control 10 ﬂl

30 ms

AMPA

10pA 20 pA Mixed
40 me 40 ms

Figure 1.1-3 : La synapse glutamatergique.

A Schéma d’une synapse glutamatergique faisant apparaitre les différents
récepteurs du glutamate (Attwell and Gibb 2005). Voir Figure 1.1-1 pour la
description de la transmission synaptique. Le transporteur du glutamate
permet de pomper le glutamate hors de la fente synaptique. Les récepteurs
métabotropiques du glutamate (mGIuR) sont responsable d’une signalisation
plus lente. B Distinction entre le courant lié aux récepteurs NMDA et le
courant lié aux récepteurs AMPA et kainate grace a des inhibiteurs lors de
potentiels post-synaptiques excitateurs miniatures: le CNQX inhibe les
récepteurs AMPA et kainate tandis que I’APV inhibe les récepteurs NMDA
(Watt et al. 2000). C Distinction entre les courants portés par les récepteur
AMPA et kainate a une synapse de fibre moussue de I'hippocampe (Mott et
al. 2008).
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Figure 1.1-4 : Propriétés cinétiques des récepteurs AMPA et NMDA.

A Décours temporel d’activation des récepteurs AMPA et NMDA en réponse a
une exposition a 1 mM de glutamate pendant 0,3 ms. La probabilité
d’ouverture a été normalisée a la probabilité d’ouverture maximale de
chaque canal. Les récepteurs AMPA s’activent extrémement rapidement et
tres brievement, dans une échelle de temps d’1 ms tandis que les récepteurs
NMDA ont un décours temporel beaucoup plus lent et peuvent s’ouvrir
pendant plusieurs dizaines de ms. B Fenétres temporelles d’augmentation de
la concentration en glutamate auxquelles les récepteurs AMPA, NMDA et les
récepteurs métabotropiques du glutamate mGIuR sont sensibles. Les
récepteurs-canaux du glutamate sont responsables de la transmission
synaptique rapide (échelle de temps de la milliseconde) mais les récepteurs
NMDA sont également sensibles a des stimulations jusqu’a 100 fois plus
longues (Attwell and Gibb 2005).

Nonhuman genes are represented by lowercase HUGO symbols (e.g., Grial).

IUPHAR Name HUGO Symbol Common Names Human Chromosome  Amino Acids in Longest Splice Variant
GluAl GRIA1 GluR1, GluRA 5q31.1 906
GluA2 GRIA2 GluR2. GluRB 4932-q33 901
GluA3 GRIA3 GluR3, GluRC Xqg25-q26 894
GluA4 GRIA4 GluR4, GluRD 11g22 902
GluK1 GRIK1 GluR5 21q22.11 918
GluK2 GRIK2 GluR6 6ql16.3-q21 908
GluK3 GRIK3 GluR7 1p34-p33 919
GluK4 GRIK4 KA1 11q22.3 956
GluK5 GRIK5 KA2 19q13.2 981
GluN1 GRIN1 NMDAR1, NR1, GluRé1 9q34.3 938
GluN2A GRIN2A NMDAR2A, NR2A, GluRel 16p13.2 1464
GluN2B GRINZ2B NMDAR2B, NR2B, GluRe2 12p12 1484
GluN2C GRIN2C NMDAR2C, NR2C, GluRe3 17q25 1236
GluN2D GRIN2D NMDAR2D, NR2D, GluRe4 19q13.1-qter 1336
GluN3A GRIN3A NR3A 9g31.1 1115
GluN3B GRIN3B NR3B 19p13.3 1043
GluD1 GRID1 81, GluR delta-1 1022 1009
GluD2 GRID2 52, GluR delta-2 4922 1007
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1.2. Roles physiologiques des récepteurs

ionotropiques du glutamate

1.2.1. Les récepteurs AMPA

Dans le systeme nerveux central des mammiféeres, la vaste majorité de Ila
neurotransmission excitatrice rapide est réalisée par les récepteurs AMPA. lls sont
perméables aux cations monovalents Na* et K* et ont un potentiel d’inversion proche de
0 mV (Jahr and Stevens 1987). Ces récepteurs sont formés par différentes combinaisons
de quatre sous-unités issues de 4 genes, GIuAl a GIuA4, aux propriétés fonctionnelles
distinctes. Les sous-unités peuvent s’associer en homomeres ou en hétéromeéres ce qui
aboutit a une grande diversité moléculaire. Celle-ci est encore renforcée par I'épissage
alternatif des transcrits, qui existent tous en deux versions, dénommées flip et flop.
(Sommer et al. 1990). Les génes GIuA2 et GluA4 sont aussi sujets a un épissage au niveau
de leur domaine C-terminal (Kohler et al. 1994). La présence de la sous-unité GIuA2 au
sein du tétramere est critique car elle rend le canal imperméable au calcium. En effet,
dans cette sous-unité, une glutamine du pore est éditée en arginine au niveau d’un site
dénommé Q/R, introduisant une charge positive qui empéche le passage des ions Ca**
(Burnashev et al. 1992). Les récepteurs AMPA sont également soumis a des
modifications post-traductionnelles, notamment des phosphorylations au niveau de leur

région C-terminale intracellulaire.

L'expression de chaque sous-unité est régulée durant le développement, spécifique a
certaines régions cérébrales et a certains types cellulaires, et dépend de I'activité. Dans
les cellules principales du cerveau antérieur dont font partie I'hippocampe et le cortex,

les sous-unités prédominantes sont GluAl et GIuA2 (Lu et al. 2009). La sous-unité GIluA2,
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qui rend le récepteur imperméable au calcium est en revanche peu présente dans les
stades précoces de développement, ou les récepteurs sont formés majoritairement des
sous-unités GluAl et GluA4 (Pickard et al. 2000, Kumar et al. 2002, Migues et al. 2007).
Le calcium est en effet un messager pléiotrope qui a un réle clé dans les signaux de
plasticité et de maturation synaptique, et il joue un réle prépondérant dans

I’établissement des circuits au cours des premieres étapes de développement.

A une synapse canonique, les récepteurs sont concentrés sur la membrane post-
synaptique, au niveau de I'épine dendritique. La libération vésiculaire de glutamate et sa
liaison aux récepteurs AMPA déclenche leur ouverture rapide, transitoire et tres bréeve
(1 ms), en raison d’une part de la désensibilisation quasi-instantanée de ces récepteurs
et d’autre part de la dilution immédiate du glutamate dans la fente synaptique.
L'amplitude et la cinétique de la réponse sont dictées par le nombre de récepteurs et
leur composition, deux parametres qui varient en fonction de nombreux
facteurs (localisation de la synapse dans le cerveau, type cellulaire du neurone, age,
plasticité, etc.). Les interneurones inhibiteurs des circuits corticaux expriment
généralement la sous-unité GIuAl qui permet une réponse rapide de moins d’une
milliseconde permettant le déclenchement de potentiels d’action dans une fenétre
temporelle réduite. Cette sous-unité est souvent également impliquée dans les cellules
qui régulent des activités rythmiques (Isaac et al. 2007). La composition et le nombre
des récepteurs AMPA a une synapse sont des déterminants majeurs de l'intensité et de
la forme de sa réponse a la libération de glutamate, mais la localisation de la synapse
ainsi que la capacité du dendrite a propager I'EPSP sont également des parametres
importants qui pourront changer le décours temporel de la réponse au niveau du soma
ou celle-ci est intégrée (Bloodgood and Sabatini 2008). Il faut noter que pour un méme
neurone, la composition en sous-unités des récepteurs AMPA peut différer d’une
synapse a l'autre, certaines sous-unités étant adressées différentiellement. Chez les
neurones du corps genouillé latéral par exemple, GIuAl est majoritaire aux synapses
rétino-géniculées tandis que GIuA4 est majoritaire aux synapses cortico-géniculées
malgré I'existence de réserves intracellulaires de GluAl aux deux synapses (Kielland et
al. 2009). Enfin, un role métabotropique a été avancé pour les récepteurs AMPA (Schenk

and Matteoli 2004).
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1.2.2. Les récepteurs kainate

Les récepteurs kainate sont encodés par 5 génes différents nommés GluK1 a GIuk5. Les
sous-unités GluK1 a GluK3 forment des récepteurs homomériques fonctionnels tandis
que les sous-unités GluK4 et GIuK5 ne peuvent contribuer que dans des hétéromeres
contenant les autres sous-unités. Ces récepteurs, perméables aux cations monovalents
K" et Na* comme tous les récepteurs-canaux du glutamate, ont également une faible
perméabilité au calcium lorsqu’ils ne contiennent pas les sous-unités GluK1 ou Gluk2
éditées. Ces deux sous-unités peuvent en effet, comme la sous-unité GIuA2 du récepteur
AMPA, subir un processus d’édition au niveau du site Q/R qui remplace une glutamine

du pore par une arginine, aboutissant a une imperméabilité aux ions ca”.

Les récepteurs kainate ont des fonctions variées en lien avec leurs propriétés
moléculaires et cinétiques (Lerma and Marques 2013). lls possédent des cinétiques
d’activation plus lentes que les récepteurs AMPA, permettant une dépolarisation de la
membrane plus longue. On les trouve au niveau pré-synaptique et au niveau post-
synaptique. Au niveau post-synaptique, ils sont exprimés au cours du développement a
certaines synapses avant que les récepteurs AMPA n’y soient exprimés, ce qui suggere
un réle dans I'établissement du circuit. C'est notamment le cas aux synapses thalamo-
corticales ou a celles du cortex perirhinal (Kidd and Isaac 1999, Isaac et al. 2007). Le
passage de récepteurs kainate a des récepteurs AMPA raccourcit la fenétre de
dépolarisation permettant |'activation des récepteurs NMDA (Voir Figure 1.2-6)
impactant les phénomenes de plasticité synaptique qui y sont liés (Bannister et al. 2005,
Daw et al. 2006). Les récepteurs kainate sont aussi exprimés de facon concomitante des
récepteurs AMPA, comme c’est le cas aux synapses entre fibres moussues et cellules
pyramidales CA3 de I'hippocampe qui sont les synapses ou la neurotransmission liée a
ces canaux est la plus étudiée. On trouve alors des hétérotétrameéres formés de GluK2 et
GluK5 au niveau post-synaptique, mais également des récepteurs kainate pré-
synaptiques formés de GluK1 et GluK3. Les canaux pré-synaptiques fonctionnent comme
des autorécepteurs qui sont activés par le glutamate libéré par le bouton synaptique sur
lequel ils sont situés, permettant de le dépolariser de facon plus intense et donc de

faciliter la libération d’autres vésicules (Frerking et al. 2001) tandis que les canaux post-
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synaptiques permettent un décours temporel du potentiel post-synaptique excitateur
plus lent et interviennent dans les phénomenes de plasticité (Kwon and Castillo 2008,
Sachidhanandam et al. 2009, Lerma and Marques 2013). Un autre exemple de réle des
récepteurs kainate est la genése de rythmes neuronaux, notamment au niveau
d’interneurones inhibiteurs (Fisahn et al. 2004, Goldin et al. 2007). Enfin, ces récepteurs
sont les récepteurs-canaux du glutamate pour lesquels wune signalisation
métabotropique est la mieux établie, avec un rble dans le contréle de la libération de
neurotransmetteur et de I'excitabilité cellulaire (Valbuena and Lerma 2016, Petrovic et

al. 2017).

1.2.3. Les récepteurs NMDA

1.2.3.1. Diversité des récepteurs NMDA

Les génes de récepteurs NMDA sont au nombre de 7, et sont divisés en trois groupes
(Figure 1.2-1). Tout d’abord la sous-unité GIuN1, dont il n’existe qu’un seul géne mais,
celui-ci étant soumis a de I'épissage alternatif, il en résulte 8 isoformes distincts nommeés
GluN1-1a a GluN1-4a et GIuN1-1b a GluN1-4b (Dingledine et al. 1999). L'isoforme « b »
contient un segment extracellulaire de 21 acides aminés appelé cassette N1 et encodé
par 'exon 5 qui affecte les propriétés fonctionnelles du récepteur de facon significative
(Traynelis et al. 1995, Regan et al. 2018). La famille GIuN2 possede 4 genes, GIuN2A a
GIuN2D et la famille GIuN3 deux genes (GIUN3A et GIuN3B). Les génes de récepteurs
NMDA sont les plus longs parmi les génes de récepteurs-canaux du glutamate,
notamment a cause de queues carboxy-terminales intracellulaires beaucoup plus
longues. Les récepteurs NMDA sont des hétérotétrameéres obligatoires, associant
généralement deux sous-unités GIuN1 a deux autres sous-unités (GluN2 et GIuN3). Ainsi,
les récepteurs NMDA peuvent étre des dihétéromeres, par exemple un récepteur
GluN1/GIuN2A, ou des trihétéromeres comme GluN1/GIuN2A/GIuN2B. La diversité
moléculaire des récepteurs NMDA se traduit par une diversité fonctionnelle dont un

exemple est donné Figure 1.2-2 et qui sera abordée plus loin.
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Figure 1.2-1 : Les 7 génes codant pour des sous-unités de récepteur NMDA.
La diversité combinatoire est accentuée par I'existence de différents
isoformes de GluN1 et de GIUN3A. M1, M2, M3 et M4 indiquent les hélices
transmembranaires, voir Figure 1.3-1 pour la topologie du récepteur NMDA
(Paoletti et al. 2013).

1.2.3.2. Distribution des sous-unités dans le cerveau et dans

le temps

Les récepteurs NMDA, et donc la sous-unité obligatoire GIuN1, sont exprimés de facon
ubiquitaires dans le systeme nerveux central a tous les stades de développement. lls
colocalisent avec les récepteurs AMPA a toutes les synapses glutamatergiques. On
remarque cependant d’'importantes variations spatiales et temporelles d’expression des
différentes combinaisons de récepteurs. Chez le rat adulte par exemple, les sous-unités
GluN1-1 et GIuN1-4 ont des patrons d’expression complémentaires, la premiere étant
plutot exprimée dans les structures rostrales comme le cortex et I’hippocampe tandis
gue la seconde est plutot exprimée dans les structures caudales comme le thalamus et
le cervelet (Figure 1.2-4). L'isoforme GIuN1-3 est minoritaire. Le variant ‘a’ de GIuN1 est
en général exprimé plus abondamment que l'isoforme ‘b’, comme c’est le cas dans le
cerveau antérieur, mais des exceptions existent comme le cervelet. Au niveau de
I’'hippocampe, GIuN1-1a est majoritaire dans les cellules principales et GluN1-b est

exprimé uniqguement au niveau de la couche CA3 (Paoletti 2011, Paoletti et al. 2013).
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Figure 1.2-2 : Les propriétés du récepteur NMDA sont déterminées par sa
composition en sous-unités.
Illustration de l'influence de la composition en sous-unités sur les propriétés
du récepteur NMDA avec I'exemple de la cinétique de désactivation du
glutamate : on enregistre sur des cellules en culture des courants de
récepteurs NMDA provoqués par une breve application (<5 ms) saturante
(1 mM) de glutamate. Les récepteurs contenant la sous-unité GIUN2A se
désactivent beaucoup plus vite que les autres sous-types. La présence de la
cassette extracellulaire N1 (variant d’épissage GIuN1-1b) accélere la cinétique
de désactivation (Paoletti et al. 2013).
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Figure 1.2-3 : Distribution schématique des sous-unités GluN2 et GIuN3 chez
la souris a différents stades de développement.
Lorsque différentes sous-unités sont exprimées dans la méme région au

méme moment,

les récepteurs NMDA peuvent étre non seulement

dihétéromériques mais également trihétéromériques (Paoletti et al. 2013).
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Figure 1.2-4 : Distribution des différents isoformes de GluN1 dans le cerveau
de rat adulte révélée par hybridation in situ.

Les coupes sont horizontales, la barre d’échelle en bas a gauche mesure
1.8 mm (Laurie and Seeburg 1994).
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Figure 1.2-5: Distribution des sous-unités de récepteurs NMDA dans le
cerveau de rat au cours du développement révélée par hybridation in situ.
La coupe est sagittale, la barre d’échelle mesure 10 mm (Akazawa et al. 1994).
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La sous-unité GIuN2 a un patron d’expression trés variable en fonction des génes et qui
change également énormément au cours du temps (Figure 1.2-3 et Figure 1.2-5). Durant
la vie embryonnaire, seules les sous-unités GIuN2B et GIuN2D sont exprimées, avec une
distribution réduite de GIuN2D. Dans les deux premieres semaines qui suivent la
naissance, la sous-unité GIuN2A est de plus en plus exprimée et finit par étre ubiquitaire,
tandis que I'expression de la sous-unité GIuN2B cesse au niveau postérieur (cervelet par
exemple). La sous-unité GIUN2C est exprimée tardivement, principalement au niveau du
cervelet et du bulbe olfactif. Les changements de sous-unités GIuN2 au sein des
récepteurs NMDA se manifestent fonctionnellement par des changements cinétiques au
niveau des courants synaptiques. Le réle des sous-unités GIuN3, dont I'expression est
contenue a certaines régions et certaines périodes spécifiques, est moins bien compris

(Akazawa et al. 1994, Paoletti et al. 2013, Perez-Otano et al. 2016).

Ces variations régionales et temporelles d’expressions sont complexifiées par un
contrdle précis de la combinatoire de sous-unités effectivement présentes a la densité
post-synaptique. Ainsi, il a été montré que la composition des récepteurs NMDA a une
synapse peut changer tres rapidement de facon bidirectionnelle en fonction de I'activité

(Bellone and Nicoll 2007).
1.2.3.3. Roéle dans la plasticité synaptique

On appelle plasticité synaptique la capacité des synapses a se renforcer ou a s’affaiblir
au cours du temps. Un affaiblissement de la synapse se traduit par une perte d’efficacité
de la transmission synaptique, c’est-a-dire une diminution de la capacité des potentiels
d’action pré-synaptiques a déclencher potentiels post-synaptiques excitateurs, tandis
gu’un renforcement correspond a une augmentation de cette efficacité. Lorsque ces
changements sont durables, on parle alors respectivement de dépression a long terme
(LTD) et de potentiation a long terme (LTP). La plasticité synaptique est vue comme le
mécanisme moléculaire qui sous-tend des capacités cognitives telles que I'apprentissage
ou la mémoire (Collingridge 1987). Les récepteurs NMDA, qui sont des canaux
cationiques comme les autres iGluRs, sont des médiateurs essentiels de nombreuses
formes de plasticité synaptique du fait de leur perméabilité calcique. La perméabilité aux

ions Ca?* des récepteurs NMDA est variable selon les sous-unités qui composent le
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récepteur, mais elle est toujours forte : entre deux et 8 fois plus importante que celle
des récepteurs AMPA ou kainate lorsqu’ils sont perméables au calcium, c’est-a-dire

lorsqu’ils ne contiennent pas de sous-unité éditée au niveau du site Q/R (Wollmuth

2018).
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Figure 1.2-6 : Le récepteur NMDA, détecteur de coincidence impliqué dans
la plasticité synaptique.

A Une activation du neurone présynaptique déclenche la libération de
glutamate qui en se fixant sur les récepteurs NMDA, conduit a I'ouverture de
leur canal. Cependant, les ions Mg?* du milieu extracellulaire bloguent le
passage des ions en raison de leur forte affinité pour le pore quand la
membrane est hyperpolarisée. B L'activation du neurone post-synaptique se
traduit par une dépolarisation de la membrane qui empéche le blocage du
pore par le magnésium mais en I'absence de glutamate le canal reste fermé.
C L'activation simultanée des neurones pré et post-synaptiques conduit a la
fois a I'ouverture du canal et a une interruption du blocage magnésium. Le
récepteur NMDA étant perméable au calcium permet alors une entrée d’ions
Ca®* dans la cellule. On parle de détection de coincidence. D L’entrée de
calcium dans la cellule déclenche des cascades de signalisation intracellulaires
contrélant la plasticité synaptique. Les effets peuvent étre par exemple une
phosphorylation des récepteurs synaptiques, I'ajout de nouveaux récepteurs
AMPA a la synapse (potentiation dépendante des récepteurs AMPA) ou
encore une modification de I'expression des genes.
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Les récepteurs NMDA colocalisent avec les récepteurs AMPA au niveau post-synaptique
de toutes les synapses glutamatergiques. lls sont activés lors de la libération pré-
synaptique de glutamate a condition que le neurone post-synaptique soit dépolarisé
(Figure 1.2-6). En effet, le pore des récepteurs NMDA est bloqué avec une forte
dépendance au potentiel de membrane par les ions Mg?* présents dans le milieu
extracellulaire ce qui empéche le passage du courant tant que la membrane est
polarisée. Ce phénomene de blocage du pore fait des récepteurs NMDA des
« détecteurs de coincidence » : leur activation a lieu quand une activation pré-
synaptique (libération de glutamate) et une activation post-synaptique (dépolarisation

de la membrane post-synaptique qui leve le blocage magnésium) sont concomitantes.

L'activation des récepteurs NMDA conduit a une entrée de calcium dans la cellule,
permettant de déclencher les cascades intracellulaires controlant la plasticité (Kalev-
Zylinska et al. 2009, Wang et al. 2009). Ce phénomene est qualifié d’induction de
plasticité dépendante des récepteurs NMDA. Les effets en aval (LTP ou LTD) dépendent
de la quantité de calcium impliquée et du décours temporel de son entrée. Ces deux
parametres sont en partie déterminés par le sous-type de récepteur NMDA présent a la
synapse. Au niveau des synapses glutamatergiques CA1 de I'"hippocampe qui sont parmi
les plus étudiées, le principal mécanisme de plasticité est une modification du nombre
de récepteurs AMPA présents en face du site de libération du glutamate. On parle alors
de LTP et LTD dont I'expression dépendent des récepteurs AMPA (Berberich et al. 2007).
Des mécanismes de plasticité dont I'expression dépend directement des récepteurs
NMDA existent également, notamment aux synapses des fibres moussues des cellules

en grain de I'"hippocampe (Rebola et al. 2011, Hunt et al. 2013, Rebola et al. 2017).

En plus de leur réle post-synaptique classique, les récepteurs NMDA sont aussi exprimés
au niveau pré-synaptique a de nombreuses synapses du systéeme nerveux central ou ils
facilitent la libération synaptique et modulent les mécanismes contrélant la maturation
synaptique et la plasticité au cours du développement cérébral (Berberich et al. 2007,
Bouvier et al. 2015, Banerjee et al. 2016). lls peuvent étre activés par des fibres
afférentes mais également par des astrocytes voisins (Jourdain et al. 2007, Bidoret et al.
2009). Par ailleurs les récepteurs NMDA sont aussi exprimés au niveau extra-synaptique

ou leur fonction est encore débattue. Un role dans les relations avec I'’environnement
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glial et dans la plasticité synaptique ont été proposés (Papouin and Oliet 2014, Yang et
al. 2017). Leur implication comme promoteurs de la mort cellulaire est également trés
controversée (Hardingham and Bading 2010). Enfin, les récepteurs NMDA auraient
également une action de signalisation de type métabotropique, c’est-a-dire qui passe
par un changement conformationnel en I'absence de courant ionique (Dore et al. 2015,
Dore et al. 2017). Cette propriété, qui met en jeu un mouvement de la partie
intracellulaire du récepteur lors de la liaison de I'agoniste c6té extracellulaire, est encore

mal comprise et serait impliquée dans la LTD.

1.2.3.4. Implication dans les pathologies du systéeme

nerveux

Du fait de leur caractere ubiquitaire et de leur importance primordiale dans la plasticité
synaptique, les récepteurs NMDA sont impliqués dans de nombreuses pathologies
(Paoletti et al. 2013). Leurs dysfonctionnements, qui peuvent provenir de problémes
d’expression, d’adressage, de localisation, ou d’activité du récepteur (Lau and Zukin
2007, Endele et al. 2010, Serraz et al. 2016) conduisent en effet a des défauts
synaptiques généralement nocifs. Nous nous limiterons ici a quelques exemples, d’abord

pour I’hyper-activation du récepteur, ensuite pour son hypo-activation.

Lors d’'un AVC ou d’un trauma cranien, les neurones ischémiques, privés d’oxygene et de
glucose, ne peuvent plus maintenir leur potentiel membranaire et se dépolarisent. Cette
dépolarisation conduit a une libération aberrante de glutamate, activant les récepteurs-
canaux. L’hyperactivité du récepteur NMDA est alors directement délétére car une
entrée de calcium trop importante dans la cellule déclenche la mort neuronale : on parle
d’excitotoxicité (Lai et al. 2011, Yuan et al. 2015). Les maladies neurodégénératives
comme la maladie d’Huntington, la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson
peuvent également conduire de fagon chronique a des niveaux de glutamate élevés.
Dans la maladie d’Alzheimer, I'antagoniste des récepteurs NMDA mémantine est utilisé
pour traiter les patients a des stades modérés a séveres de la maladie mais son efficacité
comparée a d’autre molécules analogues n’est pas bien expliquée (Parsons et al. 2007,
Johnson et al. 2015). Dans la maladie de Parkinson, la dégénération des neurones

dopaminergiques de la substantia nigra aboutit a une suractivation des projections
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glutamatergiques vers le striatum (Hallett et al. 2005). De plus, la dyskinésie provoquée
par les stimulations cérébrales profondes ou par les traitements a base de L-DOPA est
liée a une disrégulation de la transmission glutamatergique. Des molécules ciblant les
récepteurs NMDA pourraient donc avoir un intérét thérapeutique dans le traitement de
cette maladie (Sgambato-Faure and Cenci 2012). Les récepteurs NMDA sont également
impliqués dans des pathologies associées a une suractivité des voies excitatrices sans
pour autant qu’il y ait nécessairement excitotoxicité, par exemple dans des douleurs

neuropathiques ou dans le cas de I'épilepsie.
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Figure 1.2-7: Mutations de la sous-unité GIuN2A chez des patients
présentant des troubles neuro-développementaux.

Position sur la sous-unité GIUN2A et numéro d’acide aminé de mutations de
décalage du cadre de lecture, sur site d’épissage, non-sens et faux sens
(Burnashev and Szepetowski 2015). La topologie détaillée d’une sous-unité de
récepteur-canal du glutamate est présentée plus loin (Figure 1.3-1).
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L’hypofonction des récepteurs NMDA a également des conséquences néfastes. Il a par
exemple été proposé que le déclin cognitif qui accompagne le vieillissement est lié a la
vulnérabilité particuliere des récepteurs NMDA, conduisant a une plasticité synaptique
défaillante (Magnusson et al. 2010). Des déficits d’expression en GIUN2B corrélés avec
des défauts d’apprentissage et de LTP ont été identifiés chez des rats agés (Clayton et al.
2002). La schizophrénie est classiquement attribuée a un excés de dopamine malgré le
fait que cette hypothese n’explique pas certains symptomes tels que le retrait social, la
perte de motivation et une émotivité réduite. Une signalisation glutamatergique altérée
pourrait étre une meilleure piste pour la genése de la schizophrénie (Moghaddam and
Javitt 2012). Ainsi, certains antagonistes de récepteurs NMDA comme la kétamine (voir
1.4.8) induisent chez 'hnomme des symptomes semblables a ceux observés chez des
patients schizophrénes (Paoletti et al. 2013). Des expériences comportementales chez
des souris présentant une expression amoindrie des récepteurs NMDA soutiennent aussi
cette piste (Mohn et al. 1999). De plus, ces résultats ont été confirmés lorsque le déficit
d’expression est restreint a une sous-population spécifique d’interneurones
GABAergiques cortico-limbiques (Belforte et al. 2010). Le mécanisme avancé est une
diminution de ['activité des récepteurs NMDA aux synapses des interneurones
GABAergiques inhibiteurs, conduisant a un déséquilibre entre excitation et inhibition. Ce
déséquilibre se traduirait par des altérations persistantes des circuits neuronaux

conduisant a des psychoses et a des altérations des fonctions cognitives et exécutives.

Ces dernieres années, des études génétiques chez 'homme ont mis en évidence la
présence de mutations des génes du récepteur NMDA chez certains patients atteints de
problemes neuro-développementaux comme les troubles du spectre autistique, le
retard mental ou I'épilepsie infantile (Figure 1.2-7). Parvenir a relier la mutation a son
effet fonctionnel pourrait conduire a de nouvelles pistes de thérapies ciblées (Lemke et

al. 2013, Burnashev and Szepetowski 2015, Serraz et al. 2016).

Les exemples de pathologies explicités ici ne donnent pas une image exhaustive de
I'implication des récepteurs NMDA dans des maladies mais donnent un apercu de la
variété des troubles ou ils peuvent étre impliqués (Paoletti et al. 2013). Cette implication
fait d’eux des cibles thérapeutiques et le développement d’antagonistes ou d’agonistes

les ciblant a un intérét potentiel. Une premiére génération d’antagonistes a vu le jour
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dans les années 80, principalement des bloqueurs du canal ionique (molécule qui
bouche le pore et empéche le passage des ions) et des antagonistes compétitifs
(molécule qui entre en compétition avec I'agoniste au niveau de son site de fixation,
sans déclencher I'activation du récepteur). Ces molécules ont échoué en phase clinique
a cause de leur manque d’efficacité et d’effets secondaires intolérables (Muir 2006). On
explique les effets secondaires majeurs de ces traitements par leur manque de
sélectivité. lls agissent en effet sur tous les récepteurs NMDA indistinctement, alors que
ces derniers ne sont disrégulés que dans certaines populations de neurones ou certains
circuits. Seule la mémantine, mieux tolérée, a obtenu une autorisation de mise sur le
marché pour la maladie d’Alzheimer (Wilkinson 2012, Pierson et al. 2014). Suite a ces
échecs, les tentatives ont donc porté sur un meilleur ciblage des récepteurs NMDA. Un
des moyens de sélectionner les récepteurs impactés, est I'utilisation de molécules dont
la pharmacologie est spécifique de certains sous-types de récepteur NMDA en fonction
de leur composition en sous-unité. Les modulateurs allostériques sont de bons candidats
pour de telles propriétés pharmacologiques (voir partie 1.4). Une nouvelle génération de
molécules ciblant sélectivement la sous-unité GIuN2B a donc été développée dans les
années 1990, les « prodils », dont la plus répandue est I'ifenprodil, mais aucune n’est

actuellement sur le marché.
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Contribution of NMDAR subunit alterations to neurological and psychiatric disorders

Dizease indications

Cerebral ischaemia
and traumatic brain

injury

Pain

Alzheimer’s disease

Huntington's disease

Parkinsons's disease

(dyskinesia)

Depression

White matter injury

Autism spectrum
disorders

Cognitive
impairments

Schizophrenia

Anti-NMDAR
encephalitis

Key NMDAR-subunit related alterations

Excessive activation of NMDA receptors
(NMDARs), especially extrasynaptic
GluNZ2B-containing receptors, owing to increased
extracellular glutamate levels. Hyperactivation of
NMDARs leads to neurcnal death

GluN2B-containing receptors are majorly

implicated, and alterations include overexpression

and altered phosphorylation state of GluMNZB.

GluN2ZA-containing receptors can also be involved

Activation of GluN2B-containing NMDARs
mediates amyloid-P (Ap)-induced alterations in
synaptic plasticity and synapse loss, enhanced
production of AP- and tau-induced excitotoxicity

Activation of extrasynaptic GluN2B-containing
NMDARSs increases mutant huntingtin
protein-induced excitotoxicity

Enhanced synaptic GluN2A expression and
redistribution of GluN2B-containing receptors
from synaptic to extrasynaptic locations

Inhibitors of MMDARS, in particular
GluN2B-containing receptors, induce rapid
(hours) and sustained (days) reduction in
depressive symptoms

NMDAR activation leads to oligodendrocyte
damage and loss of the myelin sheath. Specific
involvement of GluNZC and/or GluN3A subunits

Either reduced or enhanced NMDAR function is
implicated. Mechanisms are unclear and there is
no clear subunit specificity

Reduced expression of NMDARS, especially
GluNZ2B-containing receptors, correlates with
decline in cognitive functions

Reduced NMDAR presence and/or activity,
probably in GABAergic inhibitory neurons,
which leads to an imbalance in neural netwaork
activity. Suggestions for a preferential loss of
GluN2A-containing receptors

Anti-NMDAR antibodies lead to reduced NMDAR
density and impaired synaptic plasticity. Specific
dizpersal of GluMN2A subunits from synaptic sites

Therapeutic treatments

» GluN2B-selective
antagenists

= Peptides disrupting
GluM2B-interacting
partners

GluN2B-selective
antagonists

NMDAR antagonist
(memantine) or
GluN2B-selective
antagonists

NMDAR antagonists
or GluN2B-selective
antagonists

= GluM 2B-selective
antagonists
= Potential interest for

interventions targeting
GluMNZ2A subunits

NMDAR antagonists
(ketamine) or
GluN2B-selective
antagonists

Potential interest
for GluN2C-or
GluMN3A-selective
antagonists

Potential interest for
NMDAR antagonists or
NMDAR potentiators

Potential interest for
NMDAR potentiators

* NMDAR potentiators

# p-serine, glycine and
glycine transporter 1
inhibitors

» Potential interest for
GluMN2A-selective
potentiators

Potential interest for
NMDAR potentiators

Table 2 : Exemples de pathologies impliquant des récepteurs NMDA, en lien
avec les sous-unités potentiellement impliquées et les traitements associés
(Paoletti et al. 2013).
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L'intérét pour les récepteurs NMDA n’est pas éteint aujourd’hui. La Table 2 illustre les
pathologies dans lesquelles le récepteur NMDA est impliqué, en mettant ’'emphase sur
les sous-unités a I'origine du dysfonctionnement. Une identification plus poussée de la
composition des récepteurs NMDA mis en jeu dans les dysfonctionnements souleve
I'espoir de trouver des molécules spécifiques de ces sous-types, qui permettent un
traitement ciblé évitant des effets secondaires massifs (Paoletti et al. 2013). Un
antagoniste des récepteurs NMDA testé pour traiter la dépression, la kétamine, semble
par exemple étre efficace dans un premier temps avant de provoquer des effets
secondaires ressemblant a la schizophrénie. Il faudrait donc parvenir a dissocier les deux
effets par une plus grande spécificité d’action (Johnson et al. 2015). Par ailleurs, les
mutations identifiées ces dernieéres années dans les genes des récepteurs NMDA ont
suscité un intérét nouveau pour ce dernier car ce sont autant de nouvelles pistes a
suivre pour comprendre les maladies associées et imaginer de nouveaux traitements

(Burnashev and Szepetowski 2015).

1.2.4. Les récepteurs orphelins GluD1 et GluD2

Deux autres sous-unités de récepteurs-canaux du glutamate, delta-1 et delta-2, codées
par les genes GluD1 et GluD2, ont été identifiées par homologie de séquence avec les
autres iGluRs (Yamazaki et al. 1992, Lomeli et al. 1993). Aucun ligand connu ne les active
et elles sont donc dénommées orphelines (Schmid and Hollmann 2008). Cependant, il a
été montré que leur domaine de liaison de I'agoniste lie la glycine et la D-sérine tout
comme celui de la sous-unité NMDA obligatoire GIuN1 (Naur et al. 2007). De plus, une
mutation dénommée ‘Lurcher’ correspondant a la substitution d’une alanine en
thréonine au niveau d’un motif conservé de la région transmembranaire permet de les
étudier en établissant un fort courant constitutif aux propriétés de perméation
semblables a celles des autres iGluRs (Kohda et al. 2000). Ces récepteurs semblent donc

capables de fonctionner en tant que canaux ioniques dans certaines conditions.

En dehors d’une éventuelle action ionotropique, les récepteurs delta sont impliqués
dans la synaptogénése (Uemura and Mishina 2008, Yasumura et al. 2012) notamment

grace a des contacts transynaptiques avec la Cerebellin 1 (Cbin1) (Matsuda et al. 2010,
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Uemura et al. 2010). En effet, la grande taille des récepteurs canaux du glutamate, qui
protrudent de prés de 15 nm dans la fente synaptique (Sobolevsky et al. 2009) en fait
des partenaires idéaux pour une interaction directe avec les protéines du bouton
présynaptique, la plupart des synapses ayant une taille comprise entre 15 et 25 nm
(Savtchenko and Rusakov 2007). Les bases structurales de l'interaction entre GluD2 et
Cbinl ont récemment été résolues (Figure 1.2-8) et un modele de son role dans la

synaptogénése a été proposé (Elegheert et al. 2016).

La sous-unité GluD2 est notamment présente dans le cervelet et sa suppression chez la
souris aboutit a de l'ataxie et une organisation synaptique cérébelleuse altérée

(Kashiwabuchi et al. 1995, Ichikawa et al. 2002).

17 nm

Figure 1.2-8 : Interaction entre le domaine N-terminal de GluD2 et CbIn1.

A gauche, structure de 'interaction entre le domaine N-terminal de GluD2 en
bleu et cyan et Cerebellin 1 en représentation « surface ». Le domaine N-
terminal de GluD2 est aligné avec le domaine correspondant d’un récepteur
AMPA (fond grisé) afin de donner une idée de la taille du récepteur entier. A
droite, schéma replacant linteraction entre les deux protéines dans le
contexte de la fente synaptique. GluD2 est enchassé dans la membrane post-
synaptique par son domaine transmembranaire tandis que Cbinl est ancré a
la membrane pré-synaptique via une interaction avec la P-neurexinl
(Elegheert et al. 2016).
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1.3. Structure des récepteurs

ionotropiques du glutamate

1.3.1. Architecture globale

Les récepteurs-canaux du glutamate sont des tétrameres massifs constitués de 4 sous-
unités de plus de 900 acides-aminés chacune. Ce sont des protéines transmembranaires,
dont la partie membranaire est traversée d’un canal central a ouverture controlée.
Chaque sous-unité présente une organisation modulaire de 4 domaines : un domaine N-
terminal (NTD pour ‘N-terminal domain’), un domaine de liaison de I’agoniste (ABD pour
‘agonist-binding domain’), un domaine transmembranaire (TMD pour ‘transmembrane
domain’) et un domaine carboxy-terminal intracellulaire (ou CTD pour ‘carboxy-terminal
domain’). Mis a part le CTD et I’'hélice transmembranaire M4, chacun de ces domaines
est homologue a des protéines bactériennes de structure connue (O'Hara et al. 1993,
Wo and Oswald 1995, Wood et al. 1995, Paas 1998, Chen et al. 1999a, Kuner et al.
2003).

La premiére structure complete d’un récepteur ionotropique du glutamate est parue en
2009, révélant I'architecture du récepteur AMPA homotétramérique GIluA2 (Sobolevsky
et al. 2009). Plus récemment, d’autres structures d’iGluRs entiers obtenues par
cristallographie ou par cryo-microscopie électronique sont parues incluant des membres

de chacune des trois sous-familles :

e Pour les récepteurs AMPA, des structures de récepteurs homomériques GluA2
dans différents états (Chen et al. 2014, Durr et al. 2014, Meyerson et al. 2014,
Yelshanskaya et al. 2014) ainsi qu’une structure de récepteur hétéromérique

GluA2/3 (Herguedas et al. 2016), mais également des structures présentant les
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interactions avec des protéines auxiliaires (Twomey et al. 2016, Twomey et al.
2017b), dont une structure représentant I'état actif (i.e. canal ionique ouvert;
Twomey et al. 2017a).

e Pour les récepteurs kainates, des structures de récepteurs homomériques Gluk2
(Meyerson et al. 2014, Meyerson et al. 2016).

e Pour les récepteurs NMDA qui sont obligatoirement hétéromériques, des
structures de dihétéromeéres GIuN1/GIuN2B (Karakas and Furukawa 2014, Lee et
al. 2014, Tajima et al. 2016, Zhu et al. 2016, Regan et al. 2018) et de
trihétéromeéres GIuN1/GIuN2A/GIuN2B (Lu et al. 2017).

Les récepteurs ionotropiques du glutamate possedent une symétrie globale qui
contrairement aux autres récepteurs-canaux, ne correspond pas au nombre de sous-
unités qui les composent car elle est d’ordre 2 pour 4 sous-unités. L’architecture
générale de la protéine est stratifiée, avec des couches « horizontales » de domaines :
une couche de 4 domaines NTDs au niveau distal par rapport a la membrane plasmique,
puis une couche de 4 domaines ABDs puis le domaine transmembranaire et enfin les

domaines CTDs intracellulaires (Figure 1.3-1).

Les domaines extracellulaires, NTDs et ABDs sont organisés en diméres de dimeres, alors
gue le domaine transmembranaire présente une symétrie d’ordre 4 avec le pore en son
centre (la symétrie d’ordre 4 n’est cependant pas parfaite pour les récepteurs NMDA ;
Song et al. 2018). Il en découle une rupture de symétrie entre le domaine
transmembranaire et la partie extracellulaire du récepteur, permettant de passer de la
symétrie d'ordre 4 a la symétrie d'ordre 2. De ce fait, méme au sein d'un
homotétramere ou toutes les sous-unités ont la méme séquence peptidique, il y a 2
conformations possibles pour une sous-unité, appelées « A/C » et « B/D » sur la base

d’une dénomination A/B/C/D des 4 sous-unités (Figure 1.3-2 ; Sobolevsky et al. 2009).

Au sein de la couche de domaines NTD, le NTD « A » forme un dimére avec le NTD « B »
grace a une large surface de contact, tandis que le NTD « C » forme un dimere avec le
NTD « D ». Ces deux dimeres interagissent entre eux via une faible surface de contact
entre les sous-unités « B » et « D » qui sont proximales par rapport a I'axe de symétrie

global a ce niveau. Au sein de la couche de domaines ABD, la sous-unité « A » n’a pas le
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méme partenaire de dimérisation, elle forme un dimere avec '’ABD « D », tandis que les
sous-unités « B » et « C » forment I"autre dimeére. Ces deux dimeres interagissent entre
eux via les sous-unités « A » et « C » qui sont proximales par rapport a I'axe de symétrie
a ce niveau. Cette organisation particuliere, avec un changement de partenaire direct de
dimérisation et un changement entre position proximale et distale lorsque I'on passe de
la couche NTD a la couche ABD est appelée ‘subunit crossover’ ou ‘domain swapping’

(Figure 1.3-2).

Le fait que méme au sein d’'un homotétrameére, dont toutes les sous-unités partagent la
méme séquence peptidique, on observe deux conformations était inattendu. Les liens
(‘linkers’) entre domaines ont une grande importance dans cette organisation car ce
sont eux qui sont responsables du ‘subunit swapping’ entre NTDs et ABDs, ainsi que de
la rupture de symétrie entre ABDs et TMD. La participation des sous-unités A/C a
I'ouverture du canal sera donc différente de celle des sous-unités B/D. Au sein des
récepteurs NMDA qui sont des hétérotétrameéres obligatoires, c’est la sous-unité GluN1
qui occupe la position A/C tandis que les 2 autres sous-unités occupent la position B/D
(Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014). La premiére structure hétéromérique de
récepteur AMPA composée des sous-unités GIuA2 et GIuA3 ne met pas en évidence de
préférence claire de position entre les sous-unités. La sous-unité GIuA2 est en position
A/C dans la structure proposée mais dans les cristaux de couches de domaines isolées, la
maille cristalline suggere que la situation inverse est également possible, en accord avec

des expériences de pontage cystéine (Herguedas et al. 2016).

Certaines des multiples structures parues ces dernieres années présentent des
réarrangements majeurs dans I'organisation des domaines extracellulaires. Des ruptures
d’interfaces inter-dimeres ont été avancées tant au niveau des ABDs qu’au niveau des
NTDs. Des rotations de domaines aboutissant a des couches ABDs ou NTDs présentant
des pseudo-symétries d’ordre 4, ou organisées de facon circulaire ont également été
proposées. La validité fonctionnelle de ces différents nouveaux arrangements reste a
démontrer mais il pourrait s’agir de représentations d’états désensibilisés du récepteur.
Les structures completes ont également révélé I'existence de différences structurales
notables entre récepteurs NMDA et récepteurs AMPA/kainate qui seront abordées plus

loin (section 1.4 en particulier Figure 1.4-6).
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Figure 1.3-1: Topologie et structure des récepteurs ionotropiques du
glutamate.

A Représentation linéaire d’une sous-unité et illustration schématique de sa
topologie. La structure est modulaire en domaines séparés et reliés par des
liens. Le domaine N-terminal est en vert, le domaine de liaison de I'agoniste,
formé par les segments S1 et S2 est en bleu. Ces deux domaines
extracellulaires sont bilobés ou ‘clamshell’. Les lobes sont désignés R1 et R2
pour le NTD et D1 et D2 pour I’ABD. Le domaine transmembranaire en jaune
est formé de 3 hélices et d’une boucle réentrante (M2). PS désigne le peptide
signal (Figure adaptée de Traynelis et al. 2010). B Premiere structure
cristallographique d’un récepteur du glutamate entier obtenue en 2009 (pdb
3KG2). Les 4 sous-unités sont présentées chacune dans une couleur
différente (Sobolevsky et al. 2009).
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48

NTD

ABD

TMD

Figure 1.3-2: Organisation structurale des récepteurs ionotropiques du
glutamate.

A Interfaces entres les différentes sous-unités au sein des couches NTD, ABD
et TMD. Les couches sont vues du dessus, dans I'axe de symétrie d’ordre 2.
Les NTDs et ABD ont une symétrie d’ordre 2 tandis que le TMD a une
symétrie d’ordre 4. B La rupture de symétrie qui aboutit a deux
conformations possibles (A/C ou B/D) pour des sous-unités de séquences
identiques a lieu entre le TMD et I’ABD. On remarque I'échange de partenaire
de dimérisation entre I’ABD et le NTD (‘subunit swap’ ou ‘crossover’).
(Sobolevsky et al. 2009).
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1.3.2. Assemblage et trafic intracellulaire

La formation de tétrameres a partir des différentes sous-unités se produit au niveau du
réticulum endoplasmique (Herguedas et al. 2013). La, la formation de dimeéres passe
tout d’abord par des interactions entre NTDs avant que la tétramérisation n’ait lieu,
vraisemblablement grace aux interactions entre les ABDs et TMDs (Ayalon and Stern-
Bach 2001, Mansour et al. 2001, Ayalon et al. 2005). Les interactions entre NTDs, qui
sont suffisantes pour que des domaines isolés artificiellement forment des diméres en
solution, sont donc centrales pour I'association et le trafic des récepteurs en permettant
I'association initiale des sous-unités, mais il a également été proposé qu’elles soient a
I'origine de la sélectivité de I'assemblage et qu’elles contiennent des signaux de
rétention empéchant les sous-unités isolées de quitter le réticulum endoplasmique
(Ayalon et al. 2005, Qiu et al. 2009). Au niveau du réticulum toujours, il semble que des
changements conformationnels associés a un fonctionnement normal du récepteur,
comme ['activation ou la désensibilisation, aient lieu et soient nécessaires a un trafic
normal des récepteurs-canaux du glutamate (Greger et al. 2006, Priel et al. 2006,
Nayeem et al. 2009). Les mécanismes liant changements conformationnels et trafics ne
sont pas connus, mais pourraient passer par une entrave a la liaison avec des
chaperonnes ou des sous-unités auxiliaires (Herguedas et al. 2013). Dans le cas des
récepteurs NMDA, aprés la premiere association en diméres assurée par les NTDs, trois
modeles d’assemblage sont proposés. Le premier passe par la formation d’homodimeres
GluN1-GluN1 et GIuN2-GIuN2 qui s’associent ensuite pour former les récepteurs
complet (Meddows et al. 2001, Papadakis et al. 2004). Le deuxieme propose la
formation d’'un homodimére GIuN1-GluN1 qui intégrerait alors les deux autres sous-
unités une a une (Atlason et al. 2007, Farina et al. 2011). Le troisieme modele propose
une formation de tétramere par association de deux hétérodimeres GIuN1-GluN2

(Schuler et al. 2008).
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1.3.3. Le domaine N-terminal ou NTD

Tous les récepteurs du glutamate possedent un court peptide signal au début de leur
séquence qui les adresse a la membrane et est ensuite clivé par protéolyse aprés
I'insertion. La séquence polypeptidique qui suit forme le domaine N-terminal (NTD pour
‘N-terminal domain’, également appelé ATD pour ‘amino-terminal domain’), qui a un
role prépondérant dans I'assemblage des quatre monomeres (Herguedas et al. 2013) et
pour les récepteurs NMDA dans la modulation allostérique (voir section 1.4). Comme le
domaine ABD, le domaine NTD a un repliement de forme bilobée : on parle de domaine
‘clamshell’ (bivalve) ou ‘venus fly trap’ (VFT, nom anglais de la plante carnivore Dionée
attrape-mouche Dionaea muscipula qui capture les insectes par fermeture d’un piege de
forme semblable). Ce domaine est homologue du domaine de liaison de |'agoniste des
récepteurs métabotropiques de classe C dont font partie les récepteurs
métabotropiques du glutamate, ainsi que des protéines bactériennes périplasmiques
solubles de type LIVBP (‘leucine/isoleucine/valine binding protein’). L’homologie est
limitée en raison de différences structurales notables comme la localisation des ponts
disulfures, des insertions, ou des délétions, mais elle suggere que les domaines NTD sont
capables de lier des ligands au niveau de la crevasse entre les deux lobes (Clayton et al.
2009, Jin et al. 2009, Karakas et al. 2009, Kumar et al. 2009, Karakas et al. 2011). C'est en
effet le cas pour la sous-unité GIuN2 du récepteur NMDA, dont le NTD est capable de lier
'ion zinc Zn®* (voir 1.4.4.1), mais pas pour les récepteurs AMPA ou kainate pour lesquels

aucune molécule n’est connue pour se lier aux NTDs.

Les deux lobes du NTD sont appelés R1 et R2 (ou ‘upper lobe’ et ‘lower lobe’). lls sont
reliés par une charniere formée par trois passages de la chaine polypeptidique.
L'extrémité N-terminale est située au sommet de R1 tandis que le linker vers ’ABD se
trouve en bas de R2. A I'exception des NTD des récepteurs NMDA qui ont une
conformation particuliére twistée (Figure 1.3-3), la structure des NTDs des récepteurs
ionotropiques du glutamate ressemble a celle de ’ABD de mGIuR1 (Karakas et al. 2009,
Karakas et al. 2011, Romero-Hernandez et al. 2016, Lu et al. 2017). Une comparaison
avec ce domaine montre que les NTDs de GluA2 et de GluK2 présentent des

conformations intermédiaires entre les états ouverts et fermés de mGIluR1l. Chez les
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récepteurs AMPA et kainate, les diméres de NTD sont formés par de larges interfaces
R1-R1 et R2-R2. En revanche, en raison de leur conformation twistée, la dimérisation des
NTDs chez le récepteur NMDA se fait principalement par des contacts R1-R1 (Figure
1.4-4), un arrangement qui a des conséquences fonctionnelles (voir 1.4.2 et 1.4.4). Enfin,
les NTDs sont les principaux sites de glycosylation des récepteurs-canaux du glutamate.
Des indices de I'importance fonctionnelle de la glycosylation existent chez les récepteurs
AMPA et kainate ou elle affecte la désensibilisation et |a taille des courants. Elle pourrait
de plus expliquer des différences d’affinité, de trafic et de poids moléculaire observés

entre différents systemes d’expression (Clayton et al. 2009, Kumar et al. 2009).

Des expériences de délétion des NTDs ont montré que ces domaines ne sont pas
essentiels au fonctionnement des récepteurs-canaux du glutamate, que ce soit chez le
récepteur AMPA (Moykkynen et al. 2014), le récepteur kainate (Plested et al. 2008) ou le
récepteur NMDA (Rachline et al. 2005, Gielen et al. 2009, Qiu et al. 2009, Yuan et al.
2009). Des récepteurs dont les NTDs sont manquants s’activent lors de la liaison de
I'agoniste, et ce domaine est donc vu comme un domaine auxiliaire, en cohérence avec
sa position distale par rapport a la membrane et a la machinerie d’activation formée par
les ABDs (domaine ou se lie I'agonistes) et le TMD (domaine ou est situé le canal qui
s’ouvre lors de la liaison de I'agoniste). Cependant, la délétion des NTDs n’est pas sans
conséquence, particulierement chez le récepteur NMDA ou il exerce un contréle
intrinseque et pharmacologique fort sur l'activité du récepteur. Il a en effet été
démontré que les différences dans les NTDs et les linkers des différentes sous-unités
GIluN2 suffisent a expliquer une grande partie des principales différences fonctionnelles
entre les récepteurs qui en sont constitués. (Gielen et al. 2009, Yuan et al. 2009). De
plus, de nombreux modulateurs allostériques capables d’augmenter ou de diminuer
I'activité du récepteur NDMDA se lient au niveau des NTDs (Mony et al. 2011, Zhu and
Paoletti 2015). Le r6le des NTDs chez les récepteurs NMDA est détaillé plus largement

dans la sous-section 1.4.4.

Du fait des grandes dimensions de leur domaine extracellulaire qui s’avance d’environ
15 nm dans la fente synaptique, il a été proposé que les récepteurs-canaux du glutamate
permettent des interactions trans-synaptiques directes. De tels contacts qui permettent

la stabilisation et la maturation des synapses, ont été montrés entre les récepteurs
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AMPA et la N-cadherin (Saglietti et al. 2007), entre les récepteurs NMDA et le récepteur
d’ephrin (Takasu et al. 2002) et entre les récepteurs orphelins GluD2 et le précurseur de
la cerebellinl (Uemura and Mishina 2008, Kakegawa et al. 2009, Matsuda et al. 2010,
Uemura et al. 2010, Elegheert et al. 2016). Les sites de fixation se trouvent au niveau des

NTDs, les domaines les plus distaux par rapport a la membrane (Figure 1.2-8).

Figure 1.3-3 : Le domaine N-terminal de GIuN2 présente un twist particulier.
A Représentation en cartoon montrant I'organisation tertiaire du domaine,
avec le lobe R1 en cyan et le lobe R2 en jaune. B Vue orientée face a la
crevasse interlobe. C Superposition des domaines R1 illustrant I'angle de twist
du lobe du bas du NTD de GIuN2 par rapport aux NTDs de GIuA2 et de
GluK2 (en gris) : on remarque un décalage d’environ 50° par rapport aux
autres domaines homologues de type LIVBP (Karakas et al. 2009).

1.3.4. Le domaine de liaison de I’agoniste ou ABD

Le domaine de liaison de I’agoniste (ABD pour ‘agonist-binding domain’, également
appelé LBD pour ‘ligand-binding domain’) est formé de 2 segments de la séquence
polypeptidique dénommés S1 et S2, et sa séquence est trés conservée entre les
différentes sous-unités. La liaison des segments S1 et S2 isolés permet de produire ce
domaine de facon indépendante du reste de la sous-unité ce qui a permis de déterminer
sa structure dans différentes conformations avant la publication des structures
complétes (Armstrong and Gouaux 2000, Sun et al. 2002, Furukawa and Gouaux 2003,

Furukawa et al. 2005). Comme le NTD, le domaine de liaison de I'agoniste présente une
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forme bilobée, les deux lobes étant dénommés D1 et D2 (Figure 1.3-4). Il est apparenté a
une autre famille de protéines périplasmiques bactériennes, les protéines LAOBP
(‘lysine/arginine/ornithine-binding protein’). Le site de liaison de I'agoniste se situe dans
la crevasse centrale entre les deux lobes et est fortement conservé entre les différents
récepteurs. L'agoniste endogeéne est le glutamate pour toutes les sous-unités de
récepteurs-canaux du glutamate sauf GIuN1 et GIuN3 qui lient la glycine ou la D-sérine
(la sous-unité GluD2 lie aussi la glycine ou la D-sérine mais sans induire I'ouverture d’un
canal ionique). D’autres acides aminés de petite taille qui possedent a la fois une
fonction carboxyle et une amine primaire en position alpha comme I'aspartate sont des
agonistes partiels du site de liaison du glutamate. L'AMPA, le kainate et le NMDA sont
des agonistes ayant une certaine spécificité des sous-types de récepteurs du glutamate

qui portent leur nom (Traynelis et al. 2010).

L’ABD est relié au NTD par un unique linker et au TMD par trois linkers. La comparaison
de structures d’ABD non liées, liées a des agonistes ou liées a des antagonistes a permis
de montrer que I'angle d’ouverture entre les deux lobes du ‘clamshell’ est variable
(Armstrong and Gouaux 2000, Furukawa and Gouaux 2003). La liaison de I'agoniste
stabilise un forme fermée de I’ABD. Comme les NTDs, les ABDs sont associés au sein du
récepteur entier deux a deux par l'arriere via des interactions D1-D1 et D2-D2, leurs
crevasses pointant dans des directions opposées. La stabilisation de la conformation
fermée grace a la liaison de I'agoniste aboutit a la rupture des interactions D2-D2 par
écartement entre les lobes du bas. Les lobes du bas étant liés au TMD, ce mouvement
est essentiel pour I'ouverture du canal (voir 1.3.7). Le mécanisme de désensibilisation
(fermeture du canal alors que les agonistes sont toujours liés) des récepteurs AMPA et
kainate est également décrit au niveau du dimere d’ABD (Sun et al. 2002, Furukawa et
al. 2005), par une rupture d’une partie de I'interface D1-D1 qui aboutit a un pivotement
du ‘clamshell’ fermé entier vers le bas. Ce mouvement rapproche les lobes du bas et
abaisse la tension sur les linkers permettant ainsi la fermeture du pore (voir 1.3.7
également). Chez les récepteurs AMPA, |'épissage différentiel aboutit a deux isoformes
de I’ABD dénommées flip et flop qui different au niveau de l'interface D1-D1 (Sommer et
al. 1990), et qui ont donc des propriétés de désensibilisation différentes (Mosbacher et

al. 1994, Koike et al. 2000).
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Open ABD conformation Closed ABD conformation

Antagonist-bound S741 Agonist-bound S741
q (open channel)

(closed channel)

Figure 1.3-4: Le domaine de liaison de I'agoniste du récepteur AMPA en
présence d’un antagoniste compétitif (ZK200775) et du glutamate,
I’agoniste naturel.

La forme liée au ZK correspond a une forme ouverte du domaine ABD (et
donc a un récepteur inactif, canal fermé), tandis que la fixation du glutamate
stabilise un forme fermée qui rapproche les deux lobes D1 et D2 (Twomey et
al. 2017a).

1.3.5. Le domaine transmembranaire ou TMD

L’association des 4 sous-unités au niveau membranaire constitue le domaine
transmembranaire qui contient le pore du canal. Il est relié aux ABDs par 3 types de
linkers, dont I'larrangement différe selon qu’on considére une sous-unité de type A/C ou
une sous-unité de type B/D. Les hélices M1, M2 et M3 sont en position centrale et sont
homologues a celles des canaux potassiques, mais leur position dans la membrane est
inversée (Wo and Oswald 1995, Kuner et al. 2003). Le canal est trés largement bordé par
I’'hélice transmembranaire M3 et la boucle intracellulaire réentrante M2 (Figure 1.3-5).
L’hélice M1 se trouve en périphérie de cet arrangement central, tandis que I’hélice M4
est encore plus externe et posseéde une position décalée sur la sous-unité adjacente

(Sobolevsky et al. 2009).
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Figure 1.3-5: Le domaine transmembranaire des récepteurs-canaux du
glutamate.

A Schéma d’une vue intracellulaire de I'organisation du TMD illustrant la
symétrie d’ordre 4 et la position des différentes hélices. B Vue des domaines
transmembranaires du récepteur homotétramérique GIluA2 (pdb 5WEOQ) et
du canal potassique KcsA (5F9P) illustrant I’organisation homologue mais
inversée. La courte hélice M2 est positionnée c6té intracellulaire pour le
récepteur AMPA et c6té extracellulaire chez KcsA. L'hélice transmembranaire
M4 est absente chez KcsA. € Vue latérale du canal fermé, illustrant la porte
(‘gate) (au niveau de A621) et le filtre de sélectivité (au niveau de la boucle
réentrante) ainsi que la cavité qui se trouve entre les deux D Le site Q/R/N
localisé a I'extrémité de I’hélice M2 au niveau de la boucle réentrante
controle les propriétés de perméabilité au calcium des récepteurs-canaux du
glutamate (Lee et al. 2014, Focke et al. 2016, Twomey et al. 2017a, Wollmuth

2018).

L'hélice transmembranaire M3 est une région déterminante pour le controle de
I‘ouverture des récepteurs-canaux du glutamate. Au niveau supérieur, a proximité du
coté extracellulaire de la membrane se trouve le motif le plus conservé de ces derniers :

la région SYTANLAAF (Kuner et al. 2003). La récente structure ouverte du récepteur
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AMPA a révélé des changements majeurs au sein de ce motif lors de I'activation, I’hélice
se débobinant pour les sous-unités A/C et formant un coude pour les sous-unités B/D
(voir 1.3.7). On parle de porte (‘gate’) pour cette partie du domaine transmembranaire

qui contréle I'ouverture.

C'est dans la boucle M2 que se trouve le site d’édition Q/R des récepteurs AMPA et
kainate, également appelé site Q/R/N pour inclure la position équivalente chez les
récepteurs NMDA. Ce site est situé prés de I'extrémité de la boucle au niveau du
rétrécissement inférieur du pore. Chez les récepteurs AMPA et kainate, I'édition de
I’ARNm aboutit au remplacement de la glutamine par une arginine chez les sous-unités
GluA2, GluK1 et GluK2 ce qui rend le canal imperméable au calcium (Sommer et al. 1991,
Bass 2002). Du fait de cette propriété on classe souvent les récepteurs AMPA en deux
catégories, ceux qui ne contiennent pas GIuA2 et sont perméables au calcium et ceux
qui contiennent GIuA2 et sont imperméables. L'édition est moins complete chez les
récepteurs kainate (Contractor et al. 2011). On parle de filtre de sélectivité pour la
région bordant le canal et contenant le site Q/R/N car elle est responsable d’une grande
partie de la sélectivité du pore. Un élargissement du canal entre ce filtre de sélectivité et
la porte forme une sorte de cavité (Figure 1.3-5C). Chez les récepteurs NMDA, la
sélectivité pour le calcium est plus forte, en partie a cause du site QRN (Jatzke et al.
2002) mais également en raison d’un motif situé plus haut a la limite entre le canal et le
milieu extracellulaire : le motif DRPEER de la sous-unité GIluN1 dont le mécanisme de
sélectivité est encore mal compris (Watanabe et al. 2002, Karakas and Furukawa 2014,

Wollmuth 2018).

Une propriété phare des récepteurs NMDA réside dans la capacité des ions Mg a
bloquer le passage du courant ((Mayer et al. 1984, Nowak et al. 1984, Ascher et al.
1988) ; voir aussi 1.4.8). Cette caractéristique est fortement dépendante du potentiel
membranaire, on parle de blocage magnésium dépendant du voltage. Le récepteur
NMDA n’est pas perméable au magnésium, bien que celui-ci soit plus petit que le
calcium, probablement car I'ion Mg?* maintient sa sphére d’hydratation a I'intérieur du
pore. Cette propriété moléculaire permet au récepteur NMDA d’étre un « détecteur de
coincidence » : la liaison des agonistes doit s’accompagner d’une dépolarisation

membranaire pour permettre le passage du courant, faute de quoi, le blocage par le
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magnésium empéche 'entrée de calcium dans la cellule, méme si le canal est ouvert. Ce
phénomeéne est d’'importance capitale pour I'induction de la plasticité synaptique (voir

Figure 1.2-6 ; Collingridge 1987).

Le TMD interagit au niveau membranaire avec des protéines dites auxiliaires dont les
plus connues sont les TARP (‘transmembrane AMPA receptor regulatory protein’). La
zone de contact entre le récepteur et les protéines auxiliaires est intracellulaire mais
aussi extracellulaire. La stoechiométrie de ces interactions n’est pas encore établie avec
certitude, elle serait de 2 a 4 pour y-2 (également appelée stargazin), la protéine la plus
étudiée qui se lie au récepteur AMPA. Récemment, plusieurs modélisations de domaines
transmembranaires actifs (i.e. pore ouvert) ont été proposées (Mesbahi-Vasey et al.
2017, Pang and Zhou 2017) avant que ne paraisse la premiere structure active d’un
récepteur canal du glutamate: le récepteur homotétramérique GIuA2 associé avec

stargazin (Twomey et al. 2017a).

1.3.6. Le domaine C-terminal

Le domaine intracellulaire carboxy-terminal (CTD) est le domaine le plus variable entre
les différents récepteurs-canaux du glutamate autant en termes de séquence que de
taille (Traynelis et al. 2010, Martel et al. 2012, Ryan et al. 2013). Sa structure n’est pas
connue. Son absence n‘empéche pas le fonctionnement du récepteur mais provoque
des problemes de régulation car il contient des sites de liaison avec des protéines
intracellulaires et des sites de phosphorylation qui sont impliqués dans le controle de
son trafic intracellulaire et de sa fonction. L’action d’une tyrosine kinase intracellulaire
aboutit par exemple a une diminution de la sensibilité au zinc alors que ce dernier se lie
du coté extracellulaire de la protéine (Zheng et al. 1998). Le domaine C-terminal
contient également des signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique (Horak
and Wenthold 2009). Les partenaires intracellulaires des récepteurs canaux du
glutamate sont extrémement variés et comprennent entre autres des protéines du
cytosquelette, des protéines d’ancrage et d’échafaudage, des protéines adaptateur et

des protéines de voies de signalisation (Husi et al. 2000).
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1.3.7. Mécanisme d’activation et de

désensibilisation

La premiere structure ouverte d’un récepteur ionotropique du glutamate, obtenue par
cryo-microscopie électronique d’'un homotétramere AMPA, est parue récemment
(Figure 1.3-7C). Elle est en accord avec le mécanisme d’activation générique des
récepteurs-canaux du glutamate et permet de replacer les changements de
conformation des domaines ABD dans le contexte du récepteur entier (Twomey et al.
2017a). Bien que les iGIuR soient des tétrameres, le modele proposé est un
fonctionnement en dimére de dimere, conformément a I'arrangement des domaines
extracellulaires. Le glutamate stabilise la forme fermée de I’ABD par sa liaison dans la
crevasse interlobe. Dans cette conformation, les deux lobes du bas (D2) au sein d’un
dimere d’ABD sont éloignés I'un de l'autre (Figure 1.3-6 et Figure 1.3-7). Cette
séparation se traduit par une tension au niveau des linkers reliés au TMD permettant
I’ouverture du canal ionique. Les sous-unités A/C et B/D n’étant pas équivalentes, on
constate une contribution différente de ces sous-unités a |'ouverture du pore, la
participation des sous-unités B/D étant plus importante (Banke and Traynelis 2003,
Sobolevsky et al. 2007, Kazi et al. 2014). L'ouverture de la porte d’activation (‘gate’) est
également différente avec un coude au niveau des sous-unités B/D qui n’est pas présent

sur les deux autres sous-unités.

Ce mécanisme d’activation d’abord développé pour les récepteurs AMPA a été
généralisé aux récepteurs NMDA qui présentent certaines particularités : Les sous-unités
GluN1 et GIuN3 du récepteur NMDA ne lient pas le glutamate mais la glycine (ou la D-
sérine). De plus, contrairement au récepteur AMPA (Smith and Howe 2000), le récepteur
NMDA ne s’active que lorsque les 4 sites de fixation des agonistes sont occupés, la
présence de glutamate et de glycine est donc obligatoire pour I'ouverture du récepteur
NMDA canonique GIuN1/GIuN2 (Stern et al. 1992, Stern et al. 1994, Chen et al. 1999b).
Enfin, I'arrangement des domaines extracellulaires du récepteur NMDA présente des

différences avec celui des récepteurs AMPA décrites plus loin (voir 1.4.2).

58



Section 1.3 Structure des récepteurs ionotropiques du glutamate
A Glutamate B
f\ \ Deactivation
Desensitization Clased
Activation — pis-iieue
. Open
b e
C CA I;;A OA

0.5 nA

C - Closed DA D2 Q’

P - pre-Active
0O - Open
26°

01s D-
A - Agonist (Glutamate)

Liaison i Désensibilisé

Figure 1.3-6 : Mécanisme d’activation et de désensibilisation du récepteur
AMPA.

A Enregistrement représentatif de courants montrant I'activation et Ia
désensibilisation d’homotétrameres GIuA2 en réponse a l'application de
glutamate pendant une demi-seconde. Les courants sont enregistrés en
configuration cellule entiere au potentiel de membrane de -60 mV sur des
récepteurs exprimés par des cellules HEK. B Superposition de structures de
monomeres isolés d’ABD dans différents états conformationnels illustrant les
différents degrés de fermeture du ‘clamshell’ (Twomey and Sobolevsky 2018).
C Structure des sous-unités A et C de I’homotétramere GIuAz2 illustrant le
couplage entre la fermeture des ‘clamshells’ et l'ouverture du pore
(Sobolevsky et al. 2009). D Représentation schématique de I’activation et de
la désensibilisation du récepteur. Seul un dimere est représenté en faisant
abstraction du ‘domain swapping’.
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Figure 1.3-7: Structures illustrant I'activation et la désensibilisation du
récepteur AMPA.

A Structure du domaine transmembranaire des états fermé en haut, ouvert
au milieu et désensibilisé en bas avec les sous-unités en position A/C a
gauche en bleu et les sous-unités en position B/D a droite en vert.
B Structures de diméres d’ABD avec en bleu une sous-unité A/C et en vert
une sous-unité B/D. En haut, fermeture des ‘clamshells’ faisant passer le
canal de I’état fermé a I’état ouvert. On note I'écartement des deux lobes du
bas. En bas, passage d’un canal ouvert a un canal désensibilisé par rupture de
I'interface D2-D2 permettant le rapprochement des lobes du bas. C A gauche,
illustration du conduit de passage des ions en cyan avec les résidus qui le
bordent dans les hélices M2 et M3 des sous-unités en position A/C. A droite,
rayon du pore en dans |'état ouvert en rose, fermé en bleu et désensibilisé en
orange (Twomey et al. 2017a).

Les récepteurs AMPA et kainate désensibilisent lors d’exposition prolongées au
glutamate en une dizaine de millisecondes (Sun et al. 2002, Weston et al. 2006). Comme
pour le mécanisme d’activation, les structure complétes parues récemment sont en

accord avec le mécanisme de désensibilisation des récepteurs AMPA proposé sur la base
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de I'étude de dimeres isolés et permettent son intégration au sein d’un récepteur entier
(Twomey et al. 2017b). Les récepteurs désensibilisés présentent une séparation des
deux lobes du haut de I'ABD : 'interface D1-D1 de dimérisation des ABDs est rompue ce
qui permet un découplage entre la fermeture des ABD et I'ouverture du canal ionique
(Figure 1.3-6 et Figure 1.3-7). L'ABD est fermé, stabilisé par la liaison du glutamate, mais
le basculement des deux domaines d’un dimere d’ABD I'un par rapport a I'autre qui
implique la rupture des interactions D1-D1 rapproche les deux lobes D2 et réduit
I’écartement au niveau ou les linkers sont branchés, permettant la fermeture du canal.
Pour le récepteur kainate en revanche, une structure compléte dans I'état désensibilisé
fait état d’une conformation en rosette tétramérique inattendue des domaines ABD

(Meyerson et al. 2016).

Les récepteurs NMDA, ne présentent pas de désensibilisation rapide comparable mais
on peut observer une diminution de leur activité lors d’expositions prolongées au
glutamate dans certaines conditions: Tout d’abord lorsque la glycine n’est pas
saturante, la liaison du glutamate diminue légerement I'affinité pour cette derniére ce
qui provoque une diminution du courant (Mayer et al. 1989, Lester et al. 1993). Ensuite,
pour les récepteurs GIuN1/GIuN2A, la liaison du glutamate au récepteur conduit a une
augmentation de I'affinité pour le zinc qui est un inhibiteur allostérique négatif (voir
1.4.4.1), et peut donc conduire a une diminution de I'activité liée a une augmentation de
I'inhibition zinc (Zheng et al. 2001, Erreger et al. 2005). Enfin, I'augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium et la dialyse du milieu intracellulaire par le
contenu de la pipette de patch peuvent réduire I'activité des récepteurs NMDA par des

mécanismes liés au domaine carboxy-terminal (Legendre et al. 1993).
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1.4. La modulation allostérique chez les

récepteurs NMDA

1.4.1. Le concept d’allostérie

Défini tout d’abord pour I'étude des enzymes, le concept d’allostérie a depuis été
largement généralisé aux autres protéines et en particulier aux récepteurs pour le
mécanisme liant le site senseur et le site effecteur (Monod et al. 1965, Koshland et al.
1966, Changeux and Christopoulos 2016, Foster and Conn 2017). Une interaction
allostérique est une interaction indirecte entre deux sites distincts par un changement
de conformation discret et réversible de la protéine appelé « transition allostérique ».
Dans le cas des récepteurs, cette transition est favorisée par la liaison de I’agoniste
endogene qui se lie au niveau du site de liaison de I'agoniste (site senseur) ou site
orthostérique, aboutissant a I'ouverture du canal (site effecteur, Figure 1.4-1). Ainsi,
pour les récepteurs NMDA, les sites orthostériques sont les sites de fixation du
glutamate et de la glycine, au sein de I’ABD de GIuN2 et de GIuN1 respectivement.
Certaines molécules en revanche, contrairement a un inhibiteur compétitif ou a un
agoniste, agissent au niveau d’un site distinct du site orthostérique, appelé
« allostérique » et augmentent ou diminuent I'activité de la protéine sans étre suffisants
pour déclencher la réponse biologique lorsqu’ils sont utilisés seuls. lls sont appelés
modulateurs allostériques positifs (PAM) lorsqu’ils augmentent I'activité du récepteur et
modulateur allostérique négatif (NAM) lorsqu’ils la réduisent (on parle aussi de

potentiateur ou d’inhibiteur allostérique).

Deux modeles sont classiquement proposés pour expliquer les transitions allostériques :
le premier, qui date de 1965, est appelé « Monod-Wyman-Changeux » (MWC ; Monod

et al. 1965) du nom de ses auteurs. Il propose que les différents états de la protéine
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(inactif, actif, inhibé...) préexistent et que les ligands ne font que stabiliser I'état auquel
ils se lient préférentiellement, aboutissant a un déplacement des équilibres en faveur de
celui-ci. Le deuxieme mécanisme est celui de Koshland, Nemethy et Filmer (KNF;
Koshland et al. 1966), qualifié¢ de mécanisme « a ajustement induit » (‘induced fit’). Il
avance des changements de conformation successifs provoqués par la liaison des

ligands. Ce modele exclut les changements conformationnels en I'absence des ligands.

Les modulateurs allostériques des récepteurs ionotropiques du glutamate ont suscité
beaucoup d’attention en raison de leurs possibilités de réglage fin de I'activité des
récepteurs et de leur potentielle utilisation comme agents thérapeutiques. lls offrent
différents avantages par rapport aux molécules au mode d’action compétitif. En effet, le
site orthostérique est généralement tres conservé ce qui limite les possibilités de
sélectivité entre les différentes sous-unités de récepteurs. De plus, une action a ce
niveau sera de type « tout ou rien » (Figure 1.4-1), suractivant (pour les agonistes), ou
diminuant de facon constitutive I'activité du récepteur (pour les antagonistes
compétitifs). En revanche, les sites allostériques sont moins conservés d’une sous-unité
a l'autre car ils ne sont pas soumis a la pression de sélection qu’est la nécessité de lier
I'agoniste, le modulateur a donc plus de chances d’étre spécifiques de certains sous-
types de récepteurs, permettant un ciblage plus fin. De plus, un modulateur allostérique
n‘entre pas en compétition avec le ligand endogéne, et il ne modifie pas le patron
temporel d’activation du récepteur ce qui lui permet généralement d’étre mieux toléré

en utilisation thérapeutique (Mony et al. 2011).

On distingue parmi les modulateurs allostériques différents types d’effets détecté sur les
réponses des protéines cibles (Figure 1.4-2). Les modulateurs peuvent agir en
augmentant (pour un PAM) ou en diminuant (pour un NAM) la réponse maximale du
récepteur sans altérer la valeur de I'ECsp, on parle alors de réponse de type 1. L’action du
modulateur peut au contraire étre un déplacement de I'ECsq vers une valeur plus faible
(PAM) ou plus élevée (NAM) sans modifier la réponse maximale. On parle alors d’effet

de type 2 (Hackos and Hanson 2017).

Une différence cruciale entre ces deux types d’effets est qu’un modulateur de type 2

n’aura aucun effet a une concentration saturante d’agoniste tandis qu’un modulateur de
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type 1 fonctionnera tout aussi bien a toutes les concentrations. En revanche, un
modulateur de type 2 aura un impact sur la cinétique d’action macroscopique du
récepteur car un changement d’ECsg est lié aux constantes d’activation et de
désactivation apparentes du récepteur. Un modulateur allostérique positif de type 2 par
exemple qui décale I'ECso vers la gauche implique soit une activation plus rapide, soit
une désactivation plus lente, soit les deux. Un tel effet est important dans le cas du
récepteur NMDA car au-dela du courant maximal atteint, c’est le décours temporel de

son activité qui définit la quantité de calcium qui entre dans la cellule ainsi que la

fenétre de temps pour l'intégration synaptique.
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Figure 1.4-1 : Le concept de modulation allostérique pour un récepteur.

A Schéma récapitulant les différents sites définis dans le concept d’allostérie
appliqué aux récepteurs. Le site orthostérique reconnait I'agoniste endogeéne,
le site effecteur propage le signal transmis par I’agoniste et le site allostérique
module linteraction allostérique entre les deux précédents. Les fleches
violettes représentent I'affinité des ligands pour leur site de liaison. La fleche
rouge indique une action du modulateur allostérique sur I'affinité du
récepteur pour l'agoniste alors que la fleche bleue indique une action du
modulateur sur |'efficacité de I'agoniste. B Patron d’activation physiologique
théorique d’un récepteur en noir, avec en jaune l'action d’'un modulateur
allostérique positif et en vert I'action d’un agoniste compétitif. Le modulateur
allostérique n’interfére pas avec le patron d’activation endogéne ce qui
participe a une meilleure tolérance dans une utilisation thérapeutique (Conn
et al. 2009, Changeux and Christopoulos 2016).
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Figure 1.4-2: Les différents types d’effets d’'un modulateur allostérique

positif.

A Effet de type 1 qui modifie la réponse maximale sans modifier I'ECs, et la
cinétique d’activation. B Effet de type 2 qui déplace I'ECsg et peut modifier la
cinétique d’action. C Effet mixte. Les courants sont normalisés a la réponse a
une concentration saturante d’agoniste en absence de modulateur (Hackos

and Hanson 2017).

En réalité, malgré cette distinction théorique entre type 1 et type 2, les modulateurs ont

en général un effet qui est un mélange des deux actions et I'observation macroscopique

de l'effet d’un modulateur ne permet pas directement la compréhension de son
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mécanisme d’action. En particulier, un effet de type 2 n’implique pas nécessairement
une action directe sur le site de liaison de I'agoniste et il faut bien distinguer affinité
apparente (mesurée par I'ECso) et affinité microscopique. Un modulateur qui agit en
bloquant le récepteur dans un état actif va par exemple diminuer énormément I'ECs; et
ralentir la cinétique macroscopique de désactivation sans pour autant modifier I'affinité

de I'agoniste pour son site de liaison (Hackos and Hanson 2017).

1.4.2. Spécificité structurale des récepteurs NMDA

et allostérie

Les récepteurs NMDA auxquels nous nous limiterons ici possédent des sites de
modulation allostériques plus nombreux et plus variés que les autres familles de
récepteurs-canaux du glutamate, notamment car diverses molécules endogénes comme
les ions zinc Zn** et la spermine ou artificielles comme l'ifenprodil se lient au niveau de

leurs NTDs (Figure 1.4-3 ; Zhu and Paoletti 2015).

Cette propriété s"accompagne de différences structurales notables entre ces récepteurs
et les autres. Tout d’abord, leurs NTDs possedent |'organisation bilobée classique mais
avec un twist d’environ 50° entre les deux lobes (Figure 1.3-3) lorsqu’on les compare aux
autres NTDs de type LIVBP (Karakas et al. 2009, Karakas et al. 2011, Stroebel et al. 2011,
Romero-Hernandez et al. 2016). De ce fait, le dimere de NTDs du récepteur NMDA
possede un arrangement différent de I'apposition dos a dos classique des deux
‘clamshells’ (interactions R1-R1 et R2-R2), mettant en jeu principalement des
interactions du lobe du haut (R1-R1, Figure 1.4-4). Les lobes R2 de GIuN1 et de GIuN2
sont donc relativement libres de mouvement, et des mouvements
d’ouverture/fermeture et de twist des ‘clamshells’ ont été décrits (Zhu et al. 2013).
Ensuite, les deux diméres d’ABDs des récepteurs NMDA interagissent fortement par des
contacts latéraux mettant en jeu le lobe du bas de I’'ABD de GIluN1 et les deux lobes de
celui de GIuN2. Ces contacts ont lieu entre les sous-unités adjacentes n’appartenant pas
au méme dimere (Figure 1.4-5). Au contraire, les récepteurs AMPA et kainate montrent
généralement des contacts en diagonale entre les diméres d’ABD (Figure 1.4-5, voir

aussi Figure 1.3-2A, couche ABD), qui mettent en jeu les sous-unités A/C ou B/D avec de
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petites surfaces d’interactions (Armstrong et al. 2006, Plested and Mayer 2009,
Sobolevsky et al. 2009, Das et al. 2010, Salazar et al. 2017). Enfin, la région
extracellulaire des récepteurs NMDA est beaucoup plus compacte, donnant au
récepteur un aspect de montgolfiere, tandis que les récepteurs AMPA ont une forme en
« Y » avec des espaces beaucoup plus grands entre les différents domaines (Figure
1.4-6). Les larges surfaces d’interactions entre la couche de domaines NTD et la couche
de domaines ABD sont probablement essentielles pour la transmission de I'information
de liaison des modulateurs allostériques qui ciblent les NTD vers la machinerie

d’ouverture constituée des couches ABD et TMD (Zhu and Paoletti 2015).
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Figure 1.4-3: Structure du récepteur NMDA montrant la localisation de
nombreux sites de liaison de modulateurs allostériques.

Contrairement aux autres récepteurs-canaux du glutamate, certains sites de
liaison sont situés au niveau de la couche de domaines NTD. Chez le
récepteur NMDA, cette derniere présente de larges surfaces d’interaction
avec la couche de domaines ABD sous-jacente (Zhu and Gouaux 2017).
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Subunit A Subunit B GluN1b GIluN2B

Figure 1.4-4: Comparaison du dimére de NTD entre le récepteur
homotétramérique GIuA2 et le récepteur NMDA GluN1/GIuN2B.

A Chez le récepteur AMPA, on remarque de larges surfaces d’interactions
entre les deux lobes du haut R1 et entre les deux lobes du bas R2 (Jin et al.
2009, Kumar et al. 2009). B Chez le récepteur NMDA, les interactions entre
les deux lobes du haut R1 sont présentes. On constate cependant que les
lobes du bas R2, qui sont twistés chez ce récepteur, interagissent peu et sont
donc plus libres de mouvement (Karakas et al. 2011, Tajima et al. 2016).
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Figure 1.4-5: Comparaison de I’'arrangement de la couche ABD entre le
récepteur NMDA GIuN1/GluN2B et le récepteur AMPA GIuA2.

Vue du dessus de la couche ABD des récepteurs NMDA en A et AMPA en B.
Les deux diméres d’ABD interagissent I'un avec l'autre par les cotés chez les
récepteurs NMDA, avec des interactions mettant en jeu les deux lobes. Chez
les récepteurs AMPA, les interactions entre dimeres se font majoritairement
en diagonale entre les sous-unités proximales mais I'arrangement semble
plus dynamique du fait de la moindre compaction globale du récepteur
(Karakas and Furukawa 2014, Salazar et al. 2017).
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NMDAR
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Figure 1.4-6 : Comparaison de I'architecture globale des récepteurs AMPA
et NMDA.

On note a gauche la forme en ‘Y’ du récepteur AMPA, et la séparation nette
entre la couche NTD et la couche ABD. A droite, le récepteur NMDA est plus
compact, avec une forme globale en montgolfiére.

1.4.3. Modulation par les protons

Dans le contexte physiologique, les protons extracellulaires inhibent les récepteurs
NMDA de fagon non compétitive et non dépendante du potentiel de membrane, ce qui
indique que leur effet ne passe pas par une dissociation des agonistes ou par le blocage
du pore (Tang et al. 1990, Traynelis and Cull-Candy 1990, Traynelis and Cull-Candy 1991).
La sensibilité des récepteurs NMDA est dépendante de leur composition en termes de
sous-unité. Les récepteurs qui contiennent GIuN2C sont les moins sensibles avec un pH
d’ICso de 6.5 environ (Traynelis et al. 1995, Low et al. 2003). Les récepteurs les plus
sensibles sont les récepteurs GluN1a/GIuN2B et GluN1a/GIuN2D (pH d’ICso de 7.4). Les
récepteurs GIuN1/GIuN2A ont une sensibilité intermédiaire. Les récepteurs contenant
GluN1b ont une sensibilité faible, le pH d’'ICsg est de 6.7 avec GIuUN2A, GIuN2B ou

GIuN2D et moindre avec GIuUN2C. On remarque qu’au pH physiologique, I'activité de la
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plupart des récepteurs NMDA est réduite de moitié par rapport a leur activité maximale
a cause de linhibition proton. Les variations de pH, méme faibles, ont donc des
conséquences sur leur niveau d’activité du récepteur. L'inhibition par les protons permet
ainsi par exemple de réduire l'excitotoxicité lors de l|'ischémie cérébrale et de
I'acidification du milieu extracellulaire qui I'accompagne (Tombaugh and Sapolsky 1993,

Yuan et al. 2015).

Malgré de nombreuses études de mutagéneése dirigée, le site de liaison et/ou d’action
des protons, s’il est unique, n’a pas été identifié (Traynelis et al. 1998, Masuko et al.
1999, Low et al. 2000, Low et al. 2003). Les résidus qui controlent la sensibilité aux
protons sont disséminés dans la séquence des sous-unités GIuN1 et GluN2, avec une
préférence pour le motif SYTANLAAF de la porte externe et les linkers qui relient les
hélices transmembranaires TM2 et TM3 au domaine de liaison de I'agoniste. On peut
donc penser que laction des ions H' est relativement directe au niveau de la
transduction entre domaine de liaison de I'agoniste et porte du canal. Il a été montré
gue des mutations qui déstabilisent I'interface D1-D1 du dimére d’ABDs des récepteurs
NMDA (celle qui controle la désensibilisation chez les récepteurs AMPA) augmentent
fortement la sensibilité aux protons de ces récepteurs (Gielen et al. 2008). Cette
constatation a amené a s’interroger sur un role de cette interface dans l'inhibition
allostérique chez les récepteurs NMDA, par analogie avec son role bien caractérisé dans

la désensibilisation des récepteurs AMPA.

De nombreux modulateurs allostériques des récepteurs NMDA modifient sa sensibilité
au pH extracellulaire, et vice versa (Mott et al. 1998, Yuan et al. 2015). L’action de
I'ifenprodil, du zinc, des polyamines, ou encore celle de I'exon 5 qui est présent chez
GluN1b mais pas GluN1a (Traynelis et al. 1995, Regan et al. 2018) mettent en jeu un
effet du pH ce qui est cohérent avec un effet direct des protons sur la machinerie

d’ouverture.
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1.4.4. Modulateurs se liant dans la région NTD

Contrairement aux récepteurs AMPA pour lesquels le role fonctionnel des NTDs est
réduit, ces domaines contrélent plusieurs paramétres biophysiques clés chez les
récepteurs NMDA (Gielen et al. 2009, Yuan et al. 2009, Hansen et al. 2010, Paoletti
2011). Ainsi des expériences mettant en jeu des chimeres de différentes sous-unités
GIuN2 ont mis en évidence que la région NTD de GIuN2 et le linker qui la relie a I’ABD
sont responsables des différences de probabilité d’ouverture, de cinétique de
désactivation et d’ECsp du glutamate et de la glycine entre les différents sous-types de
récepteurs GIuN1/GIluN2 (Figure 1.4-7). Cette propriété est cohérente avec I'existence
de divers sites de modulation positive et négative dans cette région et avec les
différences structurales évoquées plus haut. Le mode d’action des NTDs met en jeu des
mouvements d’ouverture/fermeture et de twist/détwist des ‘clamshells’ mais le
mécanisme par lequel ces mouvements controlent I'activité du récepteur n‘a pas encore

été élucidé (Gielen et al. 2009, Mony et al. 20093, Zhu et al. 2013).
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Figure 1.4-7 : Les différences de probabilité d’ouverture entre les différentes
sous-unités GIuN2 sont liées au domaine NTD et au lien qui relie ce domaine

a I’ABD.

A-D Mesure de la différence de probabilité d’ouverture (Po) entre des

récepteurs contenant diverses chimeres de

sous-unité GIuN2A, GIuN2B et

GluN2D et une sous-unité GIuN1 mutée (A652C). Cette mutation permet
d’évaluer des différences relatives de probabilité d’ouverture par mesure de
I’effet potentiateur du MTSEA qui bloque le pore en conformation ouverte en
se liant a la cystéine introduite. On note que I'échange du NTD et de son
linker aboutissent a I'échange des propriétés de Po. E La mesure de la
probabilité d’ouverture (Po) absolue par enregistrement de I'activité unitaire
de canaux confirme les résultats macroscopiques. Les barres d’erreur

représentent I’écart-type (Gielen et al. 2009).

1.4.4.1. Modulation par le zinc

Lion Zn** inhibe le récepteur NMDA de facon différente en fonction des sous-unités

GIuN2 gu’il contient par un mécanisme qui ne dépend pas du potentiel de membrane.
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Les récepteurs contenant la sous-unité GIuN2A sont les plus sensibles, avec un ICsq de
20 nM (Chen et al. 1997, Paoletti et al. 1997, Traynelis et al. 1998), alors que les
dihétéromeres GIuN1/GIuN2B présentent une affinité intermédiaire avec un ICso d’1 uM
environ (Rachline et al. 2005). La sensibilité au zinc des récepteurs contenant les sous-
unités GIuN2C et GIuN2D est environ encore 10 fois plus faible. La plus grande sensibilité
au zinc des sous-unités GIuUN2A et GIuN2B est due a la présence d’un site de liaison a
haute affinité au niveau de leur NTD (Figure 1.4-8), a présent identifié par
cristallographie pour les deux sous-types (Low et al. 2000, Paoletti et al. 2000, Karakas et
al. 2009, Romero-Hernandez et al. 2016). Lorsque I'on supprime ce site de liaison a
haute affinité, il subsiste une faible sensibilité au zinc, équivalente a celle observée chez

GIuN2C et GIuN2D, liée a un autre mécanisme.

C’est I'obtention de deux structures du NTD GIuN2B, 'une liée a I'ion Zn**, I'autre non,
qui a révélé la conformation particuliere twistée du NTD de GIuN2 (Figure 1.3-3) et qui a
permis d’identifier le site de fixation du zinc avec précision (Karakas et al. 2009). La
structure du NTD de GIuN2A liée au zinc n’a été obtenue qu’en 2016, confirmant la
prédiction d’un twist sur ce ‘clamshell’ également (Stroebel et al. 2011) et mettant en
évidence les points communs et différences entre les deux sites (Romero-Hernandez et
al. 2016). Les deux sites de fixation du zinc sont homologues et possédent la méme
position au niveau de I'extrémité extérieure de la crevasse interlobe (Figure 1.4-8). lls
stabilisent une forme fermée du NTD, bien que le degré de fermeture ne soit pas le
méme entre GIUN2A et GIuN2B : I'angle d’ouverture est supérieur de 13° chez GIuN2A.
La stabilisation du zinc est liée a sa coordination par 4 acides aminés chez GIuN2A,
expliguant une affinité tres forte (nanomolaire). L’histidine 128 est critique et conservée
entre les deux sites et sa mutation détruit le site zinc. Chez GIuN2B, l'ion Zn** n’est
coordiné directement que par 2 acides aminés expliquant la différence d’affinité du zinc
entre les deux sous-types. D’autres acides aminés jouent cependant un réle dans le
placement de molécules d’eau autour de I'ion. Il a été montré que le degré d’ouverture
des ‘clamshells’ controle I'activité du récepteur. Ainsi, la stabilisation d’une forme
ouverte du NTD augmente l'activité du récepteur tandis que le zinc, en se liant a une
forme fermée du NTD conduit a une inhibition (Gielen et al. 2009, Mony et al. 2009a,
Zhu et al. 2013).
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Figure 1.4-8 : Le zinc est un modulateur allostérique négatif des récepteurs
NMDA.

A Courbes dose-réponse du zinc pour les récepteurs NMDA contenant les
sous-unités GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C et GIuN2D obtenues sur des récepteurs
NMDA recombinants exprimés en ovocytes de Xénope a un potentiel de
+50 mV pour supprimer ['effet inhibiteur dépendant du potentiel
membranaire (voir 1.4.8 ; Rachline et al. 2005). B Arrangement du dimére
NTD GIuN1/GIuN2A avec position du site zinc a haute affinité. Le site est
localisé en bordure de la crevasse interlobe. C Comparaison de I'angle de
fermeture du NTD de GIuN2A lié au zinc en vert avec I'angle de fermeture du
NTD de GIuN2B lié au zinc en gris. On constate une différence de 13° environ.
Les mouvements d’ouverture et de fermeture de ‘clamshell’ du NTD sont
proposés comme mécanisme de controle de [lactivité du récepteur.
D Comparaison entre le site de liaison du zinc de GIuN2A a gauche et de
GIuN2B a droite. Chez GIuN2A, l'ion Zn>* est coordonné par 4 acides aminés,
dont un qui provient d’'une boucle zinc absente chez GIuN2B. Chez GIuN2B, le
site zinc est homologue, avec deux des 4 acides aminés conservés. L’absence
de la boucle zinc et d’'un autre résidu aboutit a une coordination par deux
acides aminés seulement et explique la différence d’affinité entre les deux
sous-types (Karakas et al. 2009, Romero-Hernandez et al. 2016).
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Figure 1.4-9 : Zinc libre dans le cerveau révélé par histochimie.

Coupe sagittale d’'un cerveau de rat apres marquage auto-métallographique.
Le marquage de marron a noir correspond a la révélation du zinc par la
méthode Timm-Danscher. On note une forte présence de zinc dans
I'amygdale, le striatum, le cortex et I'hippocampe. Am, amygdale ; ao, bulbe
olfactif accessoire ; cp, noyau caudé et putamen ; h, hile du gyrus denté; s,
subiculum (Frederickson et al. 2000, Paoletti et al. 2009).

Le mécanisme qui lie degré d’ouverture des NTD et activité du récepteur n’est pas
connu. Cependant, des mutations au niveau de l'interface D1-D1 des diméres d’ABD ont
une tres forte influence sur la sensibilité zinc des récepteurs GIuN1/GIuN2A, permettant
de I'augmenter d’un facteur 10 et de supprimer le plateau d’inhibition maximale situé a
80% chez le récepteur sauvage (Figure 1.4-8A). En raison du rble de cette interface dans
la désensibilisation des récepteurs AMPA, un mécanisme d’action analogue a été

proposé (Gielen et al. 2008).

L’ion Zn*" a une importance physiologique majeure. En plus d’étre un élément essentiel
au fonctionnement de nombreuses protéines, est présent dans certains neurones
glutamatergiques du systéme nerveux central (Frederickson et al. 2000, Vogt et al.

2000). Ces neurones sont localisés quasi-exclusivement dans le cerveau antérieur chez
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les mammiferes (Figure 1.4-9) ou ils forment un réseau complexe connectant la plupart
des structures corticales et limbiques. Dans ces neurones, le zinc est accumulé dans des
vésicules et libéré aux synapses. Cette libération aboutit a une augmentation de la
concentration extracellulaire de zinc, inhibant les récepteurs NMDA contenant la sous-
unité GIluN2A, alors que le niveau basal de zinc est trop faible pour une inhibition
tonique de ces récepteurs (Paoletti et al. 2009, Vergnano et al. 2014). Enfin, la différence
d’affinité pour le zinc des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2A et
GluN2B, permet de l'utiliser pour inhiber sélectivement les récepteurs contenant la
sous-unité GIuN2A ce qui permet de distinguer ces sous-types de récepteurs en contexte

physiologique (Neyton and Paoletti 2006, Bidoret et al. 2009, Papouin et al. 2012).
1.4.4.2. Modulation par l'ifenprodil

L'ifenprodil est un bon exemple de molécule organique de synthése qui inhibe
sélectivement certains sous-types de récepteurs NMDA : |l agit sur les récepteurs
contenant la sous-unité GIuUN2B (Legendre and Westbrook 1991, Williams 1993). Son
affinité pour ce sous-type de récepteurs est 200 fois supérieure a celle pour les
récepteurs contenant la sous-unité GIuN2A (ICso de 0.16 uM contre 28 uM ; Perin-
Dureau et al. 2002). Comme pour le zinc, I'inhibition ne dépend pas du potentiel
membranaire et n’est pas compétitive. Cette sélectivité a suscité un intérét
pharmacologique (Mony et al. 2009a, Koller and Urwyler 2010) et lui vaut d’étre utilisé
pour "étude du role des différents récepteurs NMDA dans leur contexte physiologique

(Neyton and Paoletti 2006, Paoletti and Neyton 2007).

Avant l'obtention d’une structure d’un dimére de NTDs isolés GIuN1/GIuN2B lié a
I'ifenprodil (Karakas et al. 2011), I'idée la plus simple était que le site de liaison serait
situé de fagon classique dans la crevasse interlobe du NTD de GIuN2B (Perin-Dureau et
al. 2002, Mony et al. 2009b). Certaines données (constantes d’association a des NTDs
isolés par radiomarquage et mutagénese (Masuko et al. 1999, Han et al. 2008)
indiquaient cependant une possible participation de GIuN1 au site de liaison. En réalité,
si les deux lobes R1 et R2 de GIuN2B participent bien au site de liaison, celui-ci n’est
cependant pas réellement dans la crevasse interlobe mais a I'interface avec GIuN1. Il n’y

a d’ailleurs aucun recouvrement entre le site de liaison du zinc et celui de I'ifenprodil. Du
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fait de la conformation twistée du NTD GIuN2B, la fermeture de son lobe du bas sur
I'interface de dimérisation crée une véritable poche de liaison. Dans la structure, la
molécule est enfouie dans le dimere de NTD et n’a pas suffisamment d’espace pour
entrer ou sortir de sa poche ce qui implique que des réarrangements NTD sont

nécessaires pour permettre a la molécule de se lier (Figure 1.4-10).

L'arrangement dimérique GIuN1/GIuN2B est légérement distinct de celui de
GluN1/GIuN2A (Romero-Hernandez et al. 2016). Dans les deux cas, l'interface de
dimérisation est principalement située entre les deux lobes du haut (R1-R1) ce qui est
caractéristique des NTDs de récepteurs NMDA. Cependant, le NTD de GIuN2B est plus
fermé (13° de différence) et son lobe du bas participe aussi a la dimérisation. Cette
fermeture plus importante est permise par une rotation en corps rigide de 12° du
domaine de GIuN1 relativement a GIuN2 (Figure 1.4-11). Ces différences rendent
compte de I'absence de la poche ifenprodil chez GIuN2A (Karakas et al. 2011, Romero-
Hernandez et al. 2016), expliquant ainsi la tres forte sélectivité de cette molécule pour
les récepteurs contenant la sous-unité GIuN2B comparé a ceux contenant GIuN2A. Le
fait que l'ifenprodil qui est un inhibiteur stabilise, tout comme le zinc, une forme fermée
du NTD confirme la théorie selon laquelle une forme fermée du NTD de GIuN2 est
associée a un état peu actif du récepteur (Gielen et al. 2009, Mony et al. 20093, Zhu et
al. 2013). Enfin, l'ifenprodil (ou un équivalent, le Ro25-6981) est présent sur la plupart
des structures de récepteur NMDA entier, probablement car il permet d’en faciliter la
cristallisation. Ainsi, plusieurs structures quasi-compléetes du récepteur NMDA liées a cet
inhibiteur sont disponibles (Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014, Lu et al. 2017,
Regan et al. 2018).
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Figure 1.4-10: Les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B sont
sensibles a I'ifenprodil grace a leur NTD.

A Traces de courant de récepteurs NMDA sauvages et mutants montrant la
sensibilité a lifenprodil pendant I'application continue d’agoniste. Les
récepteurs contenant la sous-unité GIuN2B sont inhibés par 1 uM d’ifenprodil
mais pas les récepteurs GIUN1/GIuN2A. Une inversion des NTDs des deux
sous-unités aboutit cependant a la situation inverse montrant le réle de ce
domaine dans la sélectivité. B Courbes dose réponse de linhibition par
I'ifenprodil des récepteurs NMDA sauvages et mutants présentés en A. L'ICsq
de l'inhibition ifenprodil est de 150 nM pour GIuN1/GIuN2B et de 28 uM pour
GIuN1/GIuN2A. L’échange des NTDs aboutit a une permutation presque
exacte de ces deux valeurs. C Structure de I’'hétérodimere de NTD GluN1b-
GluN2B en présence de l'ifenprodil. L'ifenprodil est enfoui a I'interface entre
les deux domaines, avec une forte participation du lobe du bas de GIuN2B a la
poche (en jaune) D Détail de la poche de liaison et représentation
topologique de l'ifenprodil. La liaison de l'ifenprodil est permise par des
interactions hydrophobes avec le groupement benzylpiperidine et le
groupement hydroxylphenyl qui sont a chaque extrémité de la molécule et
par trois interactions polaires directes (Perin-Dureau et al. 2002, Karakas et
al. 2011).
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Figure 1.4-11: Comparaison de I'arrangement des dimeéres de NTD
GluN1/GluN2A et GluN1/GIuN2B.

A Superposition de I'hétérodimere GIuN1/GIuN2A lié au zinc et de
I’"hétérodimere GIuN1/GIuN2B lié a I'ifenprodil par alignement du lobe R1 de
GIuN2. On note une rotation de 12° de GIuN1 entre les deux arrangements
dont I'axe est représenté par une barre noire. Le NTD de GIuN2A est en vert,
celui de GIuN2B en gris. Le NTD de GIuN1 est en violet (R1) et blanc (R2) au
sein du dimeére GIuN1/GIluN2A et en noir (R1) et gris foncé (R2) au sein de
GIuN1/GIuN2B. B La différence d’arrangement hétérodimérique aboutit a
I’absence de poche ifenprodil chez le dimére de NTD GIuN1/GIuN2A alors que
celle-ci est bien présente chez GIuN1/GIuN2B, que le ligand soit présent ou
non (Apo2). C Modeles représentant les deux arrangements dimériques avec
la position de la poche ifenprodil. La différence de fermeture du NTD GIuN2
et d’arrangement dimérique sont représentées sur le modeéle GIuN1/GIuN2A
(Romero-Hernandez et al. 2016).
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1.4.4.3. Modulation par les polyamines

Les polyamines sont des molécules endogenes, qui augmentent sélectivement I'activité
des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B (Williams et al. 1994, Zhang et al.
1994). Ces modulateurs allostériques positifs, dont les représentants les plus connus
sont la spermine et la spermidine, sont naturellement présents dans |’organisme
(Igarashi and Kashiwagi 2010). IIs peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire, et
agissent également sur les canaux calciques. Au niveau des récepteurs NMDA, leur effet
est multiple (Mony et al. 2009a) : il comprend un blocage du pore dépendant du voltage,
une augmentation de [l'affinité apparente pour la glycine et une potentiation
indépendante du voltage et de la glycine qui passe par une diminution de ['effet
inhibiteur tonique des protons (Figure 1.4-12). Ce dernier effet est spécifique aux
récepteurs contenant la sous-unité GIuN2B, mais son amplitude est moins grande
lorsqu’elle est associée a la sous-unité GluN1b contenant I'exon 5 qu’avec la sous-unité
GluNl1a oU celui-ci n’est pas présent (McGurk et al. 1990, Lerma 1992, Rock and
MacDonald 1992, Zhang et al. 1994, Rock and Macdonald 1995, Williams 1997, Mott et
al. 2003).

De nombreuses mutations affectant la sensibilité a la spermine ont été décrites,
(Williams et al. 1995, Kashiwagi et al. 1996, Gallagher et al. 1997, Masuko et al. 1999)
réparties sur toute la séquence des sous-unités GIuN1 et GIuN2, avant que le site de
liaison spécifique des polyamines ne soit identifié. En effet, ces mutations affectent pour
la plupart la sensibilité du récepteur a I'inhibition par les protons, elle-méme affectée
par la liaison de la spermine et il faut donc distinguer les effets liés directement a une
altération du site de liaison des effets qui diminuent la sensibilité au pH et donc
indirectement |'effet de la spermine. Apres des études suggérant un site de liaison au
niveau NTD ou au niveau ABD (Stoll et al. 2007, Han et al. 2008), ce dernier a finalement
été identifié a l'interface entre les lobes du bas des dimeres de NTD R2-R2 (Mony et al.

2011).

Les NTDs de GIuN1 et GIuN2 s’associent en dimeres principalement par leurs lobes du
haut (R1). Le dimére de NTD GIluN1/GIuN2 a donc ses deux lobes du bas R2 relativement

libres de mouvement (Figure 1.3-3 et Figure 1.4-4 ; Karakas et al. 2009). Il peut adopter
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différentes conformations, modifiant la proximité des lobes du bas en fonction de
I'arrangement dimérique (dont dépend la présence de la poche ifenprodil) et du degré
de fermeture et de twist des domaines bilobés (voir par exemple Figure 1.4-11 et Figure
1.4-13). L'arriére de ces lobes du bas est une zone qui comporte un grand nombre de
charges négatives chez GIuN2B, favorisant une répulsion électrostatique et donc une
forme plus fermée des ‘clamshells’ associée a un récepteur inhibé (Figure 1.4-12). C'est
au niveau de ces charges, entre les deux lobes, que se lie la spermine, permettant de les
masquer et de stabiliser une conformation active des NTDs (Mony et al. 2011). La forte
composante électrostatique de la fixation est confirmée par la capacité des ions
magnésium Mg?* a potentier les récepteurs GIuN1/GluN2B au niveau du méme site
(Paoletti et al. 1995). En revanche, plusieurs des charges négatives situées dans la région
B6-B8 de GIUN2B ne sont pas présentes chez GIuUN2A ce qui explique a la fois la
sélectivité de la spermine pour les récepteurs contenant GIuUN2B et la plus forte
probabilité d’ouverture basale des récepteurs contenant GIuUN2A (Gielen et al. 2009,
Mony et al. 2011). Ce modéle de modulation allostérique par les NTDs a I'avantage
d’unifier I'action des différents PAM et NAM qui agissent au niveau de cette couche du
récepteur en un seul mécanisme local. Il permet d’expliquer I'interaction négative qui
existe entre les polyamines et le zinc (Traynelis et al. 1998). Il a été renforcé récemment
par la parution d’une structure d’hétérodimére de NTD GIuN1/GIuN2B en conformation
active (Figure 1.4-13), retrouvée au sein d’un récepteur entier (Tajima et al. 2016). En
revanche, la facon dont la conformation du dimére de NTD, stabilisée ou non par un
modulateur, influe sur la machinerie d’ouverture pour régler I’activité du récepteur n’est

pas élucidée.
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Figure 1.4-12 : La spermine, modulateur allostérique positif des récepteurs
NMDA.

A La potentiation des récepteurs NMDA passe par une diminution de
I'inhibition tonique par les protons. L'effet est donc beaucoup plus fort a pH
acide. On note a pH 8.3 le modeste effet inhibiteur de la spermine qui passe
par le blocage du pore (les enregistrements sont réalisés a -60 mV). B La
potentiation spermine est spécifique des récepteurs NMDA contenant la
sous-unité GIuN2B. C Formule topologique de la spermine. D Vue
schématique d’un récepteur NMDA, seul un hétérodimere est représenté,
faisant abstraction du ‘domain swapping’. Le NTD de GIuN1 est en orange,
celui de GIuN2B est en bleu. E Contréle intrinseque de I'activité des
récepteurs NMDA par les NTD: Le dimére NTD GIluN1/GIuN2B oscille
spontanément entre la conformation A avec des domaines ouverts dont les
lobes du bas sont proches I'un de I'autre favorisant un état actif du récepteur,
et la conformation D, ou les domaines sont fermés et les lobes du bas sont

82



Section 1.4 La modulation allostérique chez les récepteurs NMDA

éloignés I'un de 'autre favorisant un état inactif. F Controle pharmacologique
de l'activité des récepteurs NMDA. Les Polyamines comme la spermine
masquent les charges négatives des lobes R2 de I'interface du dimére NTD et
remplacent la répulsion électrostatique par une attraction, stabilisant la
conformation A. Les modulateurs allostériques négatifs en revanche
favorisent la fermeture des NTD et I'éloignement des lobes R2 I'un de I'autre
stabilisant I’état D a faible probabilité d’ouverture. G Diagramme énergétique
correspondant aux états A et D en présence ou en absence de modulateur
allostérique positif ou négatif chez le récepteur NMDA GIuN1/GIuN2B.

b Ifenprodil-bound

GluN1b

GIluN1b NT o

Figure 1.4-13: Conformation active du dimére de NTD chez le récepteur
NMDA.

Structure cristallographique de I'hétérodimére de NTD GIluN1-b/GIuN2B dans
sa forme active en A et dans sa conformation liée a I'ifenprodil en B. Les lobes
R1 et R2 sont en magenta et rose pour GluN1-b et cyan et jaune pour GIuN2B.
L'ifenprodil est représenté par des sphéres vertes. C-D. Superposition des
NTDs isolés de GluN1-b (C) et GIuN2B (D) dans chaque conformation en
alignant des lobes du haut (R1). La forme liée a l'ifenprodil est en gris. On
note les différences d’ouverture des ‘clamshells’. E L’alignement des deux
structure révele une rotation de 15° d’'un domaine par rapport a l'autre
(autour d’un axe représenté en noir) et une distance différente entre les
lobes du bas liée a cette rotation et aux différences d’angle d’ouverture des
domaines (Tajima et al. 2016).

83



Chapitre 1 Introduction

Figure 1.4-14 : Site de modulation des récepteurs NMDA par le potentiel
d’oxydoréduction.

Représentation en cartoon du domaine ABD de GIuN1 avec les cystéines
présentées en jaune (PDB 4TLL). Les deux cystéines dont le carbone alpha est
représenté par une sphere sont les deux acides aminés responsables de la
sensibilité des récepteurs NMDA a l'oxydoréduction. Les sphéres rouges
correspondent au départ des linkers vers les domaines voisins (un départ vers
le NTD en haut et 3 linkers qui relient a 'ABD en bas). On note que le pont
cystéine entre C744A et C798A est a proximité directe du linker qui relie
I’ABD a I’hélice transmembranaire TM4 (Lee et al. 2014).

1.4.5. Modulation par le potentiel d’oxydo-

réduction

Les récepteurs NMDA sont modulés par le potentiel d’oxydo-réduction extracellulaire
ambiant (Aizenman et al. 1989, Aizenman et al. 1990, Kohr et al. 1994). Cette
modulation ne fait pas intervenir un modulateur particulier mais elle est liée a un site
bien défini, allostérique car distinct du site orthostérique de liaison de I'agoniste. Cette
sensibilité est controlée par deux cystéines de la sous-unité GluN1, C744 et C798 qui
forment ensemble un pont disulfure (Sullivan et al. 1994). Ce dernier est localisé dans le

bas du domaine de liaison de I'agoniste (Figure 1.4-14). Les composés réducteurs,
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comme le dithioerythritol (DTE) ou dithiothreitol (DTT), permettent par réduction de ce
pont disulfure, d’augmenter I'activité des récepteurs GIuN1/GIUN2B sauvages d’un
facteur 2 et dans une moindre mesure celles des récepteurs GIuN1/GuN2A. Cette action
est réversible, et I'utilisation d’agents oxydants comme le DTNB (5,5'-Dithiobis(2-
nitrobenzoic acid) ou réactif d’Ellman) diminuent I’activité du récepteur par réformation
du pont disulfure. Le remplacement des deux cystéines par des alanines par mutagénése
dirigée aboutit a des récepteurs constitutivement plus actifs et insensibles a Ia

modulation.

1.4.6. Modulateurs agissant au niveau de I’ABD

La découverte de modulateurs allostériques ciblant la couche ABD est récente chez les
récepteurs NMDA. Les premiers ont été identifiés en 2010 avec la découverte d’'une
série de composés dont le TCN-201 est le chef de file (Bettini et al. 2010). Ces molécules
sont des modulateurs allostériques négatifs particulierement sélectifs pour la sous-unité
GluN2A, et dont le mode d’action est unique. Leur effet est directement lié au taux
d’occupation des ABDs de la sous-unité GIuN1, qui lie la glycine ou la D-sérine.
Cependant, méme si une forte concentration en glycine vient a bout de I'inhibition par le
TCN, les deux molécules ne sont pas en compétition pour le méme site de liaison
(Edman et al. 2012, Hansen et al. 2012). Le mécanisme d’inhibition est donc bien un
mécanisme allostérique: en se fixant au sein de linterface des dimeres d’ABD
GluN1/GIuN2A (Figure 1.4-15), le TCN-201 accélére la constante de dissociation de la
glycine. Ce modulateur allostérique négatif a déja été utilisé pour contrbler la
composition des récepteurs NMDA dans des neurones en culture malgré sa faible

solubilité (McKay et al. 2012, Zhu and Paoletti 2015).

Plus récemment, des potentiateurs des récepteurs NMDA contenant la sous-unité
GluN2A ont été trouvés (Hackos et al. 2016, Hackos and Hanson 2017). Appartenant a
une nouvelle classe de composés, ces molécules de synthése dénommées GNE-3476,
GNE-3419, GNE-6901 et GNE-8324 agissent également au niveau d’un site de liaison
situé au sein de l'interface des diméres d’ABD (Figure 1.4-16). Pour ces composés, le site

de fixation est connu plus précisément, il est situé a l'interface entre les lobes du haut.
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Des molécules agissant a une position homologue et bloquant la désensibilisation
comme le cyclothiazide étaient déja connues chez les récepteurs AMPA (Sun et al. 2002)
mais pas chez le récepteur NMDA. De facon inattendue, il semble qu’'un composé de la
méme famille se lie au niveau de la zone transmembranaire, suggérant un nouveau
potentiel pour cette région dans la recherche de molécules thérapeutiques (Wang et al.

2017).

Des inhibiteurs ciblant les sous-unités GIUN2C et GIuN2D ont également été identifiés.
Leur principal représentant est dénommé QZN46. Une étude électrophysiologique
détaillée a montré que l'action de ces molécules est dépendante de la liaison du
glutamate a la sous-unité GIuN2 et a permis de situer approximativement leur site de
fixation au niveau du lobe inférieur de ’ABD de GIuN2D (Figure 1.4-15), dans une zone
proche de la membrane (Mosley et al. 2010, Hansen and Traynelis 2011). Par ailleurs,
d’autres inhibiteurs sélectifs des sous-unités GIuUN2C et GIuN2D sans rapport structural
avec le QNZ46, tel le DPQ-1105, semblent partager le méme site de fixation (Acker et al.
2011).
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Figure 1.4-15 : Modulateurs allostériques des récepteurs NMDA agissant au
niveau de la machinerie d’activation (ABD et TMD).

A gauche, une représentation schématique du récepteur NMDA, seul un
dimere est représenté, permettant de situer I’ABD et le TMD. Le site d’action
probable des composés présentés en formule topologique a droite est situé
sur les structures d’un dimere d’ABD et de TMD. La sélectivité est indiquée
pour chaque composé, en rouge si c’est un inhibiteur, en bleu si c’est un
potentiateur (Zhu and Paoletti 2015).
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Figure 1.4-16 : GNE-6901, un modulateur allostérique positif des récepteurs
NMDA contenant la sous-unité GIuN2A agissant au niveau de I’ABD.

A Formule topologique du GNE-6901. B Trace représentative de |'effet de
30 uM du modulateur sur des récepteurs NMDA GIuN1/GIuN2A exprimés en
ovocytes de Xénope et activés ou non par 100 uM de glutamate. C Facteur
potentiation de la réponse a I'EC3; du glutamate en fonction de la
concentration de GNE-6901 utilisée pour les différents sous-types de
récepteurs du glutamate. Le composé est sélectif des récepteurs
GIuN1/GIuN2A mais agit également sur les récepteurs GIuN1/GIuN2D. D Le
site de liaison du PAM se situe a l'interface de dimérisation ABD. C’est a ce
niveau que se fixent les composés qui empéchent la désensibilisation des
récepteurs AMPA. Chez les récepteurs NMDA, il a été montré que cette
région est importante dans la sensibilité aux protons et au zinc. (Gielen et al.
2008, Hackos et al. 2016).

1.4.7. Autres modulateurs allostériques

Les récepteurs NMDA sont modulés par des neurostéroides, les neurostéroides sulfatés

insaturés étant des potentiateurs tandis que les neurostéroides saturés inhibent le
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récepteur (Weaver et al. 2000). Cette modulation est dépendante du sous-type de
récepteur mais le mécanisme d’action n’a pas été établi (Horak et al. 2004, Jang et al.

2004, Horak et al. 2006, Stoll et al. 2007, Kussius et al. 2009).

Les récepteurs NMDA sont également régulés positivement par des interactions directes
avec les acides gras polyinsaturés comme |’acide arachidonique ou I’acide oléique (Miller
et al. 1992, Casado and Ascher 1998). Le site de liaison de ces composés n’est pas connu.
Une simulation de dynamique moléculaire récente a cependant suggéré que les lipides
pouvaient interagir avec une interface située entre les hélices TM2 et TM3 de GIuN1 et

I’"hélice TM3 de la sous-unité GIuN2B adjacente (Song et al. 2018).

Par ailleurs, les récepteurs NMDA sont mécano-sensibles, c’est-a-dire sensibles a la
pression osmotique et a la tension membranaire (Paoletti and Ascher 1994, Casado and

Ascher 1998).

Plus récemment, des modulateurs allostériques positifs des récepteurs NMDA ont été
identifiés. Le composé PYD-106 est sélectif des récepteur GIuUN1/GIuN2C et se lie a
I'interface entre ABD et NTD sur GIuN2C (Khatri et al. 2014, Zimmerman et al. 2014). Les
tetrahydroisoquinolines comme le CIQ ciblent les récepteurs GIuN2C et GIuN2D
(Mullasseril et al. 2010, Ogden and Traynelis 2013). La famille des composés UBP sont
des modulateurs a la sélectivité variable entre les différents sous-types de récepteurs
NMDA, parfois potentiateurs et parfois inhibiteurs. Leur site d’action n’est pas connu

précisément (Costa et al. 2010, Irvine et al. 2012).

Enfin, de nouveaux inhibiteurs ciblant les sous-unités GIuN2C et GIuN2D et se liant au
niveau du domaine transmembranaire ont été trouvés en 2017. NAB-14 est leur

principal représentant (Swanger et al. 2018).

1.4.8. Les bloqueurs du pore
En grande partie du fait de la présence d’une asparagine au niveau du site Q/R/N (voir

1.3.5), les propriétés du pore des récepteurs NMDA sont différentes de celles des autres

récepteurs-canaux du glutamate. Le canal des récepteurs NMDA est en effet perméable
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au calcium, et peut étre blogqué par de nombreuses petites molécules comme les ions
Mg®" et Zn*, les polyamines ou des composés de synthése, avec généralement une forte
dépendance au voltage (Traynelis et al. 2010, Wollmuth 2018). Des différences existent
cependant entre les différents sous-types de récepteurs NMDA en termes de blocage
magnésium, de conductance unitaire et de perméation calcique. Les récepteurs NMDA
contenant les sous-unités 2A et 2B ont une conductance unitaire plus forte, une
perméabilité calcique 2 fois plus importante et une plus grande affinité pour le
magnésium que les récepteurs contenant les sous-unité 2C et 2D (Stern et al. 1992,
Stern et al. 1994, Cull-Candy and Leszkiewicz 2004). Cette différence est en grande
partie liée a un acide aminé au niveau d’un site dit S/L sur I'hélice TM3 de GIuN2

(position 632 sur 2A ; Siegler Retchless et al. 2012).

Les ions Mg?* sont des modulateurs cruciaux en contexte physiologique car ils sont
responsables de la forte dépendance au voltage de la conductance des récepteurs
NMDA a la synapse. C'est grace au blocage du pore par le magnésium que les récepteurs
NMDA jouent leur réle de détecteur de coincidence (Figure 1.2-6), décelant lorsque la
dépolarisation post-synaptique se produit au méme moment ou peu apres la libération
du glutamate (Mayer et al. 1984, Nowak et al. 1984, Ascher et al. 1988). Le site de liaison
du magnésium est situé environ a mi-chemin dans la membrane, dans une zone du pore
plus large appelée vestibule interne, située entre les deux points de constriction que
sont la porte d’activation (‘gate’) qui controle I'ouverture du canal et le filtre de

sélectivité (Villarroel et al. 1995, Zarei and Dani 1995).

Le blocage du pore par les ions Zn* passe par un mécanisme similaire. L'action du zinc
au niveau du pore est de relativement faible affinité (ICso d’environ 10 uM ; Paoletti et
al. 1997) et est rapidement réversible. Les polyamines comme la spermine et la
spermidine, qui sont des molécules endogenes, interagissent au niveau du pore avec
différents résidus de I'hélice réentrante TM2, y compris au niveau du site Q/R/N. Elles
peuvent ressortir du canal a la fois coté intérieur et coté extérieur et donc traverser le
canal (Bowie and Mayer 1995, Bowie et al. 1998, Dingledine et al. 1999). Lors de |'étude
de I'effet potentiateur des polyamines et de I'effet inhibiteur du zinc au niveau des
NTDs, on peut se placer a un potentiel membranaire faible pour éviter I'effet de blocage

du pore de ces molécules qui dépend du voltage appliqué.

89



Chapitre 1 Introduction

La mémantine est un médicament utilisé pour le traitement de la maladie d’Alzheimer
(Johnson et al. 2015). La kétamine, dont le mode d’action est similaire, a des effets
bénéfiques dans le traitement de la douleur et de la dépression. Ces deux molécules
sont des bloqueurs du pore (Figure 1.4-17) qui agissent également en occluant le canal
au niveau du vestibule interne, empéchant le passage des ions. Comme les autres
blogueurs du pore, elles ne peuvent donc pas agir quand le récepteur est inactif. De
plus, elles présentent aussi une forte dépendance au voltage, avec une inhibition plus
efficace quand la membrane est hyperpolarisée. Le site d’action de ces deux composés
chevauche celui du magnésium, ce qui explique que la présence d’une concentration
physiologique de Mg?* (1 mM) décale leur ICso. La mémantine est une drogue bien
tolérée et autorisée dans le traitement de la maladie d’Alzheimer tandis que la
kétamine, malgré des effets antidépresseurs rapides, reproduit les symptomes de la
schizophrénie (Wilkinson 2012, Wilkinson et al. 2014). La différence d’action entre ces
deux molécules n’est pas encore bien comprise mais il semblerait qu’elles inhibent des
sous-populations de récepteurs NMDA distinctes (Johnson et al. 2015, Glasgow et al.

2017)

Enfin le mécanisme du MK-801 (ou dizocilpine), qui est une molécule de synthése aux
propriétés neuroprotectrices dans des modeles animaux d’accident vasculaire cérébral,
de trauma cranien et de maladie de Parkinsons (Kovacic and Somanathan 2010), passe
également par un blocage du pore. Ses effets secondaires, probablement liés a sa forte
affinité et son long temps de séjour dans le canal, empéchent cependant son utilisation
thérapeutique. Sa propriété de blocage lent, effective uniquement lorsque le récepteur
est actif (la molécule ne peut pénétrer dans le pore pour le bloguer que s’il est ouvert) a
conduit a son utilisation pour évaluer la probabilité d’ouverture du récepteur sur des
courants macroscopiques. En effet, la cinétique de son effet inhibiteur, révélatrice de sa
liaison au niveau du pore, est reliée a la proportion de canaux ouverts et donc a la
probabilité d’ouverture du récepteur. Le MK-801 inhibera plus rapidement des canaux
ouverts 90% du temps que des canaux ouverts 10% du temps ce qui permet d’estimer
une probabilité d’ouverture relative entre différentes populations de récepteurs
(Huettner and Bean 1988, Jahr 1992, Rosenmund et al. 1993, Hansen et al. 2013). Tout

récemment, la suppression des domaines NTD du récepteur NMDA pour améliorer sa
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cristallisation a permis d’obtenir des détails moléculaires de I'intérieur du pore au sein
du domaine transmembranaire, et de mieux comprendre la fixation du MK-801 et de la

mémantine (voir aussi 1.6.2.3 ; Song et al. 2018).

Ketamine MK-801
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Figure 1.4-17 : Mécanisme de blocage du pore chez le récepteur NMDA.

A Structure du récepteur NMDA entier (GIuN1 en vert, GIUN2B en bleu)
montrant par un point rouge le vestibule interne, emplacement du blocage
du pore. B En haut, formule topologique de trois bloqueurs du pore
synthétiques. La kétamine possédant deux énantiomeéres, elle est ici
représentée sans chiralité. En bas, positionnement de la mémantine et de la
kétamine dans un modeéle par homologie du pore de GIuN1/GIuN2A (Siegler
Retchless et al. 2012) et positionnement du MK-801 dans une structure de
récepteur GIuN1-GIuN2B, (vue extracellulaire et latérale ; Song et al. 2018).
C Représentation schématique des sites de liaison de la mémantine et du
MK-801. GIuN1 est en bleu et GIuUN2B est en jaune. Les deux bloqueurs
provoquent la fermeture du pore et se positionnent par des interactions
similaires avec les résidus asparagine clés, dont GIuN1-N614 et GIuN2B-N612
qui correspondent au site Q/R/N (Voir 1.3.5) (Johnson et al. 2015, Song et al.
2018).
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1.4.9. Pharmacologie des récepteurs

trihétéromériques

La caractérisation des différents modulateurs allostériques du récepteur NMDA a
généralement été faite in vitro sur des récepteurs dihétéromériques, c’est-a-dire
contenant uniquement deux des sous-unités différentes, par exemple GIuN1/GIuN2A ou
GluN1/GIuN2B. L’étude pharmacologique des trihétéromeres est plus difficile puisqu’en
faisant exprimer trois sous-unités dans une cellule, par exemple GIuN1, GIuN2A et
GIluN2B, on obtient un mélange de trois populations de récepteurs: des récepteurs
dihétéromériques GIuN1/GIuN2A, des récepteurs dihétéromériques GluN1/GIuN2B et
des récepteurs trihétéromériques GIuN1/GIuN2A/GIuN2B (Stroebel et al. 2018).
Cependant, connaitre I'effet d’'une drogue sur les récepteurs contenant trois sous-unités
différentes revét une grande importance pour des approches thérapeutiques car les
trinétéromeéres sont majoritaires a certaines synapses et sont probablement les
récepteurs NMDA les plus abondants du cerveau antérieur adulte (Rauner and Kohr

2011, Paoletti et al. 2013).

La premiere stratégie mise en ceuvre pour étudier les trihétéromeres a été I'utilisation
de mutations ponctuelles, qui en un seul ou en deux exemplaires selon les cas, alterent
la sensibilité au glutamate, au magnésium ou au zinc, pour se débarrasser
pharmacologiquement des récepteurs dihétéromériques. Cette approche élégante a
permis de montrer que la présence d’'un seul site de liaison du zinc ou de l'ifenprodil
permettait d’obtenir une modulation partielle (Hatton and Paoletti 2005). Plus tard,
deux études utilisant la méme stratégie basée sur les signaux de rétention
complémentaires des récepteurs GABAg parviennent a une expression exclusive de
trinétéromeres GIluN1/GIuN2A/GIuN2B permettant d’étudier en détail les propriétés
pharmacologiques de ces récepteurs (Hansen et al. 2014, Stroebel et al. 2014). Elles
montrent que ces récepteurs possédent un phénotype pharmacologique intermédiaire
comparé a ceux des dihétéroméres, mais généralement plus proche de GIuN2A (Figure
1.4-18). Ainsi, la probabilité d’ouverture, la cinétique de désactivation du glutamate, la
sensibilité aux agonistes, au pH, au zinc, au TCN-201 et a l'ifenprodil des récepteurs

trihétéromériques GIuN1/GIuN2A/GIuN2B sont entre celles des dihétéromeéres
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GluN1/GIuN2A et GIuN1/GIuN2B. Les courbes dose-réponse au zinc et a l'ifenprodil sont
biphasiques, révélant une forme d’indépendance dans la contribution des deux sous-
unités GIuN2. La sensibilité a la spermine est une exception notable: alors que les
dihétéromeres contenant la sous-unité GIuUN2B sont trés sensibles a la spermine, les
trinétéromeéres y sont complétement insensibles, montrant la nécessité de la présence
de deux copies de GIuN2B pour I'action de ce modulateur allostérique positif. Enfin, la
sensibilité des trinétéromeres au GNE-6901 est également intermédiaire a celles des

dihétéromeéres (Hackos et al. 2016).

La premiére structure de récepteur NMDA trihétéromérique GIuN1/GIuN2A/GIuN2B
entiére est parue en 2017 (Figure 1.4-19; Lu et al. 2017). Elle révele une différence
d’arrangement relativement subtile entre les diméres GIuN1/GIuN2A et GIuN1/GIuN2B
au sein du tétramere, dont l'interprétation reste difficile. Elle permet néanmoins de
repérer une cavité spécifique des trihétéromeres car mettant en jeu a la fois la sous-
unité GIuN2A et la sous-unité GIuN2B et située au centre de la partie extracellulaire,
entre les 8 domaines bilobés (Stroebel et al. 2018). Cette poche est bordée en haut par
les lobes R2 des NTDs des deux sous-unités GIuN2 et en bas par les lobes du haut de
leurs ABDs (Figure 1.4-19). La région homologue chez le récepteur AMPA constitue le
site de liaison d’un polypeptide, la toxine con-ikot-ikot (Chen et al. 2014). Un ciblage de
cette cavité permettrait peut-étre de trouver des composés pharmacologiques sélectifs
pour étudier le réle des trihétéromeres en contexte physiologique (Tovar et al. 2013,

Stroebel et al. 2018).
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Figure 1.4-18: Propriétés fonctionnelles des trihétéromeéres

GluN1/GluN2A/GIuN2B.

A Sensibilité au glutamate. B Sensibilité a la glycine. C Cinétique d’inhibition
par 10nM de MK-801. D Cinétique de désactivation du glutamate.

\

E Sensibilité aux protons. F Sensibilité au zinc. G Sensibilité a l'ifenprodil.
H Sensibilité a la spermine avec a droite des traces montrant I'effet de
100 uM de spermine au potentiel de -30mV a pH 6.5. Malgré la présence
d’une sous-unité GIuN2B, les trihétéromeres sont insensibles a la spermine

(Stroebel et al. 2014).
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B iw [ ABD ,, _.NTD
| GIuNZA= (GIUN2A ) GIuN
g ') S 1 i VRS L

NTD

g R o
5§ R g S e
: e/ AN AR
CGIuNT” T GIUN2B. (GIUN2B .

e
¢ -

ABD

TMD

GluN2A side ‘GluN2B side

GluN2B ,,EYDWYIF,, ., GWELEEV,, ,,,KLQSPT,,,
GluN2A ,,,DYDWHVE,,, ,,,GWDMQNV,,, ,, KIHSSV,,,

Figure 1.4-19 : Structure du trihétéromeéres GluN1/GluN2A/GIuN2B.

A gauche, structure du trihétéromeéres avec GluN1 en gris, GIuN2A en vert et
GIUN2B en rouge. La cavité centrale de 20 nm® est représentée par une
surface grise. A droite en haut, vue du dessus de la poche. Au milieu, vue du
coté GIuN2A ou GIuN2B. L’enveloppe est colorée en fonction de la sous-unité
qui la jouxte (bleu pour GluN1, vert pour GIuN2A, rouge pour GIuN2B et blanc
pour I'espace accessible au solvant). En bas, alignement de la séquence des
boucles participant a la cavité chez le rat mettant en évidence les résidus
non-conservés (en couleur) et ceux participant directement a la poche
(soulignés). Les différences entre GIuUN2A et GIuN2B sont a l'origine de
I'originalité de cette cavité comparée a celles des récepteurs
dihétéromériques (Stroebel et al. 2018).
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1.5. Analyse cinétique des récepteurs

NMDA

1.5.1. Modele cinétique de I'activation d’'un

récepteur-canal

Il est possible d’analyser l'activité d’un récepteur-canal unique en temps réel lors
d’expériences de patch-clamp (Hamill et al. 1981). Cette technique d’électrophysiologie,
dont le développement par Bert Sakmann et Erwin Neher a été récompensé par le prix
Nobel de physiologie ou de médecine en 1991 consiste a mettre en continuité électrique
une micropipette en verre avec la membrane d’une cellule ce qui permet d’enregistrer
les courants ioniques a travers cette membrane ou I'évolution de son potentiel. Les
micropipettes utilisées sont obtenues par chauffage et étirement de fins capillaires de
verre. Elles sont remplies d’'une solution conductrice qui differe selon la configuration
gue I'on souhaite utiliser (Figure 1.5-1). Le diameétre de la pointe de la pipette qui
détermine la taille de la zone membranaire que I'on va contacter est généralement de
I'ordre du uM. Une difficulté majeure est de réussir a étanchéifier le contact entre la
pipette et la membrane. La qualité du contact entre les deux éléments est évaluée par la

résistance de jonction entre les deux éléments.
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Figure 1.5-1 : Les différentes configurations utilisées en patch-clamp.

A La configuration ‘On-cell’, ou la membrane cellulaire est intacte et Ila
pipette est hermétiquement attachée a la cellule, permet d’analyser I'activité
des canaux présents dans la surface membranaire a l'intérieur de la pipette
tout en préservant l'intégrité du milieu intracellulaire. B La configuration
‘Inside out’, est obtenue en arrachant le morceau de membrane scellé a la
pipette dans la situation précédente. Elle permet d’appliquer différentes
solutions coté intracellulaire. C La configuration ‘Whole-cell’ est obtenue a
partir de la configuration ‘On-cell’ par une dépression a lintérieur de la
pipette qui perce le morceau de membrane attaché. Elle permet d’enregistrer
I'activité de tous les canaux présents dans la membrane cellulaire. Le milieu
intracellulaire est alors envahi par le contenu de la pipette. D La configuration
‘Outside-out’ obtenue depuis la configuration ‘whole-cell’ en arrachant un
morceau de membrane qui se referme spontanément permet d’appliquer des
solutions du c6té extracellulaire. Elle est particulierement utile pour les
récepteurs aux neurotransmetteurs lorsque I'on veut placer le site de liaison
de I'agoniste dans différentes conditions.

Lors d’'une expérience en canal unique (‘single channel’), I'expérimentateur parvient a
isoler dans sa pipette un unique récepteur ionotropique ce qui lui permet de suivre et
d’enregistrer son activité (Gibb and Colquhoun 1992, Hille 2001). Un enregistrement
suffisamment long permet alors de s’assurer qu’il n’y a aucune période de double
ouverture et de vérifier que I'on est bien en présence d’un seul canal. Les propriétés
unitaires du récepteur, telles sa probabilité d’ouverture absolue (Po, proportion du
temps que le récepteur passe ouvert en présence d’agonistes en conditions saturantes),

ou sa conductance unitaire peuvent alors étre mesurées. Certains canaux possedent
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différents niveaux de conductance, correspondant a différents états d’ouverture du
canal plus ou moins perméables. Les expériences en canal unique permettent également
d’étudier les propriétés cinétigues du mécanisme d’activation des récepteurs. Les
modeles cinétiques appliqués aux récepteurs-canaux sont des processus de Markov ,
c’est-a-dire des processus sans mémoire (Sakmann and Neher 2009) : la prédiction de la
trajectoire d’un récepteur entre ses différents états possibles dans le modéle n’est pas
améliorable par la connaissance des états qu’il a parcourus auparavant. Le passage d’un
état a un autre est déterminé par des constantes de vitesse qui, appliquées a des
molécules uniques, peuvent étre vues comme des probabilités. La durée de vie d’un état
est modélisée par une distribution exponentielle. Par I'analyse de la distribution des
périodes d’ouverture et de fermeture des canaux uniques, on peut parvenir a
déterminer le nombre d’états ouverts et fermés cinétiguement distincts et a calculer les
constantes qui les relient. La compréhension du fonctionnement du récepteur a I'échelle
de la molécule unique (niveau(x) de courant unitaire(s), probabilité d’ouverture, décours
temporel de I'activation, modéle cinétique) doit permettre de retrouver et d’expliquer

les propriétés de ses courants macroscopiques (Sakmann and Neher 2009).

Les premieres études réalisées sur le récepteur nicotinique a I'acétylcholine de la
jonction neuromusculaire ont montré que méme en condition d’agoniste en
concentration saturante, les récepteurs n’étaient pas actifs en permanence. La
distinction a alors été faite dans le mécanisme d’activation entre I'affinité de I'agoniste,
c’est-a-dire sa capacité a se lier au récepteur, et son efficacité, qui correspond a sa
capacité a stabiliser I’état ouvert du canal lorsqu’il est lié (Figure 1.5-2, Del Castillo and
Katz 1957). Ensuite, les longs états non conducteurs, appelés états désensibilisés ont été
ajoutés au schéma cinétique (Katz and Thesleff 1957), et la présence de plusieurs sites
de liaison de I'agoniste, découverte par la suite, a été prise en compte (Karlin 1967).
Suite a ces premiéres étapes, d’autres améliorations ont été apportées au mécanisme, le
complexifiant mais permettant de décrire fidelement I'activation du récepteur et le
décours temporel des courants de la jonction neuromusculaire (Colguhoun and

Sakmann 1985, Gibb 2004, Bouzat and Sine 2017).
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Figure 1.5-2: Evolution du schéma cinétique décrivant I’activation du
récepteur nicotinique a I'acétylcholine depuis 1957.

A La séparation entre affinité et efficacité permet de rendre compte des
expériences mettant en jeu des agonistes partiels, qui peuvent se lier au
récepteur en déclenchant une réponse moins importante (Del Castillo and
Katz 1957). B La découverte de la présence de deux sites de liaison de
I’agoniste, de périodes d’ouvertures en absence d’agoniste et d’une
coopérativité positive dans la courbe dose-réponse a mené a replacer
I'activation dans le cadre d’'un mécanisme allostérique de type Monod-
Wyman-Changeux (Monod et al. 1965, Dionne et al. 1978, Jackson 1986,
Jackson 1988). C Des études récentes proposent une étape d’amorcage avant
I'ouverture qui met en jeu des états pré-ouverts (pre-open) afin de
représenter au mieux les données d’activation (Bouzat and Sine 2017).

Chez les récepteurs canaux du glutamate, la situation est tres différente en fonction des
types de récepteur. En effet, les récepteurs AMPA présentent 4 différents niveaux de
sous-conductances qui suggerent une participation relativement indépendante des
différentes sous-unités a I'ouverture du canal (Figure 1.5-3). Ainsi, le canal peut s’ouvrir
avec une conductance moindre lorsque les différents sites de fixation de I’agoniste ne
sont pas tous occupés (Rosenmund et al. 1998, Smith and Howe 2000, Smith et al. 2000,
Gebhardt and Cull-Candy 2006).

Chez les récepteurs NMDA en revanche, les 4 sites de fixation de I'agoniste doivent étre
occupés avant que l'ouverture ne soit possible (Stern et al. 1992, Stern et al. 1994,

Paoletti 2011). Nous nous limiterons ici au cas des récepteurs NMDA, en insistant plus
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particulierement sur les étapes d’activation qui se produisent apres la fixation des 4

molécules d’agoniste au niveau des ABDs.

A

20 »M glutamate, -100 mV

- - - -
-_—————- - - -

- S M =
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number per 40 fA
g

g

current (pA)

Figure 1.5-3: Les récepteurs AMPA posseédent différents niveaux de
conductance unitaire en fonction du nombre d’agonistes liés.

A Extraits représentatifs d’enregistrements de |’activité d’un récepteur AMPA
unigue dans un patch issu d’une cellule en grain a -100 mV en présence de
100 uM de cyclothiazide (une drogue qui empéche la désensibilisation du
récepteur). B Histogramme de répartition des niveaux de courant lors des
enregistrements montrés en A. Les niveaux de courant détectés sont
fortement dépendants de la concentration en glutamate utilisée (Smith and
Howe 2000).
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1.5.2. Etablissement du modéle cinétique des

récepteurs NMDA

Le premier modele cinétique de l'activation des récepteurs NMDA est paru en 1992
(Figure 1.5-5D ; Lester and Jahr 1992). Ce mécanisme se révéla efficace pour expliquer le
décours des réponses macroscopiques synaptiques mais pas pour certains aspects des
données en canal unique comme les périodes d’ouverture du canal ou le nombre d’états
fermés et ouverts (Gibb and Colquhoun 1991, Gibb and Colquhoun 1992, Edmonds et al.
1995). Le modele cinétique utilisé aujourd’hui a été proposé pour la premiere fois en
2003 par deux groupes différents (Banke and Traynelis 2003, Popescu and Auerbach
2003). Dans un cas, des récepteurs GIuN1/GIuN2A uniques ont été soumis a pH 8 a une
concentration saturante de glutamate et de glycine en configuration cell-attached en
présence d’un chélateur de I\/Ig2+ (un exemple d’enregistrements de la méme équipe
avec le méme protocole dans une étude ultérieure est donné Figure 1.5-4). Afin de
trouver un modele cinétique qui reproduise les enregistrements, les auteurs ont testé
des mécanismes de complexité croissante. Ils arrivent a la conclusion qu’ils ont besoin
d’au moins 5 états fermés et 2 états ouverts distincts pour reproduire fidelement les
données expérimentales. 2 des 5 états fermés sont des états désensibilisés longs. Cette
approche qui part des données sans a priori peut étre qualifiée d’ascendante (‘bottom-

up’) (Popescu and Auerbach 2003, Popescu and Auerbach 2004).

Dans l'autre étude, des récepteurs GIuN1/GIuN2B ont été étudiés a pH 7.4 en
configuration outside-out a concentration saturante de glutamate et de glycine,
également en I'absence de magnésium (Banke and Traynelis 2003). Dans ce cas encore,
5 états inactifs distincts sont envisagés, et deux de ces états sont attribués a des formes
de désensibilisation a partir de I'analyse macroscopique de la récupération aprés
désensibilisation. L’hypothese est alors faite que parmi les 3 composantes restantes,
I'une d’entre elle est liée a un changement de conformation de GluN1, I'autre a un
changement de conformation de GIuN2B et la derniere correspond a une ouverture
concertée du canal. Lors de la comparaison entre des enregistrements faits avec les
deux agonistes totaux glutamate et glycine et des enregistrements faits en substituant

I’'un des deux par un agoniste partiel, une seule composante temporelle des périodes de
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fermeture est modifiée a chaque fois selon la sous-unité concernée ce qui supporte leur
hypothése (Figure 1.5-5). On peut a présent relier leur proposition a I’'asymétrie entre les
sous-unités A/C et B/D (Figure 1.3-2) dont la conformation des linkers est tres
dissemblable (Karakas and Furukawa 2014, Kazi et al. 2014, Lee et al. 2014). Dans ce cas,
on pourrait qualifier I'approche de descendante (‘top-down’) car on part d’une

hypothése pour expliquer les données (Banke and Traynelis 2003, Popescu and

Auerbach 2004).
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Figure 1.5-4 : Activité du récepteur NMDA unitaire GIuN1/GIuN2A.

A Enregistrement en présence de 1 mM de glutamate, 100 uM de glycine et
1 mM d’EDTA de l'activité d’un canal unique en configuration outside-out
a -80 mV. B Evolution de la moyenne des temps d’ouverture et de fermeture
a chaque seconde pendant I'enregistrement montrant que ces valeurs sont
stables au cours du temps. C Distribution en deux pics des niveaux de
courants illustrant I’existence d’une unique conductance pour les récepteurs
NMDA. D Distibution des durées d’ouverture et de fermeture du canal sur
une échelle logarithmique. Les longues périodes de fermeture correspondant
aux états désensibilisés ont été retirées (Auerbach and Zhou 2005).
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Figure 1.5-5 : Modéles cinétiques de I'activation du récepteur NMDA.

A Influence de la substitution d’un agoniste total par un agoniste partiel sur
les différentes composantes temporelles de la distribution des durées de
fermeture chez le récepteur GIuN1/GIuN2B. On remarque que la substitution
du glutamate par de I'acide quinolinique ou du NMDA double la composante
temporelle lente tsuurs) tandis que la substitution de la glycine par de la
cycloserine (CS) ou du HA-966 modifie la composante temporelle
intermédiaire tshurz) (Banke and Traynelis 2003). B Distribution des durées de
fermeture du canal sur une échelle logarithmique pour des récepteurs
GIuN1/GIuN2A. Les longues périodes de fermeture, au-dela du temps
critique, correspondent aux états désensibilisés (Popescu and Auerbach
2003). € Les deux principaux modeles cinétiques proposés pour les
récepteurs NMDA accompagnés des constantes cinétiques relatives a
GIUN1/GIuN2A (s). En haut, la contribution des sous-unités GluN1 et GluN2
est indépendante et peut se produire dans n’importe quel ordre. Le
mécanisme du bas impose que le réarrangement lent (hypothétiqguement lié
a GluN2) se produit en premier. Ces modeles cinétiques s’appliquent a des
récepteurs perpétuellement saturés en agonistes, et ne représentent pas les
états désensibilisés (Auerbach and Zhou 2005). D Evolution du modéle
d’activation des récepteurs NMDA avec a gauche le premier modeéle proposé
(Lester and Jahr 1992) et a droite un exemple de modele actuel avec deux
états désensibilisés différents et plusieurs états liés aux agonistes mais
inactifs. R* représente I'état actif (Banke and Traynelis 2003, Gibb 2004).
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Ces deux approches conceptuellement différentes, sur des sous-types de récepteurs
distincts, parviennent a un résultat semblable en termes de schéma d’activation et
identique en termes de nombre d’états cinétiquement discernables. Une étude
ultérieure, analysant toutes les possibilités de branchement d’un modéle cinétique a 3
états fermés et 2 états ouverts a confirmé ces premiers résultats (Figure 1.5-5, Auerbach

and Zhou 2005).

1.5.3. Comparaison entre les récepteurs

GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2B

Les récepteurs GIuN1/GIuN2A et les récepteurs GIuN1/GIuN2B restent tous deux
ouverts plusieurs dizaines de millisecondes aprés une breve application de glutamate,
démontrant leur capacité a retenir la molécule liée au niveau de I’ABD alors que sa
concentration ambiante a déja chuté (Paoletti 2011). Les récepteurs contenant la sous-
unité GIuN2A s’activent légerement plus rapidement et plus fréquemment, tandis que
ceux contenant la sous-unité GIuN2B sont ceux qui ont |'activation la plus longue (Figure
1.5-6 ; Erreger et al. 2005). Les récepteurs contenant la sous-unité GIuN2A ont une plus
grande probabilité d’ouverture (Po) que les récepteurs contenant la sous-unité GIuN2B.
Cependant, le méme modeéle cinétique de mécanisme d’activation représente de facon
satisfaisante [|'activation des deux sous-types (Figure 1.5-7), avec au moins une
constante plus rapide pour les récepteurs contenant GIuN2A, ce changement étant

suffisant pour expliquer la différence de Po (Erreger et al. 2005, Traynelis et al. 2010).
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Figure 1.5-6: Comparaison de la cinétique d’activation des récepteurs
GluN1/GIuN2A et GluN1/GIuN2B.

En réponse a une application breve (3-8 ms) de 1 mM de glutamate en
présence continue de 50 uM de glycine, les récepteurs contenant la sous-
unité GIuN2A s’ouvrent plus fréguemment et légérement plus rapidement.
Leur ouverture est cependant plus courte (Erreger et al. 2005).

1.5.4. Impact des modulateurs allostériques et de

mutations

L'effet d’'un modulateur allostérique sur l'activité du récepteur NMDA se traduit

nécessairement a I'échelle de la molécule unique au niveau du mécanisme d’activation.

Les expériences en canal unique ont montré que méme liés a des modulateurs, les

récepteurs suivent la méme séquence d’activation a 5 états fermés et deux états

ouverts. Ce sont les transitions entre les états qui sont affectées sans qu’il ne soit

nécessaire de modifier le modele cinétique pour rendre compte des changements
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observés (lacobucci and Popescu 2018). Les modulateurs peuvent cependant affecter
des transitions trés diverses. La numérotation des états fermés n’étant pas homogene

dans la littérature, on se servira ici de celle présentée Figure 1.5-7.

Les protons sont les premiers a avoir été étudiés. Une baisse de pH touche toutes les
étapes du schéma cinétique de GIuN1/GIuN2B, piégeant les récepteurs dans un état non
conducteur (Banke et al. 2005). Toujours sur GluN1-GluN2B, l'ifenprodil semble plutot
affecter la transition précoce C3-C2, avec cependant également un effet sur la transition
d’ouverture C1-O (Amico-Ruvio et al. 2012). Sur GIuN1/GIuN2A, I'ajout de zinc ralentit
toutes les transitions vers I’état ouvert, sans affecter les états désensibilisés, avec un
effet plus important sur la transition C1-O1 (Amico-Ruvio et al. 2011). La suppression du
pont disulfure qui contrdle la sensibilité redox des récepteurs (Sullivan et al. 1994), par
utilisation d’un agent réducteur ou par mutagénese, affecte principalement les
transitions entre états ouverts (Talukder et al. 2011). Enfin, I'insertion de résidus glycine
dans le linker TM3-S2 qui est directement relié a la ‘gate’ affecte uniquement la
transition C1-01 si réalisée sur GIuN1 et ralentit toutes les transitions vers I'état ouvert

si réalisée sur GIuN2A (Kazi et al. 2014).

Avec la multiplication des structures compléetes de récepteurs entiers dans différents
états conformationnels, un objectif séduisant est de parvenir a relier ces structures ou
ensembles de structure a des états cinétiguement discernables (Zhou and Wollmuth
2017). Cependant, méme en gardant toujours le méme modele cinétique, la grande
variété des conséquences des mutations ou de la liaison des différents modulateurs
allostériques sur les transitions rend l'interprétation structurale difficile, d’autant plus
gue si la plupart des sites de fixation des modulateurs sont connus, leur mécanisme
d’action n’est le plus souvent pas élucidé. Méme si la correspondance entre états
cinétiques et états structuraux reste obscure, les tentatives de relier les deux chez le
récepteur nicotinique a I'acétylcholine laissent espérer des progres a ce niveau (Gupta et

al. 2017).
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Figure 1.5-7: Modeéles cinétiques de I'activation des récepteurs
GluN1/GIuN2A et GluN1/GIuN2B.

L'activation des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2A et
GluN2B met en jeu les mémes étapes cinétiques, mais avec des constantes de
transition différentes. A Modeles cinétiques tirés d’enregistrements en
présence continue de concentrations saturantes de glutamate et glycine.
Apres I'étape de liaison, le récepteur a acces a deux états ouverts et 5 états
fermés dont deux sont des états désensibilisés longs. Les constantes
cinétiques sont en s™*. B Simulation des courants déclenchés en réponse a une
exposition a 1 mM de glutamate pendant 1 ms en présence de 100 uM de
glycine avec le modele cinétique présenté en A. La bréve exposition au
glutamate reproduit les conditions d’une libération synaptique. C. Simulation
des courants déclenchés en réponse a une exposition longue (5 s) de 1 mM
de glutamate en présence de 100 uM de glycine (lacobucci and Popescu
2018).
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1.6. Modélisation des récepteurs

ionotropiques du glutamate

1.6.1. Modélisation par homologie

1.6.1.1. Principe

La modélisation par homologie, ou modélisation comparative, permet de construire un
modeéle en trois dimensions d’une protéine a partir de sa séquence et de la structure
d’une protéine homologue (Sali 1995). Cette méthode repose sur le fait qu’une similarité
de séquence se traduit par une similarité de structure (Chothia and Lesk 1986). Plus
I’'homologie de séquence est forte, plus ’homologie de structure le sera, avec un seuil de
20 % d’identité de séquence sous lequel on peut trouver de fortes divergences (Figure
1.6-1). La séquence de la protéine a modéliser est alignée sur le modele et la qualité du
modele par homologie dépend fortement de la qualité de cet alignement. Une des
principales difficultés réside dans la reconstitution des parties manquantes, soit non
résolues dans la structure guide, soit du fait d’une insertion ou délétion entre les deux
séquences. Cette reconstruction est alors faite ab initio ce qui aboutit a des résultats
beaucoup moins précis. D’abord appliquée au protéines solubles, cette technique

fonctionne également pour les protéines membranaires (Olivella et al. 2013).
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Figure 1.6-1 : Comparaison entre l'identité de séquence et le rmsd pour les
protéines membranaires et solubles.

Le RMSD (‘root mean square deviation’) est une mesure de la différence de
structure tridimensionnelle entre deux protéines. Les deux courbes
présentées sont des fits de la relation entre rmsd et identité de séquence
pour les protéines membranaires entieres en vert et les segments
transmembranaires uniquement en orange. En arriere-plan figurent les
données pour les protéines solubles sous la forme contour de densité de
probabilité d’obtenir des alignements 3D avec le RMSD correspondant. On
note que la similarité structurale est plus forte pour les parties membranaires
des protéines pour une méme identité de séquence (Olivella et al. 2013).
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1.6.1.2. Application aux récepteurs ionotropiques du

glutamate

La modélisation par homologie a été utilisée pour modéliser le domaine N-terminal de
GluN2B afin de déterminer le site de fixation de l'ifenprodil avant que la structure du
complexe ne soit résolue (Mony et al. 2009b). Le modeéle a été basé sur la structure du
domaine de liaison de I'agoniste du récepteur métabotropique du glutamate mGIuR1
(pdb lewk). Cependant, la forme twistée des NTDs des récepteurs NMDA était alors
inconnue ce qui a conduit a un modele inexact. Méme si les structures des NTDs de
récepteurs AMPA (Clayton et al. 2009, Jin et al. 2009), kainate (Kumar et al. 2009) et
NMDA (Karakas et al. 2009) qui sont parues par la suite ont confirmé |'appartenance de
ces domaines a la famille des protéines LIVBP, comme le domaine de liaison de
I’'agoniste de mGluR1, la torsion de 50° entre le lobe R1 et le lobe R2 était complétement
inattendue. La position de la poche ifenprodil n’a été confirmée qu’encore plus tard avec

la parution du dimére de NTD (Karakas et al. 2011).

La machinerie d’activation (domaines ABD et TMD) du récepteur NMDA a été modélisée
par homologie avec les récepteurs AMPA dans une étude visant a simuler I'ouverture du
canal alors que la structure du récepteur NMDA n’était pas encore parue (voir plus bas

1.6.2.3 ; Dai and Zhou 2013).

Plus récemment un modeéle par homologie de pore ouvert a été proposé pour le
récepteur NMDA en partant des structures fermées (Pang and Zhou 2017). Ce modeéle a
été proposé juste avant que ne paraisse la premiere structure ouverte d’'un récepteur-
canal du glutamate, celle de ’lhomotétrameére GIuA2 (Twomey et al. 2017a). A partir de
la structure fermée, I'arrangement des hélices transmembranaires a été modifié pour
obtenir un canal ouvert avant d’étre raffiné par une simulation de dynamique
moléculaire en membrane explicite (voir 1.6.2.1). Ce modele de TMD ouvert de
récepteur NMDA présente un RMSD (‘root mean square deviation’) de 3.7 A avec la
structure publiée pour le TMD ouvert de récepteur AMPA calculé sur 288 Ca. Cette
différence peut s’expliquer a la fois par une différence de structure entre les deux sous-
types de récepteurs du glutamate et par l'inexactitude inhérente a l'utilisation de Ila

modélisation par homologie. Une évaluation trés grossiere de ce résultat peut étre
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proposée sachant que les TMD des différents récepteurs-canaux du glutamate partagent
au minimum 10 % d’identité de séquence si I'on considere les résidus identiques entre
toutes les sous-unités (Traynelis et al. 2010). L’identité entre GluA2 et GIuN1/GIuN2B
seuls est probablement plus importante. D’apres la Figure 1.6-1, on peut donc s’attendre
pour une structure exacte du TMD de récepteur NMDA ouvert a un RMSD inférieur a 3

comparé au TMD du récepteur AMPA.

La parution récente d’'une multitude de structures completes des récepteurs canaux du
glutamate liée a I'explosion de la cryo-microscopie électronique a permis de mettre a
jour les données structurales et de réduire le besoin de modélisation par homologie
(Chen et al. 2014, Durr et al. 2014, Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014,
Meyerson et al. 2014, Herguedas et al. 2016, Meyerson et al. 2016, Tajima et al. 2016,
Twomey et al. 2016, Zhu et al. 2016, Lu et al. 2017, Twomey et al. 2017a, Twomey et al.
2017b)

Le challenge restant réside dans la production de modeles reconstituant les boucles
manquantes, notamment les linkers qui relient les différentes couches de domaines. En
effet, les linkers qui relient le NTD a I’ABD sont cruciaux dans les différences entre sous-
types de récepteurs NMDA (Gielen et al. 2009, Yuan et al. 2009) et les linkers qui relient
I’ABD au TMD sont bien évidemment essentiels au fonctionnement du récepteur (Kazi et
al. 2013, Kazi et al. 2014). Du fait de leur flexibilité due a I'absence de structures
secondaires, ces parties sont les principaux éléments manquants ou moins bien définis
dans les structures récentes. Une fois cette limitation dépassée, la diversité de
structures disponibles et les progres de la simulation de dynamique moléculaire pour la
modélisation de grosses protéines sont trés prometteurs pour la reconstitution du

fonctionnement des récepteurs-canaux du glutamate in silico.

1.6.2. Les simulations de dynamique moléculaire

1.6.2.1. Principe

La simulation de dynamique moléculaire est une méthode permettant d’étudier le

mouvement des molécules par des simulations informatiques. Elle nécessite comme

111



Chapitre 1 Introduction

prérequis I'existence d’une structure (obtenue par exemple par cristallographie aux
rayons X, RMN, cryo-microscopie électronique...), ou a défaut d’'un modéle (par
homologie ou ab initio) de la molécule considérée. Cette technique a I'avantage d’avoir
la résolution suffisante pour observer les détails moléculaires des changements de
conformation liés a la liaison d’un agoniste ou d’un modulateur allostérique (Karplus and
McCammon 2002). La précision atomique permet de décrypter le role de résidus clés
dans les changements conformationnels ou dans des processus essentiels comme la
perméabilité ionique membranaire. Elle permet également de saisir des intermédiaires
conformationnels dont l'instabilité empéche I'observation expérimentale (Howard et al.

2018).

Le systéme considéré, généralement constitué de la protéine d’intérét dans un solvant
qui peut étre explicite (toutes les molécules du solvant sont représentées) ou implicite
(représenté par des valeurs moyennes) est suivi au cours du temps par le calcul
numérique du mouvement de ses atomes. Ce calcul repose sur la discrétisation de
I’équation de Newton qui permet d’obtenir la vitesse d’'une particule a partir de son

potentiel.

. &7
ZE = ma; = mi—— =-V;V

C’est une méthode qui est coliteuse en termes de temps de calcul, notamment en
fonction de la taille du systeme, du pas de temps considéré et du champ de force utilisé.
L'étape la plus colteuse en termes computationnels est I’évaluation du potentiel des
particules en fonction de leurs coordonnées. C’'est grace a ce potentiel qu’est ensuite
calculé leur mouvement jusqu’a l'intégration suivante. Le pas de temps considéré, qui
est la durée entre deux évaluations du potentiel, doit étre suffisamment faible pour
éviter les erreurs de discrétisation, et donc plus faible que la fréquence de vibration la
plus rapide du systeme, qui est généralement la fréquence de vibration des atomes
d’hydrogéne. L'ordre de grandeur du pas de temps est la femtoseconde (107" s), mais il
peut étre rallongé notamment en empéchant la vibration des atomes d’hydrogéne

(Zuckerman 2011).
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1.6.2.2. Différents champs de force

Le champ de force est la fonction qui permet d’assigner a chaque particule considérée
un potentiel qui sera ensuite utilisé pour calculer sa vitesse et donc son déplacement
dans le prochain pas de temps. On parle d’un champ de force ‘tout atome’ lorsque le
potentiel est calculé pour tous les atomes lors de la simulation, et de champs de force
gros grain (‘coarse grain’) lorsque les molécules sont simplifiées et que I'on ne calcule un
potentiel que pour le regroupement de plusieurs atomes. Dans un systéme gros grains,
on peut par exemple ne considérer qu’'une particule pour chaque acide aminé ou
simplifier les chalnes latérales en ne considérant que quelques particules pour chacune.
L'utilisation d’un systéme gros grains permet de simplifier le systéme, et donc de gagner

en temps de calcul ou en longueur simulée mais elle induit une perte de précision.

On donne généralement a la fonction de potentiel, ou champ de force, la forme suivante
qui sépare le potentiel lié aux interactions covalentes de celui lié aux interactions non

covalentes :

E= Ecovalente + Enon-covalente

L’étape la plus colteuse dans I’évaluation du potentiel d’'une particule est le calcul du
terme lié aux interactions non covalentes, qui comprend le potentiel lié aux interactions

de Van der Waals et celui lié aux interactions électrostatiques :

Enon—covalente = EVan der Waals Eélectrostatique

En théorie, une particule interagit avec toutes les autres particules du systeme, mais un
‘cutoff’ (limite, coupure ou troncature) est utilisé pour éviter de perdre du temps a
calculer des interactions négligeables notamment pour les interactions de Van der Waals
qui varient en r-°, r étant la distance entre les deux particules considérées. Pour les
interactions électrostatiques en revanche, qui peuvent agir de facon non négligeable sur
des distances plus importantes, le cutoff considéré est adouci pour éviter un
changement brutal de potentiel de part et d’autre, ou d’autres méthodes

computationnelles sont utilisées pour le calcul comme Particle mesh Ewald (PME).
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Le choix entre solvant, implicite, ou explicite est aussi trés important en termes de
temps de calcul car les molécules de solvant doivent étre suffisamment nombreuses
pour occuper tout I'espace disponible du systéme, augmentant d’un facteur 10 environ
le nombre de particules, ce qui a de fortes répercussions: lorsque le solvant est
explicite, la majorité du temps de calcul sert a calculer le potentiel des molécules du
solvant. De ce fait, la simulation a généralement lieu dans une boite de forme et
dimension optimisée pour limiter la quantité de solvant nécessaire. Pour éviter les effets
de bord, on utilise la périodicité : toute particule qui sort d’un coté de la boite rentre par
l'autre coté rendant l'espace ‘infini’. Selon la méthode utilisée, le temps de calcul
augmente en n? n*log(n) voire de facon proportionnelle au nombre de particules

simulées.

1.6.2.3. Application aux récepteurs ionotropiques du

glutamate

Les techniques de simulations de dynamique moléculaire ont d’abord été appliquées a
des domaines isolés, pour lesquels de nombreuses structures dans différentes
conformations sont disponibles depuis longtemps, et qui sont de plus petite taille que
les récepteurs complets (Postila et al. 2011, Okada et al. 2012). Elles ont permis
d’étudier I'interaction des ions Na* et ClI avec I'interface du dimére ABD des récepteurs
kainate (Vijayan et al. 2009) et le positionnement et la mobilité des molécules d’eau
dans la crevasse (Vijayan et al. 2010, Sahai and Biggin 2011). En utilisant des domaines
isolés, des simulations décrivant I'énergie libre du domaine de liaison de I'agoniste en
fonction de son angle d’ouverture ont permis de montrer comment la liaison des
agonistes change le paysage énergétique de cette région (Figure 1.6-2), et en particulier
comment les agonistes stabilisent la forme fermée de I’ABD comparée aux antagonistes
qui stabilisent la forme ouverte, les agonistes partiels stabilisant des conformations
intermédiaires (Lau and Roux 2011). En effet, il a été montré pour les récepteurs AMPA
que l'efficacité d’un ligand est directement reliée au degré de fermeture de I’ABD
stabilisé qu’il stabilise (Armstrong and Gouaux 2000). Cette affirmation basée sur les
structures cristallographiques n’est pas transposable aux récepteurs NMDA ce que I'on

retrouve en simulation de dynamique moléculaire (Figure 1.6-2). Les minima
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énergétiques des agonistes totaux et partiels sont les mémes dans les paysages
énergétiques des récepteurs NMDA, seules les pentes qui y menent différent (Dai and
Zhou 2013, Dai and Zhou 2015). L'application de cette méme technique a également
permis d’éclairer I'interprétation de données obtenues avec des domaines de liaison de
I'agoniste fermés de facon constitutive par des ponts disulfures en montrant que des
conformations semi-ouvertes étaient encore accessibles a ces domaines méme pontés

(Blanke and VanDongen 2008, Kussius and Popescu 2010, Dai and Zhou 2016).

Au-dela du changement conformationnel du seul ABD isolé, des simulations ont été
utilisées pour tenter de relier la fermeture de ce domaine a I'ouverture du canal sur les
récepteurs AMPA et NMDA. La situation est alors plus complexe, avec la nécessité de
simuler un domaine transmembranaire au sein d’'une membrane. A titre d’exemple,
dans le cas du récepteur NMDA, les simulations mettent en jeu 91422 molécules d’eau
(solvant explicite), 266 molécules de Na' et 258 molécules de CI" tandis que la
membrane est représentée par 686 molécules lipidiques d’une bicouche de
phosphatidylcholine (POPC). Le systéme total présente 380000 atomes environ. La
fermeture du domaine de liaison de I'agoniste a été forcée par I'utilisation de simulation
de dynamigue moléculaire ciblée (‘targeted molecular dynamics simulation’) afin
d’observer les conséquences de cette fermeture au niveau du pore (Figure 1.6-3). La
conformation des linkers qui relient le domaine de liaison de I'agoniste au domaine
transmembranaire est cruciale dans la transduction du changement conformationnel
(Dong and Zhou 2011, Dai and Zhou 2013). Pour I’étude concernant le récepteur NMDA,
il est important de noter qu’aucune structure complete de ce récepteur n’était
disponible a I'époque de la parution. Le domaine transmembranaire, les linkers et
I'arrangement des ABDs ont donc dus étre modélisés par homologie avec le récepteur
AMPA (dans ces simulations, les domaines NTDs ne sont pas considérés) pour lequel
I’équipe était parvenue a modéliser une ouverture. Les structures parues apres coup ont
révélé des différences substantielles dans I’arrangement de la couche ABD entre
récepteur AMPA et NMDA (voir 1.4.2 et Figure 1.4-5). Les conclusions de ces études
coincident avec les résultats expérimentaux, qui avancent un déplacement latéral plus
important pour les sous unités en position B/D c’est-a-dire les sous-unités GIuN2 chez le

récepteur NMDA (Kazi et al. 2013, Kazi et al. 2014). Ainsi, I'ensemble de ces données
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computationnelles, structurales et fonctionnelles montre une contribution différente
des sous-unités A/C et B/D a I'ouverture du canal (Zhou 2017) et a abouti a la production
d’un modele mathématique de I'ouverture des récepteurs-canaux du glutamate (Dai et

al. 2015).
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Figure 1.6-2 : Distribution d’énergie libre des ABDs des récepteurs canaux
du glutamate en fonction de leur conformation.

A Paysage d’énergie libre associé a la fermeture des ABDs de la sous-unité
GluA2 du récepteur AMPA calculé a partir de simulations de dynamique
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moléculaire tout atome par échantillonnage parapluie dans un solvant
explicite, en fonction du ligand utilisé. Le glutamate est le ligand endogéene
(agoniste total), le CNQX est un antagoniste (inhibiteur compétitif), le kainate
est un agoniste partiel et la mention Apo désigne la forme non liée du
domaine. On remarque que le minimum d’énergie libre se déplace en
fonction du ligand utilisé. B Représentation des deux parametres utilisés pour
guantifier la fermeture de I’ABD sur la structure de I’ABD ouvert (1FTO). C
Dans le cas du domaine ABD de la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA, le
minimum du paysage énergétique reste le méme pour les agonistes totaux et
partiels, seule la pente qui conduit a ce minimum varie (Le DCKA, inhibiteur
compétitif a un minimum différent). Elle est plus raide pour I'agoniste total, la
glycine, que pour les agonistes partiels (Lau and Roux 2011, Dai and Zhou
2013, Dai and Zhou 2015).
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Figure 1.6-3: ‘Targeted molecular dynamics simulation’” du mécanisme
d’ouverture du récepteur NMDA.

A Modele du récepteur NMDA construit par homologie avec le récepteur
AMPA montrant les quatre domaines ABD en représentation surface et les
hélices du domaine transmembranaire avec des cylindres. Le détail de la
porte d’activation est donné a droite. B. A gauche, rayon du canal le long de
I'axe du pore a t = 20 ns lorsque le récepteur est fermé en noiretat=72.3 ns
en orange. Les difficultés liées a la qualité du modele de départ sont notables,
par exemple au niveau du filtre de sélectivité. Le changement dirigé de
conformation de I’ABD est réalisé en 20 ns entre les instants t =20 et t =40
ns. Avant, 'ABD est en conformation ouverte. Apres, il est maintenu en
conformation fermée et on laisse le reste de la structure évoluer. A droite,
évolution du rayon du pore pendant la simulation. On note une tendance a
I’ouverture au niveau de la porte d’activation (Dai and Zhou 2013).
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Le domaine transmembranaire isolé du récepteur NMDA a également fait I'objet de
simulations de dynamique moléculaire visant a comprendre ses propriétés de liaison des
ions magnésium et calcium (Mesbahi-Vasey et al. 2017). Dans cette étude, de la méme
facon que dans I'étude citée dans la partie 1.6.1 ou les auteurs tentent de produire un
TMD ouvert (Pang and Zhou 2017), un modele par homologie a tout d’abord été produit
mais il a ensuite été soumis a des simulations de dynamique moléculaire afin d’en
améliorer la qualité. Le modele tout atome résultant est en bonne adéquation avec la

structure parue peu apres.

Enfin, tout récemment, la résolution détaillée du domaine transmembranaire du
récepteur NMDA emprisonnant le bloqueur de pore MK-801 a permis d’étudier le
blocage du pore par simulation de dynamique moléculaire. Le positionnement du MK-
801 et de la mémantine dans le pore ainsi que leurs trajectoires pour y entrer ont été
analysés (Figure 1.6-4). Ces molécules, qui se lient au niveau du vestibule interne, entre
la porte d’activation (‘gate’) et le filtre de sélectivité, agissent a la fois par occlusion
physique du trajet des ions et en favorisant la fermeture du canal par un effondrement

des hélices qui le bordent sur la partie hydrophobe du bloqueur (Song et al. 2018).

L'accélération récente du rythme de parution de nouvelles structures de protéines
membranaires complétes grace au développement de la cryo-microscopie électronique
est une source de données valorisable par la réalisation de simulations de dynamique
moléculaire moyennant les ressources computationnelles correspondantes. En prenant
I’'exemple du récepteur NMDA, GIuN1 et GIuN2 ayant des tailles d’environ 900 et 1400
acides aminés respectivement, le tétramére complet posseéde environ 6400 acides
aminés. Un tel systéme représente environ 10° a 10° atomes en incluant le solvant et les
lipides (Zheng et al. 2017). En 2009, une machine unique pouvait en un jour de calcul
simuler I’évolution d’un tel systeme pendant au maximum 10 ns (Klepeis et al. 2009). La
parallélisation des calculs, I'augmentation de la puissance computationnelle et la
meilleure optimisation des champs de force et algorithmes laissent donc présager de
nouvelles études de dynamique moléculaire sur récepteur entier, permettant d’étudier a
la fois I'activation et la modulation allostérique avec des modeles plus exacts que ceux

utilisés jusqu’a maintenant (Moraes et al. 2014, Vinothkumar 2015).

118



Section 1.6 Modélisation des récepteurs ionotropiques du glutamate
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Figure 1.6-4: Etude du mode de liaison du MK-801 par simulation de
dynamique moléculaire.

A Formule topologique du MK-801, un blogueur du canal ouvert. B Position
de la molécule de MK-801 dans la structure en rouge avec l'anomalie de
densité due a lI'atome d’iode en vert. Un deuxieme positionnement de la
molécule par pseudo-symétrie d’ordre 2 est montré en rose. L'atome de
carbone qui porte 'iode en position 3 est montré en jaune. C Positionnement
du MK-801 au cours d’une simulation de dynamique moléculaire démarrée
avec la molécule ‘dockée’ (amarrée) sur son site de liaison. On remarque que
les mouvements des atomes d’iode (en violet) sont regroupés en deux
populations qui coincident avec la localisation des anomalies de densité.
L'atome d’iode est stabilisé par une liaison hydrogéne avec GIuN1-N614 et
GluN2B-N612. La simulation a été réalisée dans une membrane lipidique de
POPC a pH 7, a 310 K, dans un ensemble NPT avec Anton et le champ de force
CHARMM, le systéme contenant environ 507000 atomes (Song et al. 2018).

1.6.3. L’analyse en mode normaux

1.6.3.1. Principe

La simulation de dynamique moléculaire est une technique poussée qui peut étre
difficile a mettre en oeuvre, notamment parce qu’elle est couteuse en termes de

ressources computationnelles, particulierement sur les échelles de temps suffisamment
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longues pour observer des changements fonctionnels de grande ampleur et sur des
systéemes de trés grande taille comme les récepteurs canaux du glutamate. Lorsque I'on
cherche a observer des mouvements globaux au sein d’une protéine, sans rechercher
une précision de I'échelle des mouvements atomiques, I'analyse en modes normaux est
une bonne solution, moins demandeuse en temps de calcul et puissante pour sonder les

mouvements a grande échelle des macromolécules (Cui and Bahar 2006).

Cette technique repose sur I'utilisation d’'une approximation harmonique qui est valable
si I'on se place a un minimum d’énergie potentielle de la protéine. On considére alors
gue le potentiel a la forme d’une fonction harmonique (Figure 1.6-5). En analyse par
modes normaux, au lieu de chercher une solution numérique d’équations définissant le
potentiel au cours du temps, on s’affranchit de la dimension temporelle pour chercher
une solution analytiqgue du mouvement de la protéine en utilisant un potentiel
approximatif. Le mouvement de la protéine est alors une somme de vibrations, les
vibrations de plus basse fréquence représentant les mouvements globaux, de grande
ampleur, qui concernent de grandes parties de la protéine et qui ont le plus de chance
de révéler des couplages entre domaines tandis que les vibrations de hautes fréquences

correspondent a des mouvements locaux.

Grace a l'approximation harmonique, le probleme prend la forme d’une matrice
Hessienne du potentiel, c’est-a-dire la matrice des dérivées partielles secondes du
potentiel par rapport a chacune des coordonnées du systeme. Cette matrice est d’ordre
3N, N étant le nombre d’atomes du systéme, chaque atome ayant trois coordonnées. La
résolution du probléme, qui passe par la diagonalisation de la matrice, permet de
trouver les vecteurs propres qui correspondent a la direction des différentes vibrations
tandis que les valeurs propres correspondent a la fréquence de ces vibrations. Les 6
mouvements de plus basses fréquence sont dit ‘triviaux’ car ils correspondent a la
translation et a la rotation de la protéine entiere. Les différentes vibrations obtenues

sont par définition orthogonales les unes par rapport aux autres.
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Figure 1.6-5 : Utilisation de I"approximation harmonique pour I'analyse de
modes normaux.

A gauche, représentation simplifiée de la surface d’énergie potentielle
multidimensionnelle d’une protéine au niveau d’'un minimum. On a
représenté une transition vers une autre conformation de faible énergie. A
droite, on constate que I'approximation harmonique ne permet pas dans ce
cas de trouver la deuxieme conformation de faible énergie malgré une bonne
représentation des mouvements a proximité du minimum. Un déplacement
sur la surface harmonique en utilisant les modes de faible fréquence suivi
d’une minimisation permettrait de résoudre ce probléme.

1.6.3.2. Différents champs de force

L’approximation harmonique n’est valable que si I'on se place a un minimum d’énergie
potentielle. Dans le cas d’'un champ de force élastique, ou les interactions sont
modélisées par des ressorts, on se trouve a un minimum d’énergie potentielle « par
construction » en définissant la longueur d’équilibre des ressorts a leur longueur de
départ. Les modeles élastiques sont les moins couteux en termes de puissance de calcul

et il a été montré qu’ils permettent une bonne représentation des mouvements a

Q-

grande échelle qui animent les protéines. (Tirion 1996, Sanejouand 2013). Le recours
un systeme gros-grain permet de simplifier encore le probléme considéré. Du fait de
I’approximation supplémentaire utilisée dans un champ de force élastique, les

fréquences obtenues ne sont plus réalistes.
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Dans le cas de I'utilisation d’un champ de force de mécanique moléculaire® pour le calcul
des modes normauy, il faut optimiser la structure de départ pour trouver un minimum
d’énergie potentielle du champ de force utilisé ce qui constitue une étape
supplémentaire. Quand le gradient d’énergie n’est pas infinitésimal au voisinage de Ila
structure de départ, on obtient des valeurs propres négatives lors de la diagonalisation

de la matrice Hessienne qui correspondent a des fréquences de vibration imaginaires.

Par ailleurs, lorsque I'on se sert des modes normaux pour simuler les mouvements de la
protéine, il faut garder a I'esprit que, plus I'on s’éloigne de la structure de départ, plus
on risque d’étre inexact du fait de la nécessité d’étre proche d’'un minimum d’énergie

potentielle.

1.6.3.3. Application aux récepteurs ionotropiques du

glutamate

Comme les autres méthodes de modélisation, I'analyse en modes normaux a d’abord
été utilisée sur des domaines isolés des récepteurs-canaux du glutamate, non seulement
parce que les données structurales ont été disponibles plus tot que pour le récepteur
entier, mais aussi car ils forment des systemes plus petits et donc plus faciles a
modéliser (Dutta et al. 2012, Zhu et al. 2013). Cependant, I'analyse en mode normaux
est particulierement intéressante pour les récepteurs entiers car ce sont de gros
systemes. Au niveau des domaines isolés, I'analyse en mode normaux a permis de
démontrer que les domaines de type ‘clamshell’ étaient animés de deux principaux

types de mouvements (Figure 1.6-6) :

e Un mouvement d’ouverture/fermeture, classique pour des domaines de type
VFT (‘Venus fly trap’, domaines bilobés en ‘clamshell’) qui lient leur ligand dans la
poche interlobe mais qui a pu étre généralisé pour les domaines NTD des

récepteurs-canaux du glutamate qui n’ont pas forcément de ligand ou dont le

' Pour les calculs de modes normaux, on peut aussi se servir des champs de force de type CHARMM,
AMBER, etc. qui sont ceux présentés dans la partie sur les simulations de dynamique moléculaire (voir
1.6.2.2). Dans les parties concernant I'analyse en mode normaux, nous les appellerons « champs de force
de mécanique moléculaire », par opposition aux « champs de force élastiques » (Bertaccini et al. 2007).
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ligand ne se lie pas forcément dans la poche interlobe (cas de l'ifenprodil par
exemple). De plus, les NTDs de récepteurs NMDA possedent une conformation
twistée différentes de celles des autres domaines VFT.

e Un mouvement de twist/détwist entre les deux lobes qui n’avait pas été anticipé.
Ce mouvement correspond a une modification de I'orientions relative des deux

lobes I'un par rapport a I'autre.

Les mouvements correspondants a ces deux principaux modes de vibration des
domaines ‘clamshell’ correspondent a des déplacements dont ['importance
fonctionnelle a été démontrée. Les mouvement d’ouverture/fermeture des NTDs ont
été reliés a I'activité du récepteur avec des domaines ouverts favorisant un récepteur
actif et des domaines fermés favorisant un récepteur inactif (voir Figure 1.4-12) (Gielen
et al. 2009, Mony et al. 2011) tandis que les mouvements de twist/détwist ont
également pu étre piégés expérimentalement (Stroebel et al. 2011, Zhu et al. 2013). Par
ailleurs, une fois les structures complétes parues, il a pu également étre vérifié que ces
mouvements identifiés sur des domaines isolés étaient retrouvés par analyse de modes

normaux sur le récepteur entier (Dutta et al. 2015, Krieger et al. 2015).

L'analyse en modes normaux a également été utilisée au niveau des ABDs des
récepteurs AMPA : le passage de la conformation classique a la conformation « d’angle
fermé » (‘closed angle’ ou CA), obtenue par cristallisation d’un tétramére d’ABDs
comportant des cystéines introduites afin d’obtenir des pontages, se fait simplement par
I"utilisation du mode de vibration de plus basse fréquence (Lau et al. 2013). Ce résultat,
accompagné de preuves fonctionnelles démontre I'importance de cette conformation
mais il n’a pas été reproduit dans le cadre du récepteur entier. En suivant cet exemple,
I’analyse en mode normaux permettrait peut-étre d’aider a déterminer I'importance
relative des nombreuses conformations inattendues proposées récemment pour les
couches ABD et NTD des récepteurs-canaux du glutamate. La plupart de ces
conformations ont été avancées a partir de données structurales et les données
fonctionnelles ou computationnelles leur font défaut (Chen et al. 2014, Durr et al. 2014,
Meyerson et al. 2014, Yelshanskaya et al. 2014, Herguedas et al. 2016, Meyerson et al.
2016, Zhu et al. 2016).
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Figure 1.6-6 : L'ouverture/fermeture et le twist/détwist : deux principaux
modes de vibration des domaines ‘clamshell’.

A Présentation des deux types de mouvement sur le domaine NTD de GIuA3.
B Matrice comparant les modes de vibrations des NTD isolés avec des
systemes de taille de plus en plus grande: le diméere de NTD, puis le
tétramére de NTD, puis le récepteur entier. Les couleurs les plus sombres
représentent les corrélations les plus importantes, le rouge et le bleu sont
équivalents. On remarque par exemple que les mouvements d’ouverture et
de twist du NTD de GIuN1 isolé sont retrouvés dans le mode 1 au niveau du
dimeére, puis dans les modes 5 a 7 au niveau du tétramere de NTD et enfin
dans les modes 6 a 8 du récepteur entier (Krieger et al. 2015).

En appliquant I'analyse par modes normaux de fagon comparative aux récepteurs AMPA
et NMDA entiers, une étude a avancé qu’il était possible d’inter-convertir la
conformation de ces deux récepteurs a I'arrangement structural distinct (voir Figure

1.4-6). En utilisant les modes de basses fréquences, on pourrait passer de I'arrangement
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aéré du récepteur AMPA a I'arrangement compact du récepteur NMDA et inversement
(Dutta et al. 2015). Une faiblesse de ce travail réside néanmoins dans le fait que lors des
comparaisons entre les deux sous-types de récepteur, les auteurs ne conservent que les
acides aminés d’une structure qui ont un équivalent dans l'autre structure (‘core
receptor’) ce qui a pour défaut de gommer beaucoup de différences structurales,
notamment toutes les boucles qui sont spécifiques a I'un des sous-type. En accord avec
ce parti-pris, les parties manquantes des récepteurs dans les structures ne sont pas
reconstruites ce qui d’'un co6té est une limitation étant donnée l|'importance des
différents linkers inter-couche chez les récepteurs-canaux du glutamate, mais d’un autre
cOté présente I'avantage de ne baser la modélisation que sur des données structurales

expérimentales en évitant les éventuelles erreurs de reconstructions ab initio.

Plus récemment, une étude basée sur un réseau élastique a cherché a tirer profit de la
parution récente de nouvelles densités de cryo-microscopie électronique du récepteur
NMDA pour analyser les changements de conformation du récepteur (Zheng et al.
2017). Par I'analyse de la transition conformationnelle entre une forme inhibée et une
forme active du récepteur avec un ‘fitting’ flexible, les auteurs proposent que le passage
d’une forme a l'autre se fait de facon séquentielle avec des mouvements d’abord dans la
couche NTD, puis dans la couche ABD et enfin au niveau du domaine transmembranaire.
Malheureusement, la transition modélisée n’aboutit pas a I'ouverture du pore dans la

forme active finale.

Les études d’analyse par modes normaux des récepteurs ionotropiques du glutamate
ont montré leur efficacité sur des domaines isolés du récepteur ce qui est prometteur
pour les résultats obtenus sur le récepteur entier, méme si les données fonctionnelles
qui permettraient d’évaluer la pertinence des propositions qui ont été faites grace a

cette technique manquent encore.
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Chapitre 2 Résultats

2.1. Analyse des modes normaux du

récepteur NMDA entier

2.1.1. Contexte

Les changements de conformation des domaines NTD du récepteur NMDA, a la fois
spontanés et stabilisés par des modulateurs allostériques, sont connus (voir Figure
1.4-12, Mony et al. 2011). Cependant, le mécanisme par lequel ces changements
conformationnels de la couche NTD affectent I'activité du récepteur en agissant sur la
machinerie d’ouverture (couches ABD et TMD) reste obscur. La parution des structures
guasi-complétes des récepteurs NMDA, en 2014 a ouvert la voie aux études
computationnelles du récepteur entier avec I'espoir de répondre a cette question
(Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014). Etant donné la taille du récepteur,
I’analyse des modes normaux est une technique susceptible de livrer des informations
sur les couplages allostériques permettant aux domaines NTD de controler I'activité du

canal.

Les structures parues en 2014 représentent le récepteur dans sa conformation inhibée
par un modulateur allostérique qui se fixe a l'interface entre les deux domaines NTD
(ifenprodil ou Ro25-6981 qui ont le méme mécanisme d’action, voir 1.4.4.2). Malgré
I'utilisation de séquences de deux espéces différentes, Xénope et rat, les deux structures
publiées sont remarquablement similaires ce qui soutient leur justesse. Cependant,
certains fragments sont manquants. Un modele complet de récepteur NMDA a été
produit au laboratoire sur la base de ces deux structures. La séquence des génes
sauvages de rat a été utilisée afin de se replacer dans un contexte aussi proche que
possible des conditions expérimentales (utilisation de genes de mammiferes, souris et

rat). Il a donc fallu procéder par homologie pour remplacer les acides aminés divergents
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ou mutés dans les structures. De plus certaines boucles non résolues dans les structures

ont dues étre soit omises, soit modélisées ab initio si elles étaient indispensables.

Fragments manquants a modéliser pour le modele de récepteur NMDA complet (rat)
DPK... ..KRH
GluN1 NTD ABD1[= ABD1| [TMI| |[T™Mu| [T™MII | [ABD2| | TMIV
ATLLA & F
4TLLC I
4TLM A » -
4TLM C I P o
4PE5 A & rard I
aPESC| ¢ I & &
- « v s PFGRFKVNSEEEEEDA..."“ﬁ
HPMD... LFY
GluN2B NTD ABD1|21ABD1| | TM I TM L = TM 11 ABD2 ™ IV
4TLL B I
4TLLD I I &
amB| & I
4TLM D &
4PES B ll
4PE5 D & P
e 4 .GTVSP... . EYFSPVGYNGPS... &
D Linker Fragment Xénope-spécifique conservé dans le modéle
657-663 Mo BEECar mEnt Nt === Fragment manquant a récupérer sur d'autres ssu
(en rINMDA rat complet)
mmm Boucle modélisée ab initio (loop model) === Fragment délibérément non modélisé (trop long)

Figure 2.1-1 : Conception d’un modele de récepteur NMDA de rat complet.
Présentation des informations structurales disponibles pour la sous-unité
GluN1 et pour la sous-unité GIuN2B, sur les 3 fichiers pdb parus en 2014. Les
zones en rouge signalent les données manquantes. La combinaison
d’informations provenant des deux exemplaires de chaque sous-unité dans
chaque structure a permis dans la plupart des cas la reconstruction du
récepteur de rat par homologie. Certaines boucles, en rose ou en bleu, ont
cependant dues étre omises ou modélisées ab initio.
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2.1.2. Utilisation d'un champ de force tout-atome

avec Gromacs

L'existence d’une étude parvenant a calculer les modes normaux du récepteur
pentamérique a la glycine al dans un champ de force « de mécanique moléculaire »
(voir note de bas de page p. 122) tout atome nous a encouragé a tenter cette technique
(Bertaccini et al. 2007). Le modeéle utilisé dans cet article, de plus de 26000 atomes, est
de taille comparable au récepteur NMDA (50000 atomes). L'avantage d’une telle
technique par rapport a un modeéle gros grains réside dans la possibilité d’examiner
I'effet de petites molécules sur les mouvements de grande ampleur de la protéine. En
effet, un champ de force de mécanique moléculaire tout atome permet de rendre
compte d’effets locaux subtils dans les interactions inter-atomiques. De plus les réseaux
élastiques sont figés et ne permettent généralement pas la rupture des liaisons faibles
dans la mesure ouU les ressorts utilisés pour les représenter sont « incassables ». Enfin,
un champ de force de mécanique moléculaire permet d’avoir une estimation réaliste des
fréquences de vibration des différents modes ce qui n’est pas le cas avec un modeéle
élastique. La mémoire vive nécessaire pour réaliser une étude des modes normaux
d’une protéine dans un champ de force de mécanique moléculaire croit en n® avec n le
nombre d’atomes du fait de I'étape de diagonalisation de la matrice Hessienne lors de la
résolution du probleme. Néanmoins, lorsque I'on prend en compte le fait que la matrice
est creuse, la mémoire nécessaire n’est plus que proportionnelle au nombre d’atomes.

C’est cette stratégie qui a été utilisée sur le récepteur pentamérique al.

La grappe de serveurs de calcul (‘cluster’) de I'Institut de Biologie de 'ENS posséde des
nceuds dont la mémoire vive est de 64 GB. C'est 'un de ces noceuds qui a été utilisé
spécifiguement pour I'analyse en mode normaux du récepteur NMDA complet dans un
champ de force de mécanique moléculaire. Comme pour I'étude du récepteur
pentamérique, nous avons choisi le logiciel GROMACS pour notre étude (Van Der Spoel
et al. 2005, Bertaccini et al. 2007). La premiere étape, obligatoire avant de passer au
calcul des modes normaux, consistait alors a minimiser notre modéle (Figure 2.1-2).
Malheureusement, malgré de multiples tentatives, nous ne sommes pas parvenus a

minimiser suffisamment notre modele : a chaque essai de calcul des modes normaux, les
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valeurs propres obtenues étaient négatives. D’'une part, il est possible que le modele ne
soit pas de qualité suffisante pour effectuer la minimisation de facon satisfaisante.
D’autre part, les seuls algorithmes de minimisation disponibles avec GROMACS sont la
méthode de la plus grande pente (‘steepest descent’) et la méthode du gradient
conjugué (‘conjugate gradient’). La premiere, utilisée en début de minimisation pour sa
rapidité de convergence, est trés sensible aux minima locaux. La seconde pour laquelle
chaque pas de minimisation est réalisé de facon orthogonale au précédent converge
moins rapidement mais est moins sensible aux minima locaux. Les protocoles de
minimisation mis en place a partir de ces deux algorithmes ne nous ont pas permis de
minimiser suffisamment notre structure. Un algorithme de minimisation de type
Newton-Raphson, absent chez GROMACS, nous aurait peut-étre permis d’arriver a un
meilleur résultat. Le fait que nous soyons parvenus a diagonaliser la matrice Hessienne
malgré sa grande dimension montre que nos hypothéses de départ sur la faisabilité de
modéliser un récepteur NMDA entier en champs de force de mécanique moléculaire

étaient exactes.
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Figure 2.1-2 : Tentative de minimisation du récepteur NMDA complet dans
un champ de force de mécanique moléculaire avec GROMACS.

A-B Evolution du potentiel en fonction du nombre de pas de ‘steepest
descent’ dans la premiére étape du protocole de minimisation ol les atomes
lourds sont maintenus fixes (A) et dans la deuxieme étape du protocole ou
seule la chaine principale est maintenue (B). C Evolution du potentiel en
fonction du nombre de pas de ‘steepest descent’, puis de gradient conjugué
dans les derniéeres étapes du protocole de minimisation ol une contrainte de
position sur les Ca est relachée peu a peu. A la fin de la derniere étape de
gradient conjugué, il n’y a plus de contrainte de position sur les atomes et
I"algorithme s’arréte en signalant qu’il a convergé. D Evolution du rmsd lors
des dernieres étapes de la minimisation.
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2.1.3. Utilisation d'un champ de force élastique

avec Bio3D

Suite a nos tentatives avec GROMACS, nous avons décidé de passer a un modele
élastique plus facile a mettre en ceuvre. Apres des essais sur différents programmes
(ANM 2.0 (Eyal et al. 2015); PDBMAT, DIAGRTB et elNémo (Suhre and Sanejouand
2004)), nous avons opté pour |'utilisation de Bio3D (Grant et al. 2006, Skjaerven et al.
2014), paquet pour le langage de programmation R (Tippmann 2015, R-Core-Team
2018), qui présente I'avantage d’intégrer de nombreuses fonctions de manipulation et

d’étude des séquences, structures et trajectoires de protéines.

En utilisant ce programme, nous avons pu observer les principaux modes de vibration de
notre modele de récepteur NMDA en utilisant les différents modeles directement

implémentés :

e Le champ de force ‘calpha’ développé initialement par Konrad Hinsen qui
applique une constante de rappel différente entre les noeuds proches (pour
modéliser les interactions covalentes de la chaine principale ou ‘backbone’) et
toutes les autres paires (Hinsen and Kneller 1999).

e Le champ de force ‘ANM’ (‘Anisotropic Network Model’) développé par le
laboratoire d’lvet Bahar qui utilise une constante de rappel dépendante de la
distance entre les nceuds (Eyal et al. 2015).

e Le champ de force ‘sdENM’ développé par Yves Dehouck et Alexander Mikhailov
qui utilise des constantes de rappel dépendant de la nature des résidus (Dehouck
and Mikhailov 2013).

e Le champ de force ‘REACH’ (‘Realistic Extension Algorithm via Covariance
Hessian’) développé par Kei Moritsugu et Jeremy Smith qui emploie une
constante de rappel qui décroit exponentiellement avec la distance pour les

interactions non covalentes (Moritsugu and Smith 2008).
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Figure 2.1-3 : Comparaison des modes de vibration du récepteur NMDA
entier dans différents champs de force élastiques.

Comparaison entre les modes obtenus avec le champ de force calpha et le
champ de force ANM en A, sdENM en B et REACH en C. Le RMSIP est une
mesure de la similarité entre deux ensembles de modes. Plus les carrés sont
sombres, plus les modes sont semblables. On note une trés bonne
conservation des modes de plus basses fréquences.

Une comparaison des résultats obtenus avec ces différents champs de forces élastiques
nous a permis de conclure que les résultats étaient robustes et tres similaires d’un
modele a l'autre. Les modes de vibration de basse fréquence obtenus étaient souvent
identiques avec les différents champs de force utilisés, avec toutefois des permutations
dans leur numérotation liées a des changements de fréquence (Figure 2.1-3). Certains
modes obtenus avec un modele étaient parfois décomposés dans d’autres modes de
basse fréquence obtenus avec un autre modele. Le mode de vibration numéro 1, était
toujours le méme et correspondait a un ploiement du récepteur (‘bending’), en
cohérence avec les autres études parues depuis, et dont les auteurs ont été jusqu’a
proposer que ce mouvement au cours duquel le récepteur se penche sur le c6té soit un
mécanisme permettant aux domaines NTD de contacter des protéines membranaires
auxiliaires qui protrudent moins loin hors de la cellule (Dutta et al. 2015, Krieger et al.
2015). Des rotations des différentes couches de domaines les unes par rapport aux
autres sont également fréquentes (Figure 2.1-4), une donnée en cohérence pour le
domaine transmembranaire avec un mécanisme d’ouverture en iris (‘iris-like’) comme
pour d’autres canaux pentamériques et tétramériques (Jiang et al. 2002, Valadie et al.
2003, Long et al. 2005). Cette ouverture en iris a depuis été démontrée pour le

récepteur AMPA et a toutes les chances d’étre conservée chez le récepteur NMDA
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(Twomey et al. 2017a). Le mode 2 notamment, relie une modification de I'angle
d’ouverture de ’ABD de GIuN2B avec une telle rotation du domaine transmembranaire.
Le mode 6 quant a lui met en jeu une rotation de I’ABD de type ‘rolling’ dont nous

démontrons I'importance fonctionnelle dans la section 2.3.

Figure 2.1-4: Ftude des modes normaux d’un récepteur NMDA complet
dans un réseau élastique.

A Représentation du modele de récepteur NMDA entier par un champ de
force élastique gros-grains. Les résidus sont représentés par des noeuds
(utilisation d’'un modele gros grains, et les interactions entre les nceuds sont
représentées par des oscillateurs harmoniques (modele élastique). A droite,
les traits représentent chacun un ressort. B Présentation du mode 2 et du
mode 6 de vibration en vue latérale et en vue extracellulaire. Dans le mode 2,
une modification de I'angle d’ouverture de I’ABD de GIuN2 (fleches sur le lobe
du bas) est couplée a une rotation du domaine transmembranaire et a un
décalage rigide (‘rigid body translation’) des deux diméres de NTD. Le mode 6
couple un mouvement de rapprochement des deux dimeres de NTD avec une
légere rotation en ‘rolling’ au niveau de I’ABD.
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Les structures parues en 2014 ont été obtenues grace a l'insertion d’un pont disulfure
entre les deux dimeres de NTD, en position K216 de la sous-unité GIuN2B chez le
récepteur de Xenopus laevis (homologue a la position K221 dans le gene de rat utilisé
habituellement en laboratoire pour cette sous-unité). Cette insertion aboutit a une
moindre flexibilité au niveau des NTDs et permet d’améliorer grandement la résolution
obtenue en cristallographie aux rayons X, mais avant cette insertion, une premiere
structure de basse résolution avait été obtenue avec des NTDs non contraints (Lee et al.
2014). En contactant directement le laboratoire d’Eric Gouaux, nous avons obtenu une
structure de cette deuxieme conformation du récepteur inhibé pour laquelle les NTDs
sont libérés de la contrainte du pont disulfure. Aprés avoir adapté notre modeéle a cette
deuxieme conformation, nous avons procédé a une analyse comparative des modes des
deux structures (Figure 2.1-5). En effet, les modes conservés dans les deux
conformations sont plus susceptibles d’avoir une importance physiologique,
particulierement s’ils permettent de passer d’'une conformation a I'autre. Les modes 2 et
6 présentés ci-dessus font partie des modes qui sont conservés dans les deux structures,
comme la plupart des modes de basse fréquence. De plus, leur cosinus avec le vecteur
différence des deux structures (vecteur qui permet de passer d’'une conformation a
I'autre) est élevé ce qui signifie qu’ils permettent de réaliser une grande partie de la
transition entre les deux états. Les modes 4 et 7 présentent aussi ces deux
caractéristiques. Ces deux modes présentent principalement des torsions entre les
couches de domaines, mais également des mouvements de faible amplitude de twist et
de baillement des domaines NTD (chez GIuN2B pour le mode 4 et chez GIuN1 pour le
mode 7). Le mode 4 présente par ailleurs une compaction globale du récepteur NMDA,
un changement qui a été mis en relation avec son activation lors d’expériences de

microscopie a force atomique (Suzuki et al. 2013).
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Figure 2.1-5: Comparaison des modes de vibration du récepteur NMDA
entier a partir de deux états conformationnels distincts de la couche NTD.

A A gauche, le premier modéle du récepteur NMDA GluN1/GLuN2B entier de
rat produit au laboratoire a partir des structures pontées parues en 2014.
Afin d’améliorer la qualité de leurs cristaux, les cristallographes ont inséré un
pont disulfure représenté ici par un ovale noir pour diminuer la mobilité de la
couche NTD. A droite le deuxiéme modéle produit a partir de la structure de
basse résolution, sans pont disulfure et dont les dimeéres de NTD sont plus
écartés. B Comparaison entre les 20 modes normaux de plus basse fréquence
calculés a partir de la conformation pontée (en abscisse) et a partir de la
conformation non-pontée (en ordonnée) avec le champ de force ‘calpha’
(Hinsen and Kneller 1999, Grant et al. 2006). Les modes 2, 4, 6 et 7 sont
identifiés par des fleches. Les mouvements des modes 2 et 6 sont retrouvés
dans les modes 5 et 2 respectivement de la conformation qui possede les
NTDs libres. C Comparaison entre les modes obtenus avec la conformation
pontée et le vecteur différence entre les deux conformations par le calcul du
cosinus entre les deux vecteurs. Les modes 2, 4, 6 et 7 présentent un cosinus
élevé ce qui signifie qu’ils sont impliqués dans le passage d’une structure a
I'autre.
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2.1.4. Discussion

Dans cette partie, nous avons vu que nous avions la puissance de calcul nécessaire pour
des calculs de modes normaux en tout atome dans un champ de force de mécanique
moléculaire avec GROMACS. Cependant, nous ne sommes pas venus a bout des
problemes liés a la minimisation de notre modeéle. En revanche, le calcul des modes
normaux du récepteur NMDA entier a pu étre réalisé sur les différents champs de force
élastiques implémentés dans Bio3D. Les différentes vibrations harmoniques mettent en
jeu des torsions entre les différentes couches et des mouvements de grande ampleur au

niveau des diméeres de NTDs.

Il n’y a pas a ce jour de donnée dans la littérature supportant I'idée que le mode de plus
basse fréquence (numéro 1) qui correspond a un ploiement du récepteur entier
(‘bending’, le récepteur entier se courbe et se penche vers la membrane) permette des
interactions avec des protéines membranaires auxiliaires comme cela a été proposé

(Krieger et al. 2015).

Au niveau de domaines individuels, la majorité des transitions obtenues étaient
malheureusement de type rigide (‘rigid body’) : tres peu de déplacements au sein méme
des domaines ont pu étre observés en dehors de mouvements de faible amplitude
d’ouverture/fermeture des ‘clamshells’ ou de twist (pour les NTDs uniquement). La tres
forte densité d’interactions et donc de ressorts au sein d’'un domaine ‘clamshell’ fermé
explique cette faible mobilité au sein des domaines. En effet, dans notre modele les
domaines ABD et le domaine NTD de GIuN2B sont en position fermée a cause de
I’occupation de leur site de liaison dans les structures de départ : glycine dans ’ABD de
GluN1, glutamate et ifenprodil dans I’ABD et le NTD de GIuN2B respectivement. Cette
contrainte limite les informations que nous donnent les vibrations sur les conséquences
de la fixation des agonistes et modulateurs allostériques. L'utilisation du champ de force
de mécanique moléculaire de GROMACS dans lequel les liaisons ne sont pas figées aurait

été intéressante de ce point de vue.

Par ailleurs, les deux structures utilisées possedent une conformation de la machinerie

d’activation (couches ABD et TMD) identique ce qui limite I'étude des mouvements au
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sein de ces couches de domaines. Une réponse a ce probléme est venue des nouvelles
structures parues en 2016 dont certaines possedent une conformation différente de la
couche ABD (Tajima et al. 2016, Zhu et al. 2016). Ces nouvelles structures et 'utilisation
d’un programme qui recalcule les modes de fagon itérative ont permis d’enrichir notre
étude et de résoudre le probléme de l'utilisation d’un réseau élastique dans lequel les
liaisons ne peuvent pas étre rompues. De plus le code écrit pour les variables collectives
de ce projet a pu étre réinvesti par la suite lors de I'étude des transitions entre les

différents états du récepteur (voir partie 2.3).
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2.2. Ingénierie d’'une famille de récepteurs

NMDA photo-activables

2.2.1. Contexte

L'utilisation de techniques d’optique révolutionne les neurosciences. Les composés
sensibles a la lumiere permettent en effet de controler a distance de facon précise et
avec une excellente résolution temporelle le comportement d’une protéine, d’un
neurone ou d'un groupe de neurones (Deisseroth 2011, Miesenbock 2011). Les
nouvelles techniques qui ont vu le jour et qui permettent de contrbler l'activité

neuronale peuvent étre classées de la facon suivante (Figure 2.2-1, Kramer et al. 2013) :

e |‘optogénétique, qui correspond principalement a [utilisation de |Ia
channelrhodopsin-2 et de I’halorhodopsin, des protéines photosensibles, comme
activateurs. Le gene d’une de ces protéines est alors inséré dans le génome d’une
lignée cellulaire qui I'exprime.

e |'optopharmacologie, qui correspond a l'utilisation de composés photosensibles
comme des agonistes cagés ou photoconvertibles.

e |a pharmacologie optogénétique qui est une combinaison des deux techniques
précédentes : la modification génétique d’une protéine présente de fagon
endogene couplée a lutilisation d’'un composé photosensible permet de

contréler optiquement I'activité de la protéine modifiée.

Parmi ces différentes options, la pharmacologie optogénétique est la seule technique

ayant une spécificité permettant d’étudier des sous-types particuliers de récepteurs.
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d Optogenetics b Optopharmacology Optopharmacology C Optogenetic pharmacology
Exogenous opsin + Endogenous channel + Endogenous channel + Genetically tagged channel +
endogenous photoswitch exogenous caged compound  exogenous photoswitch exogenous photoswitch

=

)

Figure 2.2-1: Classification des différentes techniques de contrdle des
canaux ioniques par la lumiére.

A l'optogénétique permet un photo-contréle de I'activité des cellules avec
une spécificité pour une lignée cellulaire grace a l'insertion du géne d’une
protéine exogene photosensible dans cette lignée. B L’'optopharmacologie n’a
pas de spécificité cellulaire mais la précision d’'une excitation en bi-photon
permet de cibler efficacement des épines dendritiques uniques avec pour
limitation le plan focal illuminé. C La pharmacologie optogénétique permet le
ciblage d’une lignée cellulaire précise et va méme jusqu’a une spécificité du
sous-type de récepteur ciblé. Comme |'optopharmacologie, elle nécessite
cependant I'ajout d’'un composé photosensible (Kramer et al. 2013).

L'objectif du projet était de produire une famille de récepteurs NMDA directement
activables par la lumiere grace a une stratégie de pharmacologie optogénétique. La
technique envisagée a déja été appliquée au récepteur canal trimérique P2X2 et il
s’agissait de la transposer aux récepteurs NMDA (Lemoine et al. 2013, Browne et al.

2014).

L'idée est d’introduire dans le domaine de liaison des agonistes par mutagénese dirigée
deux résidus cystéines sur lesquels on fixe une molécule photosensible, le BMA (4,4'-
bis(maleimido)azobenzene) qui alterne entre deux configurations cis et trans en fonction
de la longueur d’onde d’illumination (Figure 2.2-2). Le BMA est rivé de facon covalente
par chacune de ses deux extrémités aux deux cystéines introduites sur le récepteur et
son isomérisation va modifier la distance entre les deux acides aminés d’attache,
agissant ainsi sur I’état conformationnel et donc d’activation du domaine agoniste. Dans
le cas du récepteur P2X, le BMA agit au niveau du pore dont il provoque directement
I'ouverture. Dans notre cas en revanche, il agit au niveau du domaine ABD dont il

provoque la fermeture, avec |'espoir que cette fermeture du domaine ABD conduise a
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I'activation du récepteur, comme lorsqu’elle est permise par la liaison de |'agoniste.
L'avantage du BMA réside dans la réversibilité de sa diastéréoisomérisation : il agit
comme une agrafe moléculaire photo-isomérisable permettant un contréle optique

bidirectionnel de I'activation du récepteur.
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Figure 2.2-2: l'ouverture du canal trimérique P2X portant la mutation
P329C par illumination a 440 nm apreés traitement au BMA.

A Structure du canal P2X ouvert et fermé, seules les deux hélices
transmembranaires centrales sont représentées. Le récepteur est trimérique.
La position marquée en vert correspond a la proline 329 dont la mutation en
cystéine permet I'ouverture du canal par action du BMA. B Le BMA en
configuration cis et trans. L'illumination a 440 et 365 nm permet de passer
d’'une conformation a I’autre, modifiant la distance entre les deux extrémités
de la molécule. C Lillumination a la longueur d’onde 440 nm du canal P2X
portant la mutation P329C apres traitement au BMA permet une activation
comparable a celle déclenchée par son agoniste ’ATP (Browne et al. 2014).

2.2.2. Résultats

Nous nous sommes tout d’abord assurés que nous parvenions a reproduire les résultats

obtenus sur P2X (Browne et al. 2014). L'expression du récepteur trimérique portant la
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mutation P329C en ovocyte de Xénope nous a bien permis, aprés incubation dans du
BMA, d’obtenir I'activation du récepteur par illumination de fagon réversible (Figure

2.2-3).
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ABD
440 nm
ext
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TMD
touche
CTD Fermé Fermé
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Figure 2.2-3 : Ingénierie d’un récepteur NMDA photoactivable.

A Principe d’utilisation du BMA sur le récepteur NMDA, seul un dimére est
représenté. Le récepteur NMDA nécessite |la fermeture de I’ABD de GluN1 qui
lie la glycine et de GIuN2 qui lie le glutamate pour s’activer. On introduit les
cystéines dans le domaine de liaison de |'agoniste de GIuN1 ou de GIuN2
avant traitement au BMA, permettant soit d’activer le récepteur par la
lumiére en présence de glutamate, soit en présence de glycine. B Différentes
positions ciblées au niveau de I'ABD de GIuN1 et GIuN2. C A gauche,
reproduction au laboratoire des résultats publiés avec P2X. A droite, test
négatif d’activation par la lumiére d’'un mutant GIuN2B du récepteur NMDA
en présence de glycine. Une faible réponse a la longueur d’onde 440 nm est
observée mais elle est présente également pour des récepteurs NMDA
sauvages non traités au BMA. D Test de sensibilité a la glycine d’un récepteur
NMDA contenant la sous-unité GIuN1 mutée apres traitement au BMA afin de
savoir si la molécule est liée.
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Une fois cette premiere étape passée, les mutations a tester ont été introduites dans
I’ABD de GluN1 ou GIuN2 dont plusieurs structures en forme fermée ou ouverte ont été
publiées (Furukawa and Gouaux 2003, Furukawa et al. 2005, Jespersen et al. 2014). La
fermeture de la crevasse de I’ABD est directement reliée a I'activation du récepteur (voir
1.3.7). On peut donc supposer qu’en fixant le BMA de part et d’autre de la crevasse, son
isomérisation de la forme trans a la forme cis forcera la fermeture de I’ABD, mimant
I’action de I'agoniste. On obtiendrait I'effet inverse pour le passage de cis a trans, qui
aboutirait a un ABD ouvert et donc un récepteur inactif. Aprés identification des
positions compatibles avec la taille du BMA, les mutants ont été produits et testés.
Malheureusement, aucune position n’a permis d’activer ou de moduler I'activité du

récepteur. Différentes pistes ont alors été explorées :

e |'utilisation d’autres composés photosensibles obtenus par une collaboration
avec un laboratoire canadien et présentant des tailles différentes (Pozhidaeva et
al. 2004) n’a pas permis d’obtenir des résultats positifs.

e Des courbes dose réponse de l'agoniste ont été réalisées dans |'espoir de
détecter I’éventuelle liaison du BMA a I’ABD, avec l'idée qu’une molécule fixée
sur I’ABD peut géner la liaison de I'agoniste endogene (Figure 2.2-3).

e Des tentatives de fixation du BMA au niveau du TMD ont été effectuées afin de

se rapprocher de la stratégie appliquée sur P2X.

La liste des positions testées est donnée en annexe.

2.2.3. Discussion

Malgré des résultats préliminaires encourageants, avec la reproduction des résultats
publiés sur le récepteur P2X, nous ne sommes pas parvenus a conférer une
photosensibilité au récepteur NMDA. |l est difficile de connaitre la raison de cet échec et
I’on se bornera donc ici a formuler des hypotheéses. Il est possible que la fixation du BMA
ne se produise que lorsque la distance entre les deux cystéines respecte tres
scrupuleusement la géométrie de la molécule, condition qui n’est peut-étre pas

respectée dans les positions que nous avons testées. De plus, le BMA étant une
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molécule relativement hydrophobe, sa fixation sur la protéine n’est peut-étre effective
gue pour des positions proches de la membrane. Nous aurions pu dans ce cas avoir plus
de chance avec les positions testées au niveau du TMD mais il faut noter que du fait des
nombreux linkers, c’est une zone qui est beaucoup plus encombrée chez les récepteurs
NMDA que chez les récepteurs P2X. Par ailleurs, I'hétérotétramérie obligatoire du
récepteur NMDA rajoute également de la complexité, par exemple au niveau du pore ou
une force appliquée sur deux sous-unités seulement n’est peut-étre pas suffisante pour
déclencher l'ouverture avec l'agoniste complémentaire. Si l'approche avait été
couronnée de succes, nous aurions pu envisager de cibler I'état conformationnel des

NTDs avec le BMA afin d’obtenir une modulation allostérique photo-contrélée.

D’autres techniques d’opto-controle ont été appliquées avec succeés aux récepteurs-
canaux du glutamate. Par une approche de pharmacologie optogénétique, un récepteur
kainate GluK2 photosensible nommé LiGIuR a ainsi été développé par I'utilisation d’un
agoniste photo-isomérisable attaché a une cystéine introduite (Volgraf et al. 2006).
L'illumination permet alors directement de placer I'agoniste a I'intérieur de I’ABD et de
déclencher I'ouverture du canal. Cette approche pourrait également étre envisagée au
niveau des NTDs du récepteur NMDA avec un modulateur allostérique photo-
isomérisable attaché de facon covalente. Plus récemment, une famille de récepteurs
NMDA photosensibles a été congue grace a l'utilisation d’acides aminés non naturels.
Dans ce cas l'illumination permet, a la fagon d’un modulateur allostérique, d’augmenter
ou de diminuer l'activité du récepteur sans interférer avec son patron d’activation

naturel (Klippenstein et al. 2017).
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2.3. An inter-dimer allosteric switch

controls NMDA receptor activity

2.3.1. Contexte

En 2016, une nouvelle série de structures completes du récepteur NMDA obtenues par
cryo-microscopie électronique est parue (Tajima et al. 2016, Zhu et al. 2016). Ces
données concernent des conformations liées aux agonistes glutamate et glycine en
I’'absence de modulateur allostérique négatif (I'ifenprodil ou un équivalent, le Ro25-6981
étaient toujours présents dans les structures complétes antérieures), mais dont le pore
est cependant fermé. Ceci s’explique par la faible probabilité d’ouverture du récepteur
NMDA GIuN1/GIuN2B qui, méme en présence de glutamate et de glycine en
concentrations saturantes, n’est ouvert que 10 a 15 % du temps (Banke and Traynelis
2003, Erreger et al. 2005). Une de ces structures cependant, dont le TMD n’est pas
résolu, est particulierement intéressante car sa couche NTD est dans une conformation
active (voir Figure 1.4-12 pour le modele de fonctionnement des NTDs, Figure 1.4-13 la
conformation active des NTDs sur un dimere isolé et Figure 2.3-1 pour la structure
compléte contenant les NTDs en conformation active) et I'arrangement de sa couche
ABD est inédit avec une rotation des deux dimeres d’ABD |'un par rapport a I'autre, un
mouvement appelé rolling (Mony et al. 2011, Tajima et al. 2016). Par un raisonnement
qui s"appuie sur le déplacement du branchement des linkers vers le TMD a la base de la
couche ABD entre cette structure et les précédentes, les auteurs avancent que ce
domaine extracellulaire représente un état actif du récepteur dont le pore non résolu

serait ouvert. Il s’agit donc d’une conformation active putative.
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A GluN1b GluN2B NT GluN1b GluN2B

Figure 2.3-1 : Le domaine extracellulaire supposé actif du récepteur NMDA.
A Comparaison de la structure des NTDs dans leur position active en jaune et
inhibée en gris. Les domaines NTDs de GIuN1 et GIuN2B sont plus ouverts
dans la conformation active. De plus I'arrangement dimérique est différent
avec une rotation qui rapproche les deux lobes du bas (R2) des deux NTDs. Il
a été montré que ces différentes caractéristiques des NTDs favorisent
I'ouverture du récepteur NMDA (Gielen et al. 2009, Mony et al. 2011, Zhu et
al. 2013). B. A gauche, le domaine extracellulaire d’une structure liée aux
agonistes mais non active, a droite le domaine extracellulaire actif putatif. Les
deux fleches de part et d’autre de la couche ABD illustrent le ‘rolling’, rotation
des deux diméres d’ABD I'un par rapport a I'autre. Les fleches sous la couche
ABD montrent les déplacements de la base des linkers ABD-TM3 que cette
rotation provoque (Tajima et al. 2016).

Les structures parues en 2014 avaient déja révélé I'arrangement global du récepteur
NMDA, en forme de montgolfiere, avec un domaine extracellulaire particulierement

compact légerement espacé du domaine transmembranaire et relié a ce dernier par les
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linkers (Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014). Elles illustraient la conformation
du récepteur dans un état inhibé, révélant les différentes interfaces entre domaines et
entre couches de domaines. Les interactions entre la couche NTD et la couche ABD
étaient particulierement intéressantes dans I'objectif de comprendre comment les
modulateurs allostériques qui se lient au niveau NTD (Zinc, Ifenprodil et Spermine)

favorisent ou défavorisent I'activation.

Cependant, I'absence d’une conformation différente de la couche ABD a limité nos
analyses en modes normaux dans lesquelles cette partie du récepteur était trés peu
mobile car tres compacte et tres dense en interactions élastiques. La structure ci-dessus
présente justement un arrangement différent probablement associé a l'activation du
récepteur. Elle représente une opportunité pour tenter de comprendre comment les
mouvements de la couche NTD sont liés a ceux de la couche ABD et in fine a I'ouverture
du canal au niveau TMD. Dans le travail présenté dans cette partie, nous tentons de
répondre a cette question par une approche mélant expériences d’électrophysiologie et
de biochimie et modélisation avec I'utilisation d’un nouvel outil : iMODFIT (Lopez-Blanco

and Chacon 2013).

iMODFIT est un outil de fitting flexible (‘flexible fitting’) basé sur le calcul de modes
normaux en coordonnées internes. Il permet d’adapter une structure protéique a une
enveloppe de densité obtenue par exemple par cryo-microscopie électronique.
L'utilisation de coordonnées internes que sont les angles diedres de la chaine principale
a la place des coordonnées cartésiennes classiques a |‘avantage de préserver
implicitement la géométrie des liaisons en limitant les distorsions et de réduire de fagon
substantielle le nombre de variables, facilitant les calculs. Son fonctionnement est

présenté dans un diagramme Figure 2.3-2.
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Figure 2.3-2 : Diagramme du fonctionnement d’iMODFIT.

Lors d’une simulation, les modes de vibration de la structure de départ sont
calculés en utilisant un champ de force élastique. Puis une sélection aléatoire
parmi 5% de ces modes (ceux de plus basse fréquence) sert a générer un
vecteur de déformation qui permet de proposer des structures d’essai. Si une
structure d’essai permet de se rapprocher de la densité cible, elle est
conservée. Les tirages et essais sont appliqués de maniere itérative en
recalculant cependant les modes normaux chaque fois que la structure
acceptée dévie de plus de 0.1 A de RMSD de celle utilisée précédemment
pour le calcul des vibrations. La procédure est répétée jusqu’a la
convergence. De plus, un alignement en corps rigide est réalisé toutes les 200
itérations pour s’assurer que la structure reste correctement placée dans la
densité cible (Lopez-Blanco and Chacon 2013).
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2.3.2. Article soumis
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Abstract

NMDA receptors (NMDARS) are glutamate-gated ion channels that are key mediators of
excitatory neurotransmission and synaptic plasticity throughout the brain. They form massive
heterotetrameric complexes endowed with unique allosteric capacity provided by eight
extracellular clamshell-like domains arranged as two superimposed layers. Despite an
increasing number of full-length NMDAR structures, how these domains cooperate in an
intact receptor remains poorly understood. Here, combining experimental and in silico
analysis, we identify a rolling motion at a yet unexplored interface between the two constitute
dimers in the agonist-binding domain (ABD) layer as a key structural determinant in NMDAR
activation pathway. This rotation acts as an allosteric switch that tunes channel opening
depending on the conformation of the membrane-distal N-terminal domain (NTD) layer. Our
work unveils how NMDAR domains move in a concerted manner to transduce conformational
changes between layers and command receptor activity.



Introduction

A leading concept in molecular biology is the notion of ‘allosteric interaction’ or
‘communication over distance’ by which topographically distinct sites in a macromolecular
structure interact through a discrete and reversible conformational change referred to as the
‘allosteric transition. Allostery is widespread in the protein world and fulfills essential
function in cellular signaling and inter-cellular communication®®. Such is the case of ligand-
gated ion channels (LGICs), which mediate fast neurotransmission in the brain*°. LGICs
undergo a key allosteric transition that converts chemical energy (neurotransmitter binding)
into mechanical work (opening of a transmembrane ion channel pore). LGICs also undergo
intense regulation through allosteric modulatory sites, distinct from the agonist and pore
sites, which allow tuning of receptor channel activity by small ligand molecules known as
allosteric modulators®*. Because of their high druggability and molecular selectivity, allosteric
modulatory sites are of prime importance in pharmacology and therapeutics (e.g. refs. 3,6,7).
Oligomerisation and long-range conformational changes provide an adequate setting for
allostery, as emphasized by the classical examples of pentameric receptor channels®. NMDA
receptors (NMDARSs), members of the superfamily of ionotropic glutamate receptors (iGIURS)
which mediate excitatory neurotransmission and synaptic plasticity, are no exception as they
assemble and operate as tetramers and contain a rich variety of modulatory sites scattered
throughout the receptor®°. However, the vast majority of our current understanding of iGIuR
mechanisms has focused and been conceptualized around individual domains or dimers of
domains®**™, To grasp properly how these important receptors work and are regulated, it is
now essential to integrate more intact views of the receptor and reason within the context of
the tetrameric complex. The boom in structural studies of iGIuRs, including the recent
decoding of full-length X-ray and cryo-EM structures of NMDARs**2
structural framework to tackle this issue.

, provide an exceptional

iGluRs form massive (>400 kDa) molecular complexes that operate as homo- or hetero-
tetramers. Individual iGIUR subunits display a modular architecture, consisting of four
domains®®®: two large bilobate (clamshell-like) extracellular domains, the N-terminal domain
(NTD) and the agonist-binding domain (ABD); a transmembrane domain (TMD) where the
ion channel resides, and an intracellular carboxy-terminal domain (CTD) involved in receptor
trafficking and signaling. In a functional receptor, the four subunits adopt a dimer-of-dimers
arrangement and give rise to a stratified protein with at the ‘top’ the NTDs, at the bottom the
TMD and CTD, and sandwiched in between the ABDs (Fig. 1a). The region encompassing
the ABD layer and the TMD forms the core gating machinery. Because two adjacent ABDs
pair through their top lobes, clamshell closure induced upon glutamate (or glycine) binding
translates into separation between the ABD bottom lobes, which in turn pulls upon the TMD,

eventually leading to channel gate opening™™*°

. Although all iGluRs share this general
activation mechanism, full-length structures of NMDARs reveal strikingly different
arrangements of the extracellular region compared to AMPA and kainate receptors. In the

latter, the NTDs ‘float’ above the ABDs making minimal interactions with the gating core
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region’>%. In contrast, in NMDARSs, the NTDs literally sit on top of the ABDs resulting in

extensive interdigitations between the NTD and ABD layers***8. This tight NTD-ABD coupling
likely relates to the unique role of NMDAR NTDs in allosteric signaling. In NMDARs, NTDs
allosterically control key gating properties (channel open probability, deactivation kinetics)?*?°
and harbor several binding sites for small molecule allosteric modulators, providing powerful
ways to regulate receptor function'®?®. Similar to the ABDs, NTDs operate as dimers and
adopt various conformational states?’. Allosteric modulators act by shifting the conformational
equilibrium between ‘active’ and ‘inactive’ states of the NTD dimers, thus boosting or
dampening receptor activity'”?*2%°,

While there is strong evidence that local conformational rearrangements within individual
domains or dimers of domains are involved in NMDAR gating and modulation'**33 th
importance, dynamics and functional impact of contacts between the two constitutive dimers
remains ill-defined. Similarly, the long-distance allosteric coupling between the membrane-
distal NTD layer and the downstream gating machinery, >100 A apart, is poorly understood.
In this work, using a combination of macroscopic and single-molecule electrophysiology,
biochemical cross-linking and computational approaches, we explore the dynamics of the
complete NMDAR tetramer. We focused our analysis on the inter-layer and inter-dimer
contacts revealed by the full-length GIuN1/GIuN2B structures, aiming to understand the long-
range conformational interplay in the allosteric unit formed by the extracellular domains. We
identify a rotation motion (or rolling) at the interface between the two ABD dimers as a critical
guaternary reorganization during NMDAR gating. We show that trans-layer communication
converges through this rolling motion, which thus emerges as a key allosteric transition in the
tetrameric complex. These results allow us to propose a first integrated view of NMDAR
molecular operation, with important consequences on receptor physiology and drug action.
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Results

NMDAR activation requires inter-domain mobility

Recent crystal and cryo-EM structures of full-length NMDARSs demonstrate broad interactions
between the receptor's extracellular domains, with contacts both within and between
subunits. Particularly striking is the extensive interface between the NTD and ABD layers'**8,
providing molecular routes for the tight allosteric coupling between the NTDs and the
downstream gating machinery?*?®. To assess the importance of inter-domain contacts in
NMDARSs, we turned to a cross-linking strategy based on engineered disulfide bridges and
aiming at restraining the conformational mobility of the targeted interface. Guided by the full-
length structure of the inhibited GIUN1/GIuN2B receptor (in complex with glutamate, glycine
14,15

and a GIuN2B antagonist; TMD pore closed)
positions close enough in space to disulfide bond (Ca-Ca distance <7 A)*. We targeted five

, we introduced pairs of cysteines at

sites, either in the NTD or ABD layer (sites 4 and 5, respectively; Fig. 1a) or at the interface
between the two (sites 1, 2 and 3; Fig. 1a). We then expressed each GIuN1/GIuN2B double
cysteine mutant receptor and, using electrophysiology, measured its activity and redox
sensitivity (Fig. 1b). Treatment with the reducing agent dithioerythritol (DTE) increased
current amplitude of all mutant receptors. Levels of potentiation were particularly massive
(>100-fold) at sites 1 (GIUN1-N492C/GIuN2B-S188C) and 2 (GIuN1-H162C-D765C/GIuN2B
WT), contact zones between GIUN1 ABD and the NTD layer. At both sites, a striking
‘awakening’ phenotype was observed, which transformed almost completely silent receptors
(currents barely measurable) prior DTE treatment to fully-active receptors (currents similar in
amplitude to that of WT receptors) following disulfide bond breakage (Fig. 1b-c & Table 1).
Similar effects were observed on mutant receptors lacking the endogenous (and redox
sensitive) GIuN1 disulfide bridge (GIuN1-C744A-C798A)*, thus demonstrating the critical
role of the introduced disulfide bond (supplementary Fig. la & Table 1). Marked
potentiations (~10-fold) were also observed at site 3, another contact region between the
NTD and ABD layers, and at site 5 an ABD layer site where the two constitutive
GIuN1/GIuN2 ABD dimers come in close proximity. In contrast, more modest effects were
seen at site 4 (two different pairs of cysteines tested), a NTD layer site connecting the two
constitutive GIUN1 and GIuN2 NTD dimers (Fig. 1b-c & Table 1).

Single mutant controls confirmed that both engineered cysteines are necessary to confer
the enhanced redox sensitivity (supplementary Fig. 1b & Table 1), while reversibility
experiments using the oxidizing agent DTNB provided further support for the involvement of
disulfide bonds (supplementary Fig. 1c & Table 1). In the case of inter-subunit interfaces
(sites 1 and 5), we obtained direct evidence for the formation of disulfide links between
GluN1 and GIuN2B subunits by performing non-reducing western blots, and their respective
controls using single cysteine mutants or reducing conditions (Fig. 1.d). The dramatic
‘unlocking’ phenotypes observed at interfaces 1 and 2, along with the results obtained at



positions 3 and 5, demonstrate that GIUN1/GIuN2B NMDARs can be trapped functionally in
an inactive state, as represented by the currently available crystal structures. These results
also reveal that conformational freedom at critical domain interfaces between the NTD and
ABD layers, both within (sites 2 and 3) or between (site 1) subunits, is necessary for proper
receptor activity. Screening of disulfide bridges in GIUN1-GIluN2A receptors at homologous
interfaces also revealed marked potentiation upon DTE release of the conformational
constraint (supplementary Fig. 1d), indicating shared mechanisms between GIuN2A and
GIuN2B receptors.

Trapping a rolling motion at the ABD inter-dimer interface results in super-active
receptors

We next sought to trap NMDARSs in a high activity state. Although no structure of an active
full-length NMDAR is available, a complete cryoEM structure of the GIUN1/GIuN2B
extracellular region (NTDs + ABDs) was recently described, likely capturing an active state
as evidenced by the ‘compact’ NTD dimer conformation (apposition of GIuN1 NTD and
GIuN2B NTD lower lobes)'. In this TMD-lacking structure, the two ABD dimers undergo a
conspicuous rotation relative to each other of ~13°. We coined this inter-ABD dimer rotation
‘rolling’. We decided to investigate the functional effect of this motion by introducing
cysteines to disulfide trap the inter-ABD dimer interface and thus prevent rolling. In the
inactive conformation, the two ABD dimers contact each other through a GIuN1-GIuN2
intersubunit interface involving the short GIuN1 a-helix E and GIuN2B a-helix K. As shown in
Figure 1, mutating GIuN1-R673 and GIUN2B-L795 to cysteines at this interface (site 5) locks
the receptor in an inhibited state (Fig. 1, interface 5). In the rolled conformation, these two
residues move apart by several Angstroms, and a new interface is formed between GIuN1 a-
helix G and GIuN2B a-helix K. A new duo of facing residues emerges, with GIuUN2B-L795
switching partner from GIuN1-R673 to GIuN1-E698 (Ca-Ca distance of 7.7 A; Fig. 2a).
Inspired by this partner swap, we co-expressed GIuN2B-L795C with GIuN1-E698C.
Resulting receptors carried currents of particularly large amplitudes, while western blots
confirmed the spontaneous formation of a redox sensitive disulfide bond between the mutant
GIuN1 and GIuN2B subunits (Fig. 1d). Trace of GIuN1-E698C homodimers was also
observed (see also ref. 36), prompting us to use the additional GIuUN1-E698S control mutant
in our functional tests. Using MK-801 inhibition kinetics to assess the receptor channel
activity (see Methods), we discovered that trapped ‘rolled’ GIuN1-E698C/GIUN2B-L795C
receptors displayed a massive increase in channel open probability (channel Po), as
evidenced by the 5.4 fold + 1.2 (n=24) acceleration in MK-801 inhibition on-rate compared to
wild-type or single-mutant control receptors (Fig. 2b-c). The MK-801 kinetics were in fact so
fast that off-rate MK-801 washing kinetics, usually extremely slow, could also be easily
quantified, revealing a pronounced 7.9 + 2.1 (n=23) fold speeding of recovery kinetics (Fig.
2c). Similar effects were also observed at GIUN1/GIUN2A receptors (supplementary Fig. 2a-
b), although with lower amplitudes as expected from the higher basal maximal channel Po of
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GIUN2A vs GIuN2B receptors (0.5 vs 0.1)***”. Whole-cell patch-clamp experiments
performed on HEK cells fully confirmed the effects observed in Xenopus oocytes
(supplementary Fig. 2c-d). These results show that ABD dimer rolling motion profoundly
impacts NMDAR activity. Receptors trapped in a rolled conformation are functionally
switched to a super-active state, in which agonist-induced channel gate openings are greatly
facilitated.

Super-active receptors are resistant to allosteric modulation

Encouraged by the strong impact of ‘rolling’ on the receptor gating, we subsequently
investigated the influence of ‘rolling’ on receptor pharmacology. For that purpose, we
determined the sensitivity of receptors trapped in the rolled-state (GIuN1-E698C/GIuN2B-
L795C receptors; see above) to the agonists glutamate and glycine, and to various allosteric
modulators. Exploiting the rich pharmacology conferred by the GIuN2B NTD' (Fig. 3a), we
tested the sensitivity to ifenprodil, the prototypical GIuN2B-selective antagonist, and to
spermine, zinc and protons, all found endogenously in the brain and fine-tuning NMDAR
signaling®'®®*. We found that whatever the modulatory ligand, the ‘rolled’ receptors displayed
a striking phenotype of resistance to allosteric modulation. As assessed by measurements of
ICsos from full dose-response curves, inhibition by protons was reduced by >10-fold, while
inhibition by zinc and ifenprodil were reduced by >80-fold and >100-fold, respectively (Fig.
2b; and see supplementary Fig. 3a for single mutant controls). For zinc and ifenprodil, the
rightward shift in sensitivity was as large as that obtained when removing the whole GIUN2B
NTD where both ligand bind (dashed curves, Fig. 3b). The GluN1-E698C/GIuN2B-L795C
receptors are therefore largely insensitive to negative allosteric inhibition. Moreover, a
spermine sensitivity test showed complete loss of spermine potentiation of ‘rolled” GluN2B
receptors. Again, the situation was comparable to that observed on NTD-deleted receptors
(Fig. 2c, and see supplementary Fig. 3b for single mutant controls). Thus, rolled GIuN2B
receptors are also ‘immune’ to allosteric potentiation. Recording from mutant GIuUN1/GIuN2A
receptors revealed that the resistance of ‘rolled’” GIuN2B receptors to allosteric modulation
could be extended to GIUN2A receptors (supplementary Fig. 3d). In particular, the NTD-
mediated high-affinity (nM) zinc sensitivity of GIUN2A receptors was almost fully suppressed,
with a rightward displacement of ICsq by 2 orders of magnitude. Hence, preventing the rolling-
unrolling ABD motion has a major influence on the receptor's allosteric capacity, by
functionally uncoupling the NTDs from the downstream gating machinery.

Finally, we investigated the sensitivity of rolled GIuN2B receptors to glutamate and
glycine. While glutamate sensitivity was only slightly reduced (2-fold increase in ECs), the
effect on glycine sensitivity was stronger (4-fold increase in ECg) (Fig. 3d and see
supplementary Fig. 3c,e for control mutants and GIUN2A receptors), potentially due to
conformational constraints imposed by the disulfide bridge grafted onto the glycine-binding
GIluN1 ABD (see Discussion).



Rolling is coupled to NTD motions and favors pore opening

Our disulfide bridge results demonstrate that NMDARs are amenable to state trapping and
that a simple conformational switch at the ABD tetrameric interface governs interconversion
between active and inactive states of the receptor. They do not provide information on the
conformational pathway between those states, however. Moreover, active NMDARs are still
structurally ill-defined since in the only ‘active’ structure available, obtained using cryo-EM*’,
the TMD region is missing preventing direct observation of receptor activation (i.e. pore
opening). 3D modelling techniques have proven useful to study conformation transitions
between various states of ion channels and receptors, including iGIURs***°. Accordingly, we
first produced a full length model of GIuUN1-GluN2B NMDAR (lacking the C-terminus)
combining the information of the inhibited state crystal structures (in complex with agonists
and a GIuN2B allosteric inhibitor)**** and reconstructing the missing loops (see Methods).
We then modelled the transitions between the different structures of the receptor using
iIMODFIT (ref. 46 and see Methods), a program allowing flexible fitting of atomic structures
into EM maps based on Normal Mode Analysis, and that has proven useful to study
concerted motions of biomolecular structures (e.g. refs. 47-49). When fitting our
reconstructed inhibited state full-length model into the TMD-missing ‘active’ state EM map,
several features caught our attention (Fig. 4, Supplementary Movies). First, the RMSD
between our model and the target structure (agonist-bound ‘active’ state, 5SFXG)*" dropped
from 5.3 to 2.4 A (2267 aligned Ca), indicating a satisfactory fit (Fig. 4a). Second, when
comparing the fitting intermediates with the structure of the GIuN2B NMDAR captured in a
non-active state (agonist bound, no antagonist; pdb 5FXI)*’, we noticed a minimum at 2.7 A
(Fig. 4a), revealing that the trajectory passes by this experimentally determined structural
state, even though this later is not used as input (Supplementary Fig. 4a). This structural
match supports the realistic nature of our modelling. Third, the fitting trajectory could be
decomposed into three distinct and subsequent steps (Fig. 4b-d). Step 1, resulting in a 5FXI-
like structure, involves mostly the membrane-distal NTD layer with the two NTD dimers
behaving as rigid bodies and moving apart from each other (Fig. 4b). In the following step
(Step 2), the two constitutive NTD dimers adopt a more compact conformation (with the
GIluN1l and GIuN2 NTDs getting closer), while rolling of the two constitutive ABD dimers
occurs. These structural rearrangements appear highly concerted (Fig. 4c). Eventually, in
the last part of the run (Step 3), major changes occur in the linking segments joining the pore
TM3 helices to the ABDs with GIluN1 linkers pushing down in a vertical movement and
GIluN2B linkers pulling towards the sides away from the channel four-fold axis of symmetry.
Those motions are accompanied by a conspicuous dilatation of the pore, as manifested by
the splaying apart of the upper end of the TM3 helices (Fig. 4d, right panel). Measurements
of the pore radius revealed a wide enlargement of the ion conduction pathway around the
gate region (Supplementary Fig. 4b), reminiscent of the iris-type pore opening observed at
AMPARs®. Although the fitting is realized on the extracellular domain (ECD) density only



(sole density available), the elastic network model used for NMA maintains a realistic TMD
and provides insight in the missing part of the structure (i.e. the transmembrane channel).
Overall, our iIMODFIT analysis illuminates the fundamental role of ABD rolling in signal
propagation in intact NMDARs. On one hand, it controls the energetics of the channel gate
by acting on the TMD linkers as a gating switch; on the other, it transmits structural
rearrangements of the ‘upper NTD layer to the downstream gating machinery, thus
permitting inter-layer allosteric coupling.

Structural rearrangements of an inter-layer loop during rolling

NMDARs stand out from AMPA and kainate receptors by the extensive contacts between the
NTD and ABD layers. In particular, in the inhibited state GIUN1/GIuN2B structure'**®, a
GluN1-specific loop (known as loop 2) which protrudes from GIuN1 ABD upper lobe wedges
in between GIuN1 and GIuN2B NTD lower lobes, making direct interaction with GIuN2B NTD
a4 helix. When covalently attaching this contact, receptors are fully silenced, in agreement
with their immobilization in an inhibited state (Fig. 1b, site 1 GIUN1-N492C/GIuN2B-S188C).
Our modeling results reveal that loop 2 undergoes important structural rearrangements upon
rolling, by sliding ‘downwards’ GIuN2B o4 helix. Accordingly, residues mutated to capture the
inhibited state are moving away while GIuN1-K495 and GIuN2B-N192 are coming close (Fig.
5a-b & Supplementary Movies). The functional significance of the sliding motion was tested
experimentally via the mutation of those two residues into cysteines aiming to trap an active
state at this inter-layer interface. Assessment of channel activity using MK-801 revealed a
marked (2-fold) acceleration of MK-801 inhibition kinetics, indicative of an increased channel
Po (Fig. 5c). Western blots confirmed the formation of a disulfide bridge (Fig. 1d), thus
further buttressing the dynamic nature of NTD-ABD interactions during gating of intact
NMDARSs.

Rolling controls channel flipping to open states

To gain further insights into the functional significance of the rolling mechanism and assess
how it impacts NMDAR activation, we turned to single-channel recordings. Recordings of
individual receptor molecules provide a powerful tool to capture prominent features of
NMDAR gating energetics and kinetics'**"*°. We recorded single NMDAR channels either
wild-type receptors (GIUNL/GIUN2A or GIuN1/GIuN2B) or disulfide-locked super-active
receptors (GIUN1-E698C/GIuN2A-L794C or GIuN1-E698C/GIuN2B-L795C). For GIuN2A and
GIuN2B, the super-active construct significantly enhanced receptor gating (Fig. 6a &
Supplementary Fig. 5a-b), in agreement with the results obtained at the macroscopic level.
For GIuN1/GIuN2B receptors, equilibrium channel open probability (Po) increased nearly 2.5-
fold, matching very well the 2.81-fold change in MK-801 inhibition kinetics measured on
whole oocytes in similar conditions (pH 8.0; Supplementary Fig. 5c-d). The increase in
single-channel Po reflected a significant increase in mean open time as well as a significant

9



decrease in mean closed time (Fig. 6b & Supplementary Table 4). Super-active GIUN2B
receptors spent most of the time in an active open channel state (mean equilibrium Po *
SEM of 0.74 + 0.07 [n=5]), with individual Po reaching values close to unity (0.94). In
contrast, wild-type GIuN2B spent most of the time inactive (mean equilibrium Po of 0.29 +
0.05 [n=5]; highest individual Po value of 0.39). Given the pH insensitivity of super-active
receptors (but not of wild-type receptors; see Fig. 3b), this boost in Po is expected to be
magnified even further at physiological pH (Fig. 6b, dashed lines).

Following agonist binding, NMDARs undergo a series of kinetically resolvable transitions
before pore opening. At-least three non-conducting and two conducting states are apparent
from fully-liganded receptors®”***2. To further define how ABD rolling influences NMDAR
function along the activation pathway, we fit our single-channel dwell-time histograms to a
previously validated kinetic model of NMDAR activation®. Compared with wild-type
receptors, super-active receptors showed marked reduction of short openings and complete
disappearance of long closures (Fig. 6¢c & Supplementary Fig. 6). This translated into clear
changes in the energy profile on the pathway to receptor activation, resulting in enhanced
fractional occupancies of open states (Fig. 6d & Supplementary table 5). Remarkably,
these effects were best accounted by an 8-fold shift of a single equilibrium constant (Ke),
that of the opening isomerization from C1 to O1 (C,—0,). These results identify the inter-
dimer ABD rolling motion as a key structural event closely associated with the flipping of
closed NMDAR channels into a conductive and functionally-active open state.

10



Discussion

The fundamental role of domain dimerization in iGIuR activation, assembly and regulation is
firmly established®'*3%3, Although dimer models of iGIuRs have proved immensely useful to
forge our understanding of how these receptors work, they provide simplified views and lack
critical information about how the two pairs of dimers dynamically interact in the full-length
tetrameric assembly. Another key unanswered question concerns communication between
layers within an intact receptor, an issue most relevant for NMDARs that display strong
allosteric coupling between the membrane-distal NTDs and the downstream ABD-TMD
gating core*”??°_ Thus, there are gaps in knowledge both in the receptor’s lateral dimension,
between the two constitutive dimers, and vertically, between layers. In this work, we help fill
these gaps. Using a combination of biochemical, functional and structural modelling analysis,
we identify a rolling motion between the two constitutive ABD dimers as a key structural
mechanism in NMDAR activation and allosteric modulation. Our single-channel kinetics
analysis shows that this reorientation of the two ABD dimers precipitates pre-open closed
channels to switch into the active open state. Moreover, we establish that inter-dimer ABD
rolling provides a conformational route by which structural changes within the NTD

Iayer17,24,27—29,43

are transduced into rearrangement of the downstream gating machinery.
Altogether, our results broaden our views of NMDAR operation from a dimeric to a more
realistic tetrameric framework, and provide integrated views of long-distance domain
coupling and dynamics in an intact NMDAR. Our work also highlights the potential of the

iGIuR inter-dimer interfaces as novel sites for pharmacological manipulations.

As evidenced by the complete silencing of receptor activity, our disulfide trapping
experiments reveal that conformational mobility at the NTD-ABD layer interface is a
prerequisite for receptor gating. This silencing phenotype differs strikingly from previous
results showing that conformational freezing of individual domains within a given layer alters
but not prevent receptor activation'”?2°32° Thjs essential inter-layer mobility involves both
inter- and intra-subunit conformational rearrangements. Bridging the ABD to the NTD within
the same GIluN1 subunit (site 2, Fig. 1) produced patrticularly large effects, highlighting the
critical importance of structural rearrangements of the obligatory GIuN1 subunit during
receptor activation. This result corroborates previous findings that the GIuN1 NTD, together
with the GIuN2 NTD, undergoes large-scale conformational dynamics during receptor gating
involving interlobe opening-closure and twist-untwisting motions*®*"2°*3 Although NMDARS
devoid of NTDs are able to gate?®***’, in intact receptors, NTDs are not static and activation
of the receptor requires concerted conformational rearrangements between the NTDs and
ABDs (see Supplementary Movies). The tight packing of the NMDAR extracellular
1415 compared to the more loosely organization in AMPA and kainate receptors, likely
imposes strong structural constraints and inter-dependence on NMDAR extracellular

region

modules. Interestingly, the NMDAR NTD-ABD interface is an important locus for allosteric
modulation, harboring potential binding sites for small-molecule drug compounds®®, as well
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as hosting GIuN1 subunit exon-5 splice motif>°. Alterations in the stability of the NTD-ABD
interactions emerge as an effective mechanism to influence receptor activity.

Recent cryo-EM data obtained on the GIUN1/GIuUN2B receptor suggest that the two ABD
dimers undergo a significant rotation movement when the receptor transit from the non-active
to the active conformation’’. We now provide direct functional evidence that this rolling
motion between the two pairs of ABD heterodimers is an essential step in the receptor gating
mechanism. Inter-dimer ABD rolling acts as a gating switch that controls the energetics of
channel opening but also as a pivotal allosteric transition, that structurally and functionally
couples the ‘upper’ NTD region with the receptor's gating core. Reorientation of the two
GIuN1/GIuN2 ABD dimers in the tetrameric receptor provides a simple and powerful physical
mechanism for translating structural changes of the NTD region to alterations of the ion
channel gate (Fig. 6e; Supplementary Movies). In this scheme, close apposition of the NTD
lower lobes, as observed in the ‘active’ structure of the isolated GIUN1/GIuN2B NTD dimer*’,
favors ABD rolling which in turn increases channel activity. This is presumably the
conformation stabilized by the positive allosteric modulator spermine, which would act as a
molecular ‘glue’ between GIuN1 and GIuN2B NTD lower lobes?®. Accordingly, super-active
mutant receptors, locked in a rolled state, display an exceptionally high channel Po, and are
insensitive to spermine because there are already maximally activated (channel Po >0.7). On
the other hand, moving apart of the NTD lower lobes, as occurring when the NTD dimer
transits to an ‘inactive’ state’’, promotes an unrolled state of the two ABD dimers, which in
turn decreases channel activity. Our data indicate that negative allosteric modulators such as
zinc, ifenprodil or protons inhibit receptor activity by stabilizing this state. Super-active
mutants are thus unresponsive to allosteric inhibition because the two ABD pairs covalently
linked cannot escape from their trapped rolled state.

Our 3D modelling analysis based on an original NMA fitting approach allows us to
reconstruct the unresolved TMD of the cryo-EM density"’, and to explain how the ABD rolling
motion may in turn influence the channel gate activity. It also provides the first insights onto
NMDAR channel opening (Supplementary Movies). Trajectory analysis indicates that ABD
rolling directly translates into structural changes of the short linkers connecting the ABD to
the ion channel. These linkers, which exert mechanical force to pull open the channel®, are
differentially affected by ABD rolling whether the GIuN1 or GIuN2 subunit is considered. In
GluN1, ABD rolling is coupled to a vertical movement that exerts compression forces on the
downstream linkers. In contrast, in GIuN2B, ABD rolling translates into a lateral separation of
the linkers away from the ion channel central axis. This motion likely leads to an outward
displacement of the upper end of the TM3 helices, eventually favoring pore dilation and
opening. It is important to stress that ABD rolling by itself is insufficient to trigger pore
opening. Indeed, super-active mutant receptors locked in a rolled state are not constitutively
active and still require agonists to gate. Agonist-induced closure of individual ABD clamshells
and expansion of the ABD gating ring are the essential structural rearrangements necessary
for channel gating®*'. ABD rolling provides a control mechanism that tunes the efficacy of
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chemical energy (agonist-binding) conversion into mechanical forces (channel opening). Our
single-channel analysis reveals that ABD rolling massively and specifically affects a distinct
intermediate state along the activation pathway: the late transition between a pre-open
closed state and an open state. Rolled receptors gate with high ‘efficacy’ because they have
a lower energy barrier to activation and their active open state is more stable. In studies
examining how the NTD-binding allosteric inhibitors zinc and ifenprodil affect the gating
reaction of NMDARs, the same pre-open to open transition is preferentially affected®®®.
Single molecule FRET analysis also indicates that zinc inhibition of NMDARs occurs by
uncoupling of the agonist-induced changes at the ABD domains from the gating motions®.
Our work provides the novel information that this uncoupling occurs through a quaternary
rearrangement involving the unrolling of the two constitutive ABD dimers. We note that
because of domain swapping® and tight packing between the NTD and ABD layers'*,
NMDAR NTDs are ideally positioned to affect how the two ABD pairs interact. Inter-dimer
6365 although the impact on receptor activation
differs®®°. This is not unexpected given the much weaker NTD-ABD interactions in AMPARs
and the gating specificities of each receptor subfamily.

ABD rotations also occur in AMPARs

Because of their high gating efficacy, we expected super-active rolled NMDARs to
display enhanced agonist sensitivity. This was not the case (see Fig. 3). The ABD disulfide
cross-linking may impose structural constraints perturbing proper ABD clamshell closure, an
effect that would oppose the enhanced gating efficacy. This effect may be particularly
marked for the glycine-binding GIuN1 ABD where the disulfide bridge inserts on the lower
lobe. Alternatively, the conformational space explored by super-active mutants may exclude
high agonist affinity desensitized states, rare states that may have been missed in our single-
channel recordings. NMDARs show a complex structural and energetic landscape®,
translating into a particularly complex kinetic behavior with multiple intermediate closed
steps’®*"*%%  There is obviously still much to be learned about the structure-function
relationships underlying this elaborate behavior. It is thus unclear how the vertical motion of
the GIluN1 ABD-TM3 linker impacts channel opening. What makes the NTD-ABD linkers so
critical in the receptor’s allostery®*® is also unknown. Finally, how the inter-dimer ABD rolling
described here on GIuUN2B NMDARs compare to intra-dimer ABD motions previously
described on GIuN2A NMDARs®**® remains to be clarified. The availability of additional full-
length structures of NMDARSs, including in an active state, would certainly provide key
insights into these questions.
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Online Methods

Molecular Biology

The pcDNA3-based expression plasmids for rat GluN1l-la (named GIuN1 herein), rat
GIuN2A and mouse €2 (named GIuN2B herein) subunits, site directed mutagenesis strategy
and sequencing procedure have been described previously®’. GIuN1* represents the GIuN1-
C744A-C798A double mutant.

Two electrodes voltage-clamp (TEVC)

Recombinant NMDARs were expressed in Xenopus laevis oocytes after coinjection of 37 nL
of a mixture of cDNAs or mRNAs (at 30-60 ng/pl; nuclear injection for cDNAs) coding for
various GIluN1-1a and GIuN2 subunits (ratio 1:1). mRNAs were obtained using MMESSAGE
MMACHINE™ T7 Transcription Kit (Ambion™). Oocytes were prepared, injected, perfused
and voltage clamped as previously described®. Data were collected and analyzed using
pClamp 10.5 (Molecular Devices), and fitted using Sigmaplot 11.0 (SSPS) or Kaleidagraph
4.0 (Synergy Software). Unless otherwise mentioned, error bars represent the s.d. of the
mean value.

The standard external solution contained (in mM) 100 NaCl, 2.5 KCI, 0.3 BaCl,, and
5 HEPES, pH adjusted to 7.3 with NaOH. In all ‘0’ zinc solutions, 10 uM DTPA was added to
chelate contaminating zinc®. Recordings were performed at a holding potential of -60 mV
and at room temperature. NMDAR-mediated currents were induced by simultaneous
application of saturating concentrations of L-glutamate and glycine (100 pM each).
Glutamate and glycine dose-response curves (DRC) were performed in the presence of 100
MM glycine and 100 pM glutamate, respectively. Agonists dose-response curves were fitted
with the following Hill equation: |, = 1/(1+(ECso/[A])”H), where |, is the mean relative current,
[A] the agonist concentration and ny the Hill coefficient. ECs, and ny were fitted as free
parameters. For zinc DRC on GIuN1/GIuN2A receptors, 10 mM tricine was used to buffer
zinc®, and the following relationship was used to calculate the free zinc concentrations®*®:
[ZNn]iree = [ZN]adaed/200. NO zinc buffer was used for zinc DRC on GIuN1/GIuN2B receptors.
Ifenprodil and zinc DRC were fitted with the following Hill equation: ¢ = 1-a/(1+(1Cso/[B]™),
where |, is the mean relative current, [B] the ifenprodil or free zinc concentration, (1-a) the
maximal inhibition and ny the Hill coefficient. 1Csy, a and ny were fitted as free parameters
except when fitting zinc sensitivity of GIUN1/GIuN2B receptors (a fixed to 1). For proton DRC,
an external solution with increased HEPES concentration (40 mM) was used to insure proper
pH buffering, corrections for small shifts in the reference potential of bath electrodes and
analysis of the data were performed as previously described®. Spermine sensitivity was
assessed at pH 6.3 to maximize the spermine-induced potentiation®.
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Redox treatment

To induce cleavage of disulfide bonds, oocytes were incubated for at least 15 min with DTE
(dithioerythritol, 5 mM) in Barth solution (pH 8). To promote formation of disulfide bonds,
oocytes were incubated for at least 10 min in DTNB (5,5-dithio-bis-[2-nitrobenzoic acid],
0.5 mM) in Barth solution supplemented with DTPA (10 pM). All redox treatments on whole
oocytes were performed ‘offline’ (on non-impaled oocytes). Reversibility was calculated as
(Iote - lomne)/(Iote-lnitia) With L the initial current level, Ipe the current level after DTE
treatment and Iprng the current level after DTE and DTNB treatment.

Patch-clamp recordings
Whole-cell recordings

Recordings were performed using HEK293 cells transfected with GIuN1, GIuN2A or GIuN2B
and a separate GFP construct (0.5 pg/ml each) using Polyethylenimine (Polyscience). All
experiments were performed 24-48h post-transfection at room temperature. Currents were
sampled at 10 kHz and low-pass filtered at 2 kHz using an Axopatch 200B amplifier and
Clampfit 10.5 (Molecular Devices). Pipettes (thick-wall, borosilicate, Hilgenberg) were pulled
and fire-polished achieving 3 to 5 MQ resistances. At -60 mV, seal resistance ranged
between 2 and 20 GQ. The external solution contained (in mM): 140 NaCl, 10 HEPES, 2.8
KCl, 1 CaCl2, 20 sucrose, 0.01 DTPA, pH 7.3 (290-300 mOsm). The pipette solution
contained (in mM): 110 D-Gluconate, 110 CsOH, 30 CsCl, 5 HEPES, 4 NacCl, 0.5 CacCl,, 2
MgCl,, 5 BAPTA, 2 Na'-ATP, 0.3 Na’-GTP, pH 7.35 (270-280 mOsm). Agonists (100 um
glycine and 100 pM glutamate) and MK-801 (1 uM) were applied using a multi-barrel fast
perfusion exchanger (RSC-200; BioLogic). Recordings were performed at a holding potential
of -60 mV.

Single-channel recordings

Recordings were performed on HEK293 cells (cell-attached mode) transfected with GIUN1
and GIuN2A or GIuN2B and a separate peGFP-Cl construct (at a ratio N1:N2:eGFP of
4:1.5:1 for GIUN2A or 4:2.5:1 for GIuN2B) using X-tremeGene HP (Roche). All experiments
were performed 24-48h post-transfection at 21-24 °C. Currents were recorded using an
integrating patch-clamp amplifier (Axopatch 200B, Molecular Devices), analog filtered at 10
kHz (four-pole Bessel filter), and digitized at 50 kHz (ITC-16 interfaced with PatchMaster,
HEKA). Patch pipettes (thick-wall, borosilicate, Sutter Instruments) were pulled and fire-
polished achieving resistances between 10 and 20 MQ when measured in the bath. At =100
mV, seal resistance ranged between 2 and 20 GQ. Cells were transferred to coverslips in a
bath solution containing (in mM): 150 NaCl, 10 HEPES, 2.5 KCI, pH 8.0. Patch pipettes were
filled with bath solution and 1 mM glutamate and 0.1 mM glycine. 0.05 mM EDTA was added
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to minimize gating effects of divalent ions. Inward currents were elicited by applying a pipette
potential of +100 mV.

Single-channel analysis

Analysis of single-channel records was comparable to ref. 52. Briefly, after recordings were
complete, data was exported from PatchMaster to QuB (http://www.qub.buffalo.edu) for
processing (removable of unstable regions, defining baseline) and analysis. Processed data
was idealized using the segmental k-means (SKM) algorithm. Kinetic analysis was performed
using the maximum interval likelihood (MIL) algorithm in QuB with a dead time of 20 ys. We
used a linear, fully-liganded state model containing 3 closed states, 2 desensitized states
and 2 open states to fit the data (see ref. 52 for details). For each individual record, state
models with increasing closed (3 to 6) and open (2 to 4) states were constructed and fitted to
the recordings until log-likelihood (LL) values improved by less than 10 LL units/added state
or if the next added state showed 0% occupancy. All constructs and records were best fit by
5 closed states and 2 open states. Time constants and the relative areas of each component,
the transition rate constants (forward, k; and reverse, k;), as well as mean closed time (MCT)
and mean open time (MOT), were averaged for each receptor. All analysis was done on
patches that contained a single channel, which was clearly definable for all constructs given
their high open probability. Kinetic analysis was done only on patches that had a minimum of
10,000 events and had low noise.

Thermodynamic effects. We quantified the Gibbs free energy of each transition using the

following:
ky
AG = —RTIn|—
ky

Where k; and k; refer to the forward and reverse rates of that transition, R is the empirical gas
constant (1.987 x 10° kcal/mol), and T is the recording temperature (295 Kelvin).

MK-801 inhibition

MK-801 is an open channel blocker (that is, blocker action requires prior channel gate
opening) with slow reversibility, and consequently, the rate at which MK-801 inhibits NMDAR
responses depends on the level of channel activity, that is, channel open probability (P,)"*".
Based on this principle, MK-801 is classically used to estimate the level of NMDAR channel
activity in macroscopic whole-cell recordings (see, for instance refs. 24, 29, 73 and 74). Note,
however, that MK-801 inhibition kinetics can index relative, not absolute, P,. Final solutions
containing MK-801 (10 nM at pH 7.3 and 30 nM at pH 8 for oocytes experiments, 1 uM for
HEK cells) were prepared by dilution of the stock solutions into the agonist-containing
solution. MK-801 inhibition time constants (1,,) were obtained by fitting currents with a single-
exponential component within a time window corresponding to 10-90 % of the maximal
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inhibition. Recovery from inhibition was also measured for GIuN1-E698C/GIuN2B-L795C and
GIuN1-E698C/GIuN2A-L794C because its rate was high enough for substantial recovery in a
reasonable delay. On-rate (Kon) and off-rate (ko) constants where then calculated with a first
order reaction scheme: ko, = 1/([MK-801]*1,n) and Kef = 1/10s. Each constant was then
normalized to the mean constant of the corresponding wild-type receptors measured in the
same conditions on the same day.

Immunoblotting

For each condition, sixteen oocytes were selected based on their high level of NMDAR
expression as assessed by TEVC recordings. Selected oocytes were instantly frozen in liquid
nitrogen for later use. Oocytes expressing ‘silent’” mutant receptors were selected based on
redox treatment of other oocytes of the same batch revealing high expression of ‘silent’
receptors. Each mix of 16 oocytes was then homogenized on ice by back and forth pipetting
with 160 pL of lysis buffer (20 mM Tris pH 8.0, 50 mM NacCl, 1 % DDM, 1/20 of a complete
protease inhibitor cocktail tablet Roche Complete, Mini) until a homogenous suspension was
obtained. The samples were then centrifuged (15000 g for 8 min at 4°C), re-homogenized
and centrifuged again. Supernatants enriched in membrane proteins were collected and
separated in two equal volumes for subsequent western blotting experiments in non-reducing
and reducing (9% vol/vol B-mercaptoethanol added in the loading buffer) conditions.
Samples were separated on 3-8% SDS-PAGE gradient gels (4 oocytes per lane), semi-dry
transferred to nitrocellulose membrane and immunoblotted with anti-GIuN1 antibody (1:750,
mouse monoclonal MAB1586 clone R1JHL, Millipore) or anti-GIuN2B antibody (1:500,
mouse monoclonal 75-101 clone N59/36, NeuroMab). Protein bands were visualized using
secondary goat peroxidase-linked anti-mouse antibodies (1:10000, Jackson
ImmunoResearch), with the SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific™).

Chemicals

Salts (including ZnCl,), DTPA, tricine, DTE, DTNB and spermine were purchased from
Sigma-Aldrich. A stock solution of DTNB was prepared at 50 mM in 500 mM HEPES pH 8.0.
DTPA was prepared as 10 mM aliquots at pH 7.3. Ifenprodil (generous gift from Synthélabo,
France) was prepared as 10 mM stock aliquots in 1% HCI. MK-801 (Ascent Scientific) was
prepared as 50 uM aliquots.

Molecular modeling and fitting

A 3D model of full length GIuN1/GIuN2B NMDAR representing an inhibited state based on
the best resolved parts of the pdbs 4TLL, 4TLM™ and 4PE5" was initially produced using
Modeller’®, with rat (GIuN1) and mouse (GIuN2B) protein sequences and reconstruction of
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missing loops and sidechains. To obtain complete templates of different states of the
receptor, the model was then fitted using iIMOD(it*® to the following target cryo-EM maps:
EMD-8098° for the agonist-bound inhibited state (in complex with glutamate, glycine and the
GIuN2B antagonist Ro-256981), EMD-8106"° for the ‘resting-like’ DCKA/D-APV-bound state,
EMD-3352" for the putative active state (in complex with glutamate and glycine; TMD region
not resolved), and EMD-3354"" for the agonist-bound non-active state (in complex with
glutamate and glycine but ion channel pore is closed).

To gain insight in the transitions between those 4 states, each one of the 4 templates
obtained was then fitted again using the cryo-EM maps of the 3 other states as target. The
transition from the inhibited state to EMD-3352 is presented extensively. Control runs
modifying the EM map threshold (<cutoff> parameter), the range of modes (-n option), or
fixing secondary elements dihedral (-S option) showed that results were robust and that the
best fitting were obtained with default program options. In all runs targeting EMD-3352, we
used the volume eraser option of UCSF Chimera’® to erase the density of the poorly resolved
TMD region. This procedure allowed to avoid detergent density influence in fitting, and
therefore, only the density of the extracellular part of the receptor as target could be used.
We performed control fittings by erasing the TMD on cryo-EM maps of other states to ensure
that pore opening was not a mere artifact of TMD density erasing.

Trajectory analysis was performed using the R package Bio3D’’. 43 collective variables
were measured among which i) the ABD-TMD linker 'tension’, measured for GIuN1 as the
distance between the center of masses of both GIuN1-R663 residues and the center of
masses of the four SYTANLAAF sequences, and for GIUN2B as the GIuN2B-E658 — Glu2B-
E658 distance; ii) the ABD ‘rolling’, measured as the dihedral angle between a vector defined
by the center of masses of an ABD domain lower and upper lobes and the equivalent vector
of the opposite domain. The volume of the ifenprodil binding pocket?” was calculated as the
volume of the non-clashing part of a 7 A sphere centered at equal distance of GIuN1-G112
and GIuN2B-Q110. Because of the two-fold symmetry of the receptor extracellular region,
distance between the center of masses of the lower lobes of the NTD dimers, volume of the
ifenprodil pocket, extent of ABD rolling and distances between the GIuN1 ABD loop and the
GluN2 NTD can be measured two times independently on the tetrameric receptor. A mean
value of both measures was taken after verifying that they were not significantly different.

Structure illustrations

The figures were prepared with PyMOL (http://pymol.org) using either our whole-receptor (-
CTD) model (based on PDB 4PE5, 4TLL and 4TLM''), iMODfit-based simulations
(targeting cryo-EM map EMD-3352") or cryo-EM-based PDBs 5FXG'’ and 510V*°.
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Figure 1: NMDAR activation requires conformational mobility at inter-domain and
inter-layer interfaces.

(a) Schematic representation of a full-length GIuN1/GIuN2B NMDAR. The receptor displays a
layered architecture. NTD, N-terminal domain; ABD; agonist-binding domain; TMD,
transmembrane domain. The studied inter-domain and inter-layer interfaces are reported
with numbered yellow stars. For clarity, interface 4 is shown from a side view (inset).
(b) Representative current traces from oocytes expressing wild-type (WT) and double
cysteine mutant NMDARs before and after DTE treatment. (c) Summary of the DTE-induced
potentiation of WT and double cysteine mutants. Mean and n values are given in
Supplementary Table 1. **P < 0.001, one-way ANOVA on ranks (Kruskal-Wallis H test)
followed by Bonferroni corrected Dunn’s test. (d) Immunoblots from Xenopus oocytes
expressing either wt or mutant subunits. M1 indicates the GIuN1 monomer (~110 kDa); M2
the GIuN2B monomer (~180 kDa); D1/1 the GIuN1 homodimer (~220 kDa); and D1/2 the
GIuN1/GIuN2B heterodimer (~290 kDa). Lower panels: immunoblots in reducing conditions
(+ B-mercaptoethanol). N.I., non-injected oocytes.
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Figure 2: Rolling between the two constitutive ABD dimers boosts receptor activity.

(a) Left, localization of site 5 at the interface between the two constitutive ABD dimers. Right
top, crystal structures of the inhibited (PDB 5I0V)*® and active (5FXG) states illustrating the
differences in distances between GIuN2B-L795 and GIuN1-E698 or GIuN1-R673 at interface
5. Those three residues are colored green, while GIuN1 and GIUN2B subunits are colored
red and blue respectively. Right bottom, schematic representation of the GIuN1-
R673C/GIuN2B-L795C disulfide cross-link capturing an inhibited state of the receptor, and of
the GIuN1-E698C/GIUN2B-L795C disulfide cross-link trapping the rolling motion.
(b) Assessment of receptor channel activity using MK-801 inhibition kinetics. Representative
current traces from oocytes expressing either wild-type (WT) or GIuN1-E698C/GIuN2B-
L795C mutant receptors in response to 10nM MK-801 during agonist application.
Responses were scaled to the current amplitude obtained before MK-801 application. Inset,
mono-exponential fits of MK-801 wash-in and wash-out. Note the strikingly faster kinetics in
mutant receptors, both at the onset and offset of MK-801. (c) Relative MK-801 inhibition on-
and off-rate constants (Ko, and Kg). All values were normalized to the value obtained for WT
GIuN1/GIuN2B receptors. Mean and n values are given in Supplementary Table 2.
***P<(0.001, one-way ANOVA on ranks followed by Bonferroni corrected Dunn’s test. Error
bars, SD.
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Figure 3: Super-active receptors are insensitive to allosteric modulation.

(a) Schematic representation of the super-active GIuN1-E698C/GIuUN2B-L795C receptor
locked in the ‘rolled’ conformation, showing the NTD binding sites for spermine, zinc and
ifenprodil, positive (+) and negative (-) allosteric modulators, respectively. Open circles
indicate that the binding site is on the other side of the GIuN2B NTD. The allosteric inhibitor
H* is also indicated, although its binding site remains ill-defined. (b) Zinc, ifenprodil and pH
dose-response curves of wild-type (WT) GIuN1/GIuN2B receptors and mutant GIuN1-
E698C/GIUN2B-L795C receptors. For comparison, zinc and ifenprodil dose-response curves
of GIuUN1/GIuN2B receptors lacking the whole GIuN2B NTD (GIuN1 WT/GIuN2B-delNTD) are
also shown (dashed lines; data from ref. 55). (c) Spermine (200 pM, pH 6.3) potentiation of
WT GIuN1/GIuN2B and mutant GIuN1-E698C/GIuN-L795C receptors. Spermine (200 uM, pH
6.5) sensitivity is also shown for WT GIuN1/GIuN2B receptors and receptors lacking either
the GIuN1 (GIuN1-deINTD/GIuN2B WT) or GIuN2B (GIuN1 WT/GIuN2B-deINTD) NTD (data
from ref. 28). **P<0.01, one-way ANOVA on ranks followed by Bonferroni corrected Dunn’s
test. Error bars, SD. (d) Glutamate and glycine dose-response curves of WT GIuN1/GIuN2B
receptors and mutant GIuN1-E698C/GIuN2B-L795C receptors. Values of 1Cs, maximal
inhibition (for zinc, ifenprodil and pH), ECs, (for glutamate and glycine), Hill coefficient (for all
curves), mean (for spermine) and n are given in Supplementary Table 3.
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Figure 4: Rolling mediates inter-layer coupling and facilitates pore opening.

(a) IMOD(it fitting of the GIUN1/GIuN2B inhibited state into the cryo-EM map EMD-3352
(target structure in a putatively active state; TMD not resolved). Left, Evolution of the RMSD
calculated against PDBs 5FXG (putative active state), 5FXI (non-active state) and 510V
(inhibited state) over 2267 aligned Ca. The trajectory is divided in three steps (vertical
dashed lines). Right, illustration of the fitting by superposition of the target EM density map
(envelope representation) and the initial and final frames of the trajectory (line
representation). GIuN1 and GIuN2B subunits are colored red and blue, respectively. (b-d)
Left, evolution of selected collective variables during the IMODfit simulation. Each plot
illustrates two collective variables, each with its own Y-axis (black or red). The upper panel
(b) focuses on the NTD region (distance between the two GIUN1 NTDs at the ‘apex’ of the
receptor; volume of the ifenprodil binding pocket at the interface between GIuN1 and GIuUN2B
NTDs), the middle panel (c) on the distance between NTD lower lobes and the ABD rolling
motion, and the lower panel (d) on the ABD-TMD connection and the M3 channel gate
dilation. Right, illustration of the three steps of the fitting showing in step 1 (frame 1 to 8) the
reduction of the inter NTD dimer distance; in step 2 (frame 8 to 15) the NTD lower lobes
getting closer and the associated rolling of the ABD dimers; in step 3 (frame 15 to 22) the
distance changes in the ABD-M3 linker and the channel gate radius. The inset highlights a
top view of the pore lining helixes M2 (P-loop) and M3 with a same-size circle emphasizing
pore dilation during step 3. The GIuN1 linker distance represents the distance between the
center of masses (COM) of both GIuN1-R663 residues and the COM of the M3 SYTANLAAF
sequence residues, GIuN2B linker distance represents the distance between both GIUN2B-
E658 residues.
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Figure 5: Structural mobility of an inter-layer GIuN21 protruding loop during rolling.

(a) Left, localization of interface 1 between GIuN1 ABD and GIuUN2B NTD. This interface
involves a GIuN1 specific loop that protrudes from GIuN1 ABD upper lobe towards GIUN2B
NTD lower lobe. Right, Initial and final frames of the fitting presented in Fig. 4. at interface 1.
The two pairs of residues targeted for cysteine mutations GIuN1-N492/GIuN2B-S188 and
GIuN1-K495/GIuN2B-N192 are shown as spheres linked by a dotted line colored black and
red, respectively. (b) Evolution of Ca-Ca distances of the two pairs of residues GIuN1-
N492/GIuN2B-S188 and GIuN1-K495/GIuN2B-N192 during the fitting. (c) MK-801 inhibition
kinetics. On-rate constants (k,,) of inhibition by 10 nM MK-801 on wild-type (WT) and mutant
receptors. All values are normalized to that obtained for WT GIuN1/GIuN2B receptors.
Values of Mean and n are given in Supplementary Table 2 *P<0.05, one-way ANOVA on
ranks followed by Bonferroni corrected Dunn'’s test. Error bars, SD.
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Figure 6: Influence of rolling on single-receptor gating kinetics.

(a) Representative recordings of patches containing one single wild-type (WT) or GIuN1-
E698C/GIUN2B-L795C receptor. The bottom trace is an expanded view. C, closed channel;
O, open channel. (b) Single channel properties (equilibrium channel open probability, mean
open time, mean closed time) of the WT and super-active GIuN1-E698C/GIUN2B-L795C
receptors. Mean and n values are given in Supplementary Table 4. *P<0.05, two-tailed
Student’s t-test, unpaired. Error bars, SEM. (c) Closed (left) and open (right) time histograms
for WT (upper panels) or super-active GIUN1-E698C/GIuN2B-L795C (lower panels)
receptors. Closed time histograms were best fit with 5 exponentials, whereas open time
histograms were best fit with 2 exponentials (see Online Methods and Supplementary
Figure 6). Smooth lines are associated exponential fits. Insets, mean closed and open state
durations (t, ms) and occupancies (a, %) (Supplementary Figure 6). (d) Kinetic schemes
and equilibrium constants for WT (upper panel) or super-active GIuN1-E698C/GIuN2B-
L795C (lower panels) receptors. Records were analyzed at equilibrium. Ligand-binding steps
are shown in gray. Note that for simplicity, long-lived desensitized steps are not shown.
*P<0.05 relative to GIUN1/GIUN2A (two-tailed Student’s t-test, unpaired). (e) Proposed
mechanism for the conformational switch in full-length tetrameric GIUN1/GIuUN2B receptor:
inter-dimer rolling in the ABD layer is coupled to entry of the NTD layer in its active state. The
positive allosteric modulator spermine, which binds the interface between GIuN1 and GIuN2B
NTD lower lobes, enhances receptor activity by stabilizing the NTD compact form and
therefore rolling. Conversely, the negative allosteric modulators zinc and ifenprodil inhibit
receptor activity by stabilizing an expanded form of the NTDs (lower lobes further apart) thus
preventing rolling. The rolling motion facilitates pore opening by acting on the ABD-TMD
connecting linkers.
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Supplementary Figure 1: Effects of redox treatments on NMDAR activity.

(a) Summary of the DTE-induced potentiation of wild-type (WT) and double cysteine mutant
receptors using the GIUN1* subunit as background. GIuN1* represents the GIUN1 subunit
with the two endogenous cysteines C744 and C798 mutated to alanine (C744A C798A).
Because of the absence of the endogenous C744-C798 disulfide bridge, WT GIuN1*/GIuN2B
NMDARs are redox insensitive. Yellow stars and their numbers indicate different inter-
domain and inter-layer interfaces as depicted in Fig. 1a. (b) Summary of the DTE-induced
potentiation of wild-type (WT) and single-cysteine control mutants. (c) Change in current
amplitude after reduction by DTE and subsequent oxidation by DTNB of WT and double
cysteine mutant receptors. Changes are measured relative to initial current prior to DTE
treatment. Solid lines are joining the two measures for each individual cell. (d) Summary of
the DTE-induced potentiation of WT and double cysteine mutant GIuN1/GIuN2A NMDARs at
interfaces 1, 2 and 3. Mutagenesis positions as well as mean and n values of all panels are
given in supplementary Table 1. **P <0.01, **P < 0.001, one-way ANOVA on ranks
followed by Bonferroni corrected Dunn'’s test.
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Supplementary Figure 2: Trapping a rolling motion at the ABD inter-dimer interface
results in super-activity both at GIuN1/GIuN2A and GIuN1/GIuN2B receptors.

(a) Assessment of receptor channel activity using MK-801 inhibition kinetics in oocyte TEVC
experiments. Representative current traces from oocytes expressing WT or the GIluN1-
E698C/GIUN2A-L794C double mutant in response to 10 nM MK-801 during agonist
application. Responses were scaled to the current amplitude obtained before MK-801
application. Inset, mono-exponential fits of MK-801 wash-in and wash-out. Note the strikingly
faster kinetics in mutant receptors, both at the onset and offset of MK-801. (b) Relative MK-
801 inhibition on- and off-rate constants (ko, and Kei) obtained from experiments exemplified
in panel b. (c) Assessment of receptor channel open probability in HEK293 whole-cell patch-
clamp experiments using MK-801 inhibition kinetics. Representative current traces of 1 pM



MK-801 inhibition of wild-type (WT) GIUN1/GIUN2A and GIuN1/GIuN2B receptors, and the
corresponding double cysteine mutant receptors GIUN1-E698C/GIUN2A-L794C and GIuN1-
E698C/GIuN2B-L795C. Mono-exponential fits of MK-801 wash-in kinetics are shown in
green. Responses were scaled to the current amplitude obtained before MK-801 application.
(d) Relative MK-801 inhibition on-rate constants (k,,) obtained from experiments exemplified
in panel a. All values were normalized to the value obtained for the corresponding WT
receptors. All values were normalized to the value obtained for WT GIuN1/GIuUN2A receptors.
Mean and n values of all panels are given in Supplementary Table 2, *P < 0.05, **P < 0.01,
***P<0.001, one-way ANOVA on ranks followed by Bonferroni corrected Dunn’s test. Error
bars, SD.
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Supplementary Figure 3: Super-active GIuUN1/GIuN2A and GIuN1/GIuN2B receptors are
resistant to allosteric modulation.

(a) Zinc, ifenprodil and pH dose-response curves of wild-type (WT) and single or double
mutant GIuN1/GIuN2B receptors. (b) Spermine (200 puM, pH 6.3) potentiation of WT
GIuN1/GIuN2B and single or double mutant GIuUN1/GIuN2B receptors. The first two columns
are reproduced from Fig. 3c. (c) Glutamate and glycine dose-response curves of WT and
single or double mutant GIuUN1/GIuN2B receptors. (d) Zinc and pH dose-response curves of
WT and mutant GIUN1/GIuN2A receptors. For comparison, the zinc dose-response curve of
GIuN1/GIuN2A receptors lacking the whole GIuUN2A NTD (GIluN1 WT/GIuN2A-deINTD) is
also shown (dashed lines; data from ref. 55). (e) Glutamate and glycine dose-response
curves of WT and single or double mutant GIuN1/GIUN2A receptors. Values of 1Csy, maximal
inhibition (for zinc, ifenprodil and pH), ECs, (for glutamate and glycine), Hill coefficient (for all
curves), mean (for spermine) and n are given in Supplementary Table 3. **P < 0.01, one-
way ANOVA on ranks followed by Bonferroni corrected Dunn’s test. Error bars, SD.
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Supplementary Figure 4. Conformational transitions associated to rolling.

(a) Diagram representing the iMOD(it input (inhibited state; top left) for the fitting presented in
Fig. 4, the 8" frame of the trajectory (bottom left, line representation) inside the EM-Map
EMD-3354 (closed state; envelope representation) and the target structure (putative active
state, bottom right; envelope representation, TMD not resolved). The good overlap between
the 8" frame and the EM-Map 3354 reveals that the iIMODFit trajectory passes by this
experimentally determined structural state, even though EM-Map 3354 was not fed in the
simulation. (b) Pore radius calculated using HOLE (Smart et al., 1993) at different steps of
the IMODFit fitting presented on Fig. 4: initial model frame 1 in blue, frame 8 (after step 1) in
pink, frame 15 (after step 2) in orange and frame 22 (final frame) in red. Note the large
dilation in the upper half of the pore (gate region comprising the M3 SYTANLAAF motif)
when transiting through the frames.
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Supplementary Figure 5: Super-active receptors at the population and single molecule
level.

(a) Representative recordings of patches containing one single wild-type (WT) or GIluN1-
E698C/GIUN2A-L794C receptor. The bottom trace is an expanded view. C, closed channel;
O, open channel. (b) Single channel properties (equilibrium channel open probability, mean
open time, mean closed time) of the WT and super-active GIuN1-E698C/GIUN2A-L794C
receptors. Mean and n values are given in Supplementary Table 4 *P<0.05, two-tailed
Student’s t-test, unpaired. Error bars, SEM. (c) Representative current traces from oocytes
expressing either WT or the GIuN1-E698C/GIuN2B-L795C double mutant receptor in
response to 30 nM MK-801 during agonist application at pH 8.0. Responses were scaled to
the current amplitude obtained before MK-801 application. Inset, mono-exponential fits of
MK-801 wash-in. Note the strikingly faster kinetics in mutant receptors. (d) Relative MK-801
inhibition on-rate constants (k,,) obtained from experiments exemplified in panel c. All values
were normalized to the value obtained for WT GIUN1/GIuN2B receptors at pH 8.0. The
change in channel open probability (Po) measured in single-channel experiments performed
at the same pH is shown for comparison (dashed line). Mean and n values are given in
Supplementary Table 2, ***P<0.001, one-way ANOVA on ranks followed by Bonferroni
corrected Dunn'’s test. Error bars, SD.
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Supplementary Figure 6: Equilibrium open and closed time distributions for WT and
super-active receptors.

Closed (left) and open (right) durations for GIuN1/GIuN2B WT (a) and GIuN1-
E698C/GIuN2B-L795C receptors (b). For all constructs, the closed-time distributions were
best fit by five exponentials and the open time distribution by 2 exponentials. Insets, mean
values (= SEM) for closed and open state durations (left, T, ms) and occupancies (right, a,
%).
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Supplementary Table 1: Summary of redox treatment effect on NMDAR current amplitude.

Interface Receptor DTE Potentiation n DTNB reversion Reversibility
GluN1/GIluN2B receptors: double cysteine mutants
WT GIuN1 WT / GIuN2B WT 2.06+0.46 18 1.26 £0.18 0.75
1 GIuN1-N492C / GIuN2B-5188C 120.35 £ 144.15 15 30.20+ 35.63 0.76
2 GIluN1-H162C-D765C / GIuN2B WT 121.03 £ 68.20 10 10.02 £ 6.77 0.93
3 GIuN1 WT / GIuN2B-V195C-M430C 7.15+3.95 16 2.74+£1.10 0.72
4 GIuN1 WT / GIuN2B-N218C 5.47 +4.76 8 2.03+2.53 0.70
4 GIuN1 WT / GIuN2B-K221C 2.03+£0.44 8 1.15+0.39 0.85
5 GIuN1-R673C / GIuN2B-L795C 9.32+5.49 15 2.38 £0.99 0.78
GluN1/GIluN2B receptor: single cysteine mutants
1 GIuN1-N492C / GIuN2B WT 2.46+0.14 6
1 GIuN1 WT / GIuN2B-5188C 2.00£0.18 3
2 GIuN1-H162C / GIuN2B WT 1.46 £0.28 3
2 GIuN1-D765C / GIuUN2B WT 3.39+0.96 8
3 GIuN1 WT / GIuN2B-V195C 2.41+£0.94 5
3 GIuN1 WT / GIuN2B-M430C 2.300.19 3
5 GIuN1-R673C/ GIuN2B WT 1.14 £ 010 6
5 GIuN1 WT / GIuN2B-L795C 1.19+0.29 6
GluN1*/GIluN2B receptor (GluN1-C744A-C798A background)
WT* GIuN1* / GIuN2B WT 0.94+0.49 15
1 GIuN1*-N492C / GluN2B-5188C 195.76 £ 78.13 4
2 GIuN1*-H162C-D765C / GIuN2B WT 9.12+3.43 4
3 GIluN1* / GIuN2B-V195C-M430C 1.03+£0.36 14
4 GIluN1* / GIuN2B-N218C 3.62+4.00 7
4 GIluN1* / GIuN2B-K221C 0.91+0.11 8
5 GIuN1*-R673C / GIuN2B-L795C 0.84+0.17 10
GluN1/GIuN2A receptors: double cysteine mutants
WT GIuN1 WT / GIuUN2A WT 1.43+£0.76 18
1 GIuN1-N489C / GIuN2A-T189C 15.21+11.08 9
2 GIuN1-H162C-D765C / GIuN2B WT 16.66 + 6.96 3
3 GIuN1 WT / GIuN2B-V196C-T426C 2.14£0.37 4

Values shown are mean + SD.
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Supplementary Table 2:

Summary of MK-801 inhibition kinetics experiments.

Oocytes TEVC experiments

HEK293 cells patch-clamp experiments

Receptor Relative n Relative n Relative n
Kon Kot Kon

GluN1/GIluN2B receptors, interface 5
GluN1 WT / GIuN2B WT 1+£0.14 22 1+0.13 19 1+£0.33 5
GIuN1-E698C / GIuN2B-L795C 538+1.23 24 789209 23 5.64 £0.93 6
GluN1-E698C / GIuN2B WT 1.39+049 8 0.82+0.35 6
GIuN1 WT / GIuN2B-L795C 156052 8 0.92+0.23 5
GluN1-E698S / GIuN2B WT 1.33+030 5 1.13+0.31 5

GluN1/GIluN2A receptors, interface 5
GIuN1 WT / GIuN2A WT 1+0.16 25 110.26 7 1+0.36 5
GluN1-E698C / GIuN2A-L794C 1.71+£0.35 20 2.04+0.47 6 1.71+£0.34 5
GIuN1-E698C / GIuUN2A WT 0.97+0.15 25 1.00%x0.33 6
GluN1 WT / GIuN2A-L794C 1.07+£0.09 17 1.24+0.32 6
GIuN1-E698S / GIUN2A WT 0.87+0.10 6 1.18%+0.34 6

GluN1 WT / GIuN2B WT
GluN1-N495C / GIuN2B-N192C
GluN1-N495C / GIuN2B WT
GluN1 WT / GluN2B-N192C

GluN1 WT / GIuN2B WT
GluN1-E698C / GIuN2B-L795C

GluN1/GIluN2B receptors, interface 1

1.00+0.16 7
210+0.24 7
1.14+0.01 5
0.58+0.06 5

GluN1/GIuN2B receptors, interface 5, pH 8.0

1+0.15 9
2.81+0.08 6

Values shown are mean + SD.
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Supplementary Table 3: Summary of pharmacology experiments.

2+

Zn Ifenprodil pH
Receptor subtype ICso Imax Nyin n 1G5 Imax Nyin n PHso Imax Ny n
GluN1/GIuN2B, interface 5
GIUN1 WT/ GluN2B WT 0.77 £ 0.11 fixedtol 0.97+0.12 4] 0.15+0.00 092+0.00 1.10+0.02 12 ] 7.24+0.02 1.00 +0.01 1.68+0.09 8
GIUN1-E698C / GIuN2B-L795C |  63.07 + 14.28 fixedtol 0.72+0.01 5| 18.1+4.92 0.77+0.09 0.87+0.06 9 |6.11+0.03 1.00+0.01 136+0.16 6
GIUN1-E698C / GIuN2B WT 12.43+2.74 fixedtol 0.57+0.08 5| 1.10+1.05 0.68+0.15 0.63+024 14| 736+0.02 104+0.02 113+0.06 4
GIUN1 WT / GIuN2B-L795C 0.94 +0.19 fixedtol 0.83+0.13 5| 0.17+0.01 092+0.01 1.22+0.08 10| 734+001 100+0.01 1.69+0.08 4
GIUN1-E698S / GluN2B WT 0.75+0.13 fixedtol 0.80+0.10 5| 0.18+0.01 0.89+0.01 1.14+0.05 7 |725+0.02 1.01+0.02 171+0.13 7
GluN1/GIuN2A, interface 5
GIUN1 WT / GIuN2A WT 14.65+2.12°  0.88:0.03 0.66+0.05 4 7.00£0.03 1.00:0.02 1.75+0.18 5
GIUN1-E698C / GIUN2A-L794C | 1256.3 +4646.5" 062+0.62 05+0.19 4 6.58+0.01 1.00+0.00 1.26+0.03 7
GIUN1-E698C / GIuN2A WT 23.41+10.38"  0.83:0.07 051008 4 6.94+0.01 1.00+0.01 1.48+005 5
GIUN1 WT / GIuN2A-L794C 11.17+1.11"  0.85+0.02 0.72+0.05 4 6.97+0.03 1.00+0.02 1.75%+0.19 5
GIUN1-E698S / GIUN2A WT 13.821+1.00"  0.86+0.01 0.74+0.04 4 6.92+0.03 1.00£0.02 1.65+0.15 5
Spermine Glutamate Glycine

Receptor subtype Mean n ECso Nyin n ECso Nyin n

GluN1/GluN2B, interface 5 All1Cso and ECs values are

GIUNL WT / GIuN2B WT 873+217 10 | 1954007 141t007 8] 0.41+0.02 173:011 7 J9ivenin pMexcept for those

GIUN1-E698C / GIuN2B-L795C 0.78 £0.07 9 | 3874008 1.33%003 6 |1.68+0.17 133:016 4 markedwith " which are

GIUN1-E698C / GIuN2B WT 1.60 +0.43 7 | 345+013 136+006 7 |4.58+0.84 0.56 + 0.07 7 giveninnM.

GIUN1 WT / GIuN2B-L795C 9.19+4.74 6 | 217+0.08 145+0.07 5| 0.44+0.05 1.15+0.14 5

GIUN1-E698S / GluN2B WT 13.62 £ 2.42 8 | 272+006 1.45+004 6 |0.62+0.07 1.61+0.25 5

GluN1/GIuN2A, interface 5

GIUN1 WT / GIuN2A WT 487+033 144+0.12 9] 1.96+0.08 1.3740.07 7

GIUN1-E698C / GIUN2A-L794C 352+0.19 150+0.11 5| 11.06+0.11  1.58+0.02 5

GIUN1-E698C / GIuN2A WT 6.12+0.56 1.49+0.17 8 |5.07+0.28 1.2140.07 7

GIUN1 WT / GIuN2A-L794C 369+0.16 1.52+0.09 6 | 1.15+0.06 1.39 £ 0.09 6

GIUN1-E698S / GIUN2A WT 7.70£0.11  1.36+0.02 7 |5.96+0.10 1.40 £ 0.03 5
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Supplementary Table 4: Single channel properties of wild type and ABD rolling locked

GIuN2A- and GIuN2B- containing NMDA receptors.

Construct Total events i €q. Popen MCT MOT
(# of patches)
pA ms ms

GIuN1/GIuN2A 511004 (7) -7.6+0.4 0.36 + 0.07 8.7+3.7 41+0.6
GIuN1-E698C/ 295171 (8) -83+05 0.60+0.04* 46+11.2 6.1+1.1
GIuN2A-L794C

GIuN1/GIuN2B 205064 (5) -7.6£0.3 0.29+0.05 158+21 6.4+1.3
GIuN1-E698C/ 286299 (5) -6.5+0.3* 0.74+0.07* 5.1+1.9* 14.2 + 2.4*

GIuN2B-L795C

Values shown are mean + SEM for single-channel current amplitude (i), equilibrium open
probability (P,), mean closed time (MCT), and mean open time (MOT). Single channel currents
were recorded in the on-cell mode at approximately -100 mV and analyzed in QuB (see Online
Methods). Number of patches is in parenthesis to the right of total events. Eq P, is the fractional
occupancy of the open states in the entire single-channel recording, including long lived closed
states (desensitized states). All data were idealized and fit at a dead time of 20 pus.

Asterisks (*) indicate values significantly different than their respective wild type (p < 0.05, two-
tailed Student’s t-test, unpaired).
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Supplementary Table 5: Cross-link ABD rolling alters activation kinetic rate constants.

Cs—C; C,—C; C,-0, Cs—Cs C,—C, 0,-0;
GIluN1/ Ks 230+100 530+180 1670770 40+20 1.2+0.2 2640+930
GluN2B k. 230+120 2430+1100 1220+370 11.9+7.8 0.6+0.2 43060
Keq 3.3+2.2 0.33+0.12 1.2+0.5 3.6+1.3 3.5+1.7 5.8+1.7
AG —-0.40+0.4 0.75+0.24 0.09+0.37  -0.67+0.22 -0.59+0.30 -0.96+0.23
GluN1- Ks 610+150 1320+120 4130+460 71+31 3.4+2.4 2420+190
=098C K, 240+76 2550+840* 45090 23+5 4.5+3.6 840+200
GIUN2B- Kgq 2.61+0.2 0.60+0.15 9.7+1.4* 3.6+2.1 3.7£1.9 3.2+0.8
L795C AG -0.57+0.05  0.34+0.15 -1.3+0.1*  -0.52+0.39 -0.03+0.98 -0.66+0.14

Mean values (+ SEM) for forward (k;) and reverse (k,) kinetic rate constants (s™) for a 5C-20
kinetic scheme (Fig. 6). AG is in units of kcal/mol. Kinetics models were constructed as C;—C,—
C;—0,—0; while C, and Cs branched from C; and C,, respectively (see Online Methods). C, and
C; reflect desensitized states.
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Supplementary movie 1: An inter-dimer ABD rolling motion mediates inter-layer coupling
and facilitates pore opening during NMDAR transition from the inhibited to the active
state.

The GIuN2B subunits are shown in blue and the GIuN1 subunits in red. The transition is first
shown from two orthogonal lateral views of the full-length receptor. Then, motions within each
layer are shown from the extracellular space, in the following order: NTD, ABD, TMD.

For each view, the transition is shown one time entirely and a second time with a sequential
decomposition in three steps (see Fig. 4): Step 1 involves NTD motions, Step 2 associates ABD
rolling and NTD dimer reorganization, and Step 3 corresponds to the rearrangement of the
transmembrane domain in the direction of pore opening.
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Supplementary movie 2: ABD rolling mechanism and inter-layer coupling

The GIuN2B subunits are shown in blue and the GIluN1 subunits in red. NTDs are highlighted in
cyan (for GIuN2B) and orange (for GIuN1). For clarity, only two subunits are shown. After a
global view, focus is made on the ABD inter-dimer interface and the protruding GIuN1 ABD ‘loop
2'. For each view, the transition is shown one time entirely and a second time with a sequential
decomposition in three steps (see above and Fig. 4). Residues used for mutagenesis (see Fig.
2) are shown as green spheres becoming white when occupying positions in sufficient proximity
for disulfide bonding. The GIuN1 ABD ‘loop 2' is highlighted as yellow spheres. Note the
downward motion of the loop in step 2.

17



Section 2.3 An inter-dimer allosteric switch controls NMDA receptor activity

2.3.3. Résultats non intégrés a I'article

Le dépontage par traitement au DTE de linterface 5 piégée dans sa conformation
inactive aux positions GIuN1-R673C/GIuN2B-L795C aboutit a une potentiation de pres
d’un facteur 10, contre un facteur 2 environ pour le récepteur sauvage (Figure 1 et table
supplémentaire 1 de l'article). Cet effet du traitement réducteur, supérieur au simple
effet endogene démontre que nous avons capturé le récepteur dans une conformation

inhibée a laquelle la rupture de la liaison covalente entre les deux cystéines met fin.

Cependant pour cette position, les tests effectués dans le contexte de récepteurs
insensibles au traitement réducteur (utilisation de « GIuN1* », portant la mutation
GluN1-C744A-C798A au niveau du pont endogene contrélant la sensibilité au potentiel
d’oxydo-réduction, voir 1.4.3) ne révelent pas de différence entre les mutants GIuN1*-
R673C/GIuN2B-L795C et les récepteurs « sauvages » GIuN1*/GIuN2B wt. Aucun des
deux n’est potentié par le traitement au DTE (Figure supplémentaire la et table
supplémentaire 1 de l'article). Une des explications pour expliquer la différence d’effet
entre les deux séries d’expériences est un arrangement différent qui empéche
I’établissement de notre pont artificiel quand le pont endogéne est absent. Nous avons
donc voulu vérifier biochimiquement que le passage en contexte GIUN1* n’empéchait
pas la formation du pont disulfure introduit dans l'interface 5. La Figure 2.3-3 montre
que le pont disulfure est bien présent méme en contexte GIuN1* car I’hétérodimére est
détecté. Il semble donc que dans ce contexte, le pont se forme bel et bien mais ne piege

pas le récepteur dans une conformation inactive.
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Figure 2.3-3: Détection du pont disulfure introduit a l'interface 5 pour

piéger la conformation inactive chez les récepteurs GIluN1/GIuN2B.

Immunodétection de récepteurs NMDA mutants ou sauvages exprimés en
ovocytes de Xénope. M1 indique le monomeére GIluN1 (~110 kDa), M2 indique
le monomeére GIuN2B (~180 kDa); D1/1 'homodimeére GIluN1 (~220 kDa); et
D1/2 I'hétérodimeére GIuN1/GIuN2B (~290 kDa). En bas, la méme expérience
a été réalisée en conditions réductrices par I'ajout de B-mercaptoethanol. La
condition GIuN1-E698C/GIuN2B-L795C est un contrdle positif. N.I. : ovocytes

non injectés.

Chez les récepteurs GIuN1/GIuN2A, il est également possible de piéger les récepteurs en

conformation super-active au niveau de linterface 5 (Figure supplémentaire 2 de

I'article) en utilisant les positions de mutagénése homologues a celles trouvées chez

GluN1/GIuN2B. Nous avons voulu vérifier biochimiquement la présence du pont

disulfure introduit. La position équivalente a GIuN1-R673C/GIuN2B-L795C qui piége en

position inactive (Figure 1 de l'article) a également été testée par western blot. La

détection d’hétérodimeres (Figure 2.3-4) montre que les ponts disulfures sont

effectivement présents.
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Section 2.3 An inter-dimer allosteric switch controls NMDA receptor activity
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Figure 2.3-4 : Détection des ponts disulfures introduits a I'interface 5 pour
piéger différentes conformations chez les récepteurs GluN1/GIuN2A.
Immunodétection de récepteurs NMDA mutants ou sauvages exprimés en
ovocytes de Xénope. M1 indique le monomeére GIluN1 (~110 kDa), M2 indique
le monomeére GIUN2A ou GIuN2B (~180 kDa); D1/1 I'homodimére GluN1
(v220 kDa); et D1/2 [I'hétérodimere GIluN1/GIuN2A ou GIluN1/GIuN2B
(~290 kDa). La condition GIuN1-K495C/GIuN2B-N192C est un contrdle positif
non détecté par I'anticorps spécifique de GIuN2A utilisé (Ab A12W, dilution
1:500) ; N.I. : ovocytes non injectés.

2.3.4. Discussion

Le mécanisme allostérique que nous proposons permet de coupler les mouvements des
domaines modulateurs N-terminaux a la machinerie d’activation en aval. Il est
également impliqué dans I'activation du récepteur, comme en témoigne la possibilité
d’obtenir des récepteurs NMDA « super-actifs » et le tres fort déplacement vers
I'ouverture de I'équilibre C;-O; dans le modele cinétique d’activation. Nos expériences
confirment donc I'hypothese selon laquelle la carte de densité électronique EMD-3352

dont le domaine transmembranaire n’est pas résolu représente la partie extracellulaire
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d’un récepteur actif (Tajima et al. 2016). Elles démontrent par ailleurs I'importance de

I'interface entre diméres d’ABD dans I'activation et la modulation des récepteurs NMDA.

La majorité de nos expériences ayant été réalisées sur GIuN1/GIuN2B, on peut se
demander dans quelle mesure ce modele est transposable aux autres sous-types de
récepteurs NMDA. Nos expériences montrant que la mobilité aux interfaces NTDs-ABDs
est essentielle lors de I'activation ont été transposées aux récepteurs GluN1/GIuN2A
(Figure supplémentaire 1 de l'article), mais ces résultats n’impliquent pas que le
mécanisme qui lie les deux couches est le méme chez ces deux sous-types car le pontage

entre couches pourrait impacter des mouvements dissemblables dans les deux cas.

Au niveau de la couche ABD, en bloquant le rolling chez GIluN1/GIuN2A, nous avons pu
également obtenir un récepteur NMDA « super-actif » et largement insensible a
I'inhibition allostériques par les protons ou le zinc (Figure supplémentaire 2 et 5 de
I’article). Nous avons par ailleurs vérifié que les ponts disulfures sont bien détectables
chez ce sous-type de récepteur aussi (Figure 2.3-4). L'augmentation de la probabilité
d’ouverture lorsque l'on piege la rotation des dimeres d’ABD suggere que ce
mouvement existe également chez GIuN1/GIuN2A. La plus forte probabilité d’ouverture
basale chez ce sous-type (Pomax 0.5 vs 0.1 pour GIuN1/GIuN2; Erreger et al. 2005)
pourrait s’expliquer par un récepteur déja partiellement « rollé », il resterait alors une
moins grande amplitude de mouvement pour la potentiation. Cette hypothése est
cohérente avec les données montrant un controle de la Po du récepteur NMDA par le
NTD de la sous-unité GluN2 (voir Figure 1.4-7 page 72 ; (Gielen et al. 2009, Yuan et al.
2009)) si lI'on considere que |'état partiellement rollé découle d’un dimére NTD

GluN1/GIluN2A en conformation plus compacte que chez GIuN1/GIuN2B.

Néanmoins, chez les récepteurs GIuN1/GIuN2A, certaines données indiquent une
implication de l'interface intra-dimere des ABDs dans la modulation allostérique. Cette
interface est connue pour se rompre en partie lors de la désensibilisation des récepteurs
AMPA (Figure 1.3-6 et Figure 1.3-7), et le cyclothiazide qui agit comme une colle
moléculaire a cet endroit empéche cette désensibilisation (Sun et al. 2002). Hors, il a été
montré que la déstabilisation de cette interface chez les récepteurs NMDA contenant la

sous-unité GIuN2A conduit a une sensibilité zinc augmentée (I'lICso du récepteur sauvage,
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Section 2.3 An inter-dimer allosteric switch controls NMDA receptor activity

10 nM, diminue d’un facteur 10) et supprime le plateau d’inhibition. En concentration
saturante de zinc, 60 a 80 % du courant est inhibé chez les récepteurs sauvages contre
une inhibition presque totale chez les récepteurs dont I'interface est affaiblie (Gielen et
al. 2008). On observe par ailleurs une augmentation de la sensibilité au pH des
récepteurs mutés. A I'inverse, un blocage des réarrangements structuraux au méme
endroit par insertion d’'un pont disulfure diminue fortement la sensibilité au zinc. En
accord avec ces résultats, les modulateurs allostériques ciblant la couche ABD des
récepteurs NMDA GIuN1/GIuN2A se lient au niveau de l'interface intra-dimére ABD. lls
permettent d’inhiber I'activité du récepteur pour les composés du type TCN-201 (Bettini
et al. 2010, Hansen et al. 2012), par un effet non compétitif de diminution de la liaison
de la glycine sur GIuN1, ou d’augmenter I'activité du récepteur pour les composés du
type ‘GNE’, par une action sur I'efficacité et/ou I'affinité pour le glutamate (voir 1.4.6;
Hackos et al. 2016). GNE-6901 et GNE-8224 ont un effet de type 2 montrant qu’il est
possible d’augmenter la réponse a une concentration saturante de glutamate au niveau
de cette interface. GNE-8324 a également un effet de type 1 d’augmentation de I'affinité
apparente de GIuN2A (Hackos and Hanson 2017). Ces faisceaux d’indices suggerent
I’existence d’un mécanisme de régulation allostérique bidirectionnel au niveau de
I'interface intra-dimére ABD chez les récepteurs GIUN1/GIuN2A, mais méme si des
structures du dimére isolé, lié ou non aux modulateurs, existent, elles ne permettent pas
de faire des hypotheses aisément. |l serait intéressant de vérifier si notre mutant super-
actif est insensible aux modulateurs allostériques qui ciblent cette interface comme il
I'est pour le zinc. Cette expérience et d’autres, pourraient expliciter comment cette

autre régulation allostérique de la couche ABD s’articule avec le ‘rolling’.

Le mécanisme allostérique que nous avons mis en évidence couple les domaines NTDs
distaux et le domaine transmembranaire a environ 10 nm de distance ce qui est
considérable : cela correspond grossierement a 70 fois la taille d’une liaison simple entre
deux atomes de carbones. Pourtant, ce sont les récepteurs a I'IP3 qui détiennent le
record d’interaction allostérique sur la plus longue distance chez les récepteurs-canaux.
La structure compléte de ces énormes machines tétramériques dont le poids
moléculaire est de 1,3 MDa a été déterminée par cryo-microscopie électronique en 2015

a une résolution de 4,7 A (Fan et al. 2015). Plus récemment, I'obtention d’une structure
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du domaine extracellulaire lié a l'agoniste a permis de mieux comprendre leur
mécanisme d’activation (Baker et al. 2017, Hamada et al. 2017). Chez ces récepteurs, la
distance entre le site de liaison de I'agoniste et le canal est d’environ 12 nm (Fan et al.
2015, Hamada et al. 2017). Il s’agit cependant dans ce cas de l'ouverture du canal
stabilisée par la liaison de I'agoniste sur son site orthostérique et non d’'une modulation

sur un site allostérigue comme dans le cas du récepteur NMDA.

La modulation allostérique des récepteurs NMDA permet I'ajustement de leur activité
en fonction du microenvironnement synaptique. En contexte physiologique, les
domaines NTD jouent le role de senseurs du niveau de zinc, du pH et possiblement des
polyamines. Ainsi, la modulation est permise grace a des domaines extracellulaires de
type ‘clamshell’ (Zhu et al. 2013), une forme de repliement largement représentée dans
le monde vivant, notamment par les protéines périplasmiques bactériennes qui captent
les nutriments dans leur poche interlobe (Quiocho and Ledvina 1996, Felder et al. 1999,
Acher and Bertrand 2005). Chez les eucaryotes, les genes codant pour ces domaines ont
fusionné avec ceux de protéines membranaires, aboutissant a des canaux ioniques ou a
des récepteurs métabotropiques (Chen et al. 1999a, Janovjak et al. 2011). Chez les
mammiféres, en plus des récepteurs-canaux du glutamate, les récepteurs couplés aux
protéines G de classe C comme les récepteurs mGlu ou GABAg sont d’autres exemples

du succes évolutif des domaines bilobés (Rondard et al. 2011, Zhu et al. 2013).
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La régulation du passage des ions a travers les membranes biologiques est un processus
fondamental et indispensable chez toutes les cellules vivantes. Lors de |Ia
neurotransmission excitatrice dans le cerveau, le déclenchement de flux ioniques
transmembranaires par les récepteurs-canaux du glutamate en réponse a un signal
chimique permet la propagation de l'influx nerveux. Les conséquences sur la cellule
post-synaptique dépendent de I'amplitude et de la forme du signal électrique généré, et
du signal calcique qui I'accompagne. Tous deux sont liés a la quantité et la composition
en sous-unités des récepteurs présents a la membrane. Les récepteurs NMDA sont
impliqués dans la dépolarisation post-synaptique, mais ce sont surtout les principaux
responsables de I'entrée de calcium a la synapse et donc de la plasticité synaptique dont

elle est a I'origine.

Ces récepteurs se caractérisent par leur pharmacologie tres riche. Le zinc et les
polyamines sont des modulateurs endogénes, tous deux spécifiques de certaines sous-
unités, soulignant I'importance physiologique de la différence entre les populations de
récepteurs. L'intérét pour le zinc dans la physiologie synaptique est croissant (Vergnano
et al. 2014, Anderson et al. 2015, Kalappa et al. 2015, Kalappa and Tzounopoulos 2017,
Thackray et al. 2017). U'ifenprodil a été le premier modulateur allostérique de synthése
permettant une sélectivité entre les différents sous-types (Carter et al. 1990, Williams
1993). Méme si ces trois modulateurs ciblant la couche NTD sont connus depuis pres de
30 ans, (Peters et al. 1987, Westbrook and Mayer 1987, Ransom and Stec 1988), leur
mécanisme d’action dans le récepteur entier n’était pas encore élucidé et nous en
proposons un premier modele. Le mouvement de ‘rolling’ que nous avons caractérisé
met en lien, malgré une distance conséquente, les mouvements de la couche distale

NTD et les réarrangements du domaine transmembranaire. Il est par ailleurs de
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premiére importance dans le mécanisme d’activation lui-méme, comme en témoigne
notre obtention d’un récepteur « super-actif » qui montre une efficacité d’ouverture
encore jamais observée sur un récepteur de type sauvage (méme en présence de

modulateurs allostériques positifs).

Durant les 10 derniéres années, de nombreux nouveaux modulateurs du récepteur
NMDA ont été mis au point, augmentant encore la panoplie pharmacologique
permettant de régler son activité. Le site de liaison de certains d’entre eux n’est pas
connu mais les premiers modulateurs ciblant la couche ABD ont été découverts,
démontrant la possibilité de réguler le récepteur a ce niveau comme cela avait déja été
fait pour les autres récepteurs-canaux du glutamate (Zhu and Paoletti 2015, Hackos et
al. 2016, Hackos and Hanson 2017). Les recherches futures détermineront dans quelle
mesure leur action s’inscrit dans le modele que nous proposons. Cependant, pour deux
familles de composés, ceux apparentés au TCN-201 qui sont des modulateurs
allostériques négatifs des récepteurs contenant la sous-unité GIuN2A et ceux apparentés
a GNE-6901 qui potentient ces mémes récepteurs, le site de fixation se trouve a
I'interface de dimérisation des domaines de liaison de I’agoniste qui n’évolue pas lors du
‘rolling’. Leur action est des lors plutot a mettre en lien avec les expériences de
mutagénese qui ont été réalisées a cette interface et dont le mécanisme doit encore
étre replacé dans le cadre des récepteurs entiers dont on connait depuis la structure.
L'inhibition par les protons, tres fortement impactée par la mutagénése a ce niveau
reste également mal comprise. Il est d’ailleurs possible que le « site proton » ne soit pas
focalisé précisément mais qu’il soit distribué sur plusieurs interfaces, impactant le

récepteur de facon globale.

Nos progres dans la compréhension du récepteur NMDA ont été permis par la parution
de différentes structures (quasi) complétes du récepteur. Ce support est indispensable, a
la fois pour les études computationnelles et pour les études fonctionnelles. En effet, ces
quatre dernieres, années, les parutions de données structurales sur les récepteurs
ionotropiques du glutamate complets se sont enchainées a un rythme sans précédent,
grace notamment aux avancées récentes de la cryo-microscopie électronique (Callaway
2015, Egelman 2016). Cette méthode, qui repose sur des caméras détectant

irectement les électrons avec une qualité inédite et sur la capacité d’un logiciel a
direct tl lect lit dite et [ té d’ [ I
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distinguer les différentes prises de vue d’'une molécule, a I'avantage majeur de pouvoir
étre appliquée a des protéines natives. Différents états conformationnels dans un méme
échantillon peuvent étre purifiés in silico par le programme d’analyse qui les sépare en
classe distinctes avant que les images ne soient moyennées pour extraire le signal du

bruit.

Cependant, méme si la révolution cryo-EM est en cours, il y avait encore en 2016 pres de
10000 structures déterminés par cristallographie déposées dans la PDB (‘protein data
bank’, base de donnée protéique) contre un peu plus de 400 pour la microscopie
électronique. Méme si la nécessité d’obtenir un cristal est une limitation importante et
oblige souvent a modifier la protéine de facon substantielle, de nouvelles méthodes
voient le jour en cristallographie comme l'utilisation de laser rayons X a électrons libres
(“X-ray free electron laser’, XFEL), une technique qui rend possible |'utilisation d’une
multitude de microcristaux a température ambiante. Du fait de la faible taille des
cristaux, la diffusion de ligands a l'intérieur est facilitée, permettant d’étudier plus

facilement les changements de conformation induits (Higgins and Lea 2017).

On compte de nombreuses percées récentes dans la détermination de structures
complétes des récepteurs-canaux du glutamate. Les premiers récepteurs NMDA ont été
obtenus en 2014 (Karakas and Furukawa 2014, Lee et al. 2014), les premiers récepteurs
AMPA hétéromériques (Herguedas et al. 2016) ou liés a des protéines auxiliaires en 2016
(Twomey et al. 2016), les premiers récepteurs NMDA trihétéromériques (Lu et al. 2017)
et les premiers récepteurs AMPA actifs (i.e. canal ouvert) en 2017 (Twomey et al.
2017a). Il reste cependant un défi majeur qui est celui de I'obtention d’un récepteur
NMDA actif malgré sa faible probabilité d’ouverture. Pour le récepteur AMPA, la
présence d'un bloqueur de la désensibilisation et de protéines auxiliaires ont été
nécessaires a la stabilisation de I'état actif, ces derniéres démontrant I'importance des
interactions au niveau du domaine transmembranaire pour capturer un pore ouvert.
Pour le récepteur NMDA ces interactions ont lieu avec des lipides membranaires, et
parvenir a saisir le récepteur dans un environnement lipidique réaliste sera sans doute
une avancée majeure vers un état actif. Il faut noter que la structure des dihétéromeres
GIuN1/GIuN2A qui ont une plus forte probabilité d’ouverture n’a pas encore été

obtenue et les récepteurs GIUN1/GIuUN2B ne sont ouverts que 10% du temps en
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présence saturante d’agoniste (Erreger et al. 2005). L'utilisation du mutant super-actif
gue nous avons découvert et les indications que donnent nos résultats de modélisation
sur le domaine transmembranaire peuvent faciliter I'observation d'un canal de

récepteur NMDA ouvert.

Les nombreuses structures completes qui sont disponibles aujourd’hui ne sont pas
toutes bien reliées a des états fonctionnels, particulierement chez les récepteurs AMPA.
Des études fonctionnelles, notamment électrophysiologiques, seront essentielles pour
permettre de comprendre l'importance physiologique des différents états décrits
(Meyerson et al. 2016, Mayer 2017). En particulier, un objectif qui peut sembler
aujourd’hui accessible est de parvenir a faire le lien entre les états décrits dans les
modeéles cinétiques et les états conformationnels des récepteurs (Zhou and Wollmuth
2017). Cet exercice est délicat car les états cinétigues du modele d’activation du
récepteur NMDA, n’ont peut-étre pas une stabilité suffisante pour étre résolus
individuellement en termes de structure. Si I'on exclut les états désensibilisés, les
différentes structures récentes publiées pour ce récepteur ne présentent d’ailleurs que
deux états conformationnels distincts de la machinerie d’activation (« rollé » et « non-
rollé ») alors qu’on dénombre trois états cinétiques fermés et deux ouverts. Ainsi, on
ignore si les différents états cinétiques fermés sont les reflets de changements
conformationnels quaternaire globaux ou plutét s’ils sont ceux de changements
successifs dans les différentes couches du récepteur. Au vu de nos résultats qui
montrent un impact exceptionnel du rolling sur le modeéle cinétique, il est tres probable
qgue ce mouvement soit impliqué au cours de I'activation. De fagon remarquable,
I’équilibre entre les états C; et O, est compléetement déplacé vers la droite. Cet équilibre
correspond a la transition entre état conducteur et non-conducteur, et implique donc un
changement au niveau transmembranaire permettant la perméabilité aux ions alors que
nos mutations piegent un changement dans une autre couche, celle des domaines de
liaison de I'agoniste. Une hypothése évidente est une concertation remarquable entre
rolling et ouverture du canal mais les deux évenements ne sont pas simultanés dans nos
simulations méme si 'un provoque l'autre et nous avons donc préféré rester prudent et

ne pas relier directement le rolling au schéma cinétique.
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Discussion Générale

De plus amples recherches intégrant différentes approches comme nous I'avons fait sont
nécessaires pour relier les états cinétiques a des ensembles de conformations (Mayer
2017, Zhou and Wollmuth 2017). L'une des approches la plus prometteuse serait de
parvenir a réaliser des simulations de dynamique moléculaire de longue durée sur le
récepteur entier. Il faudrait pour cela un modéle qui ait une résolution atomique, ce qui
reste un défi avec les cartes de densité électronique actuelles dont la faible précision ne
permet pas de placer les chaines latérales avec exactitude. Les progres en cours en cryo-
microscopie électronique permettront sans doute de réduire cette limitation. Les
simulations de dynamique moléculaire ont déja conduit a des propositions mettant en
jeu des domaines de liaison de I’agoniste semi-ouvert, mais ces derniéres considerent le
récepteur comme un dimere sans prendre en compte l'importance de I'organisation
tétramérique qu’a révélé notre étude (Zhou 2017, Zhou and Wollmuth 2017).
Néanmoins, elles confirment si besoin était que les études in silico sont des outils
précieux et complémentaires des expériences pour |'étude thermodynamique et
cinétique du récepteur (Harpole and Delemotte 2018, Howard et al. 2018). L'intégration
des NTDs aux simulations, éludée jusqu’a présent car colteuse en temps de calcul,
permettrait d’étudier également l'influence de ces domaines de premiére importance
chez les récepteurs NMDA en observant a la fois I'effet intrinséque a leur présence (les

différences de Po entre sous-unités) et les conséquences de la liaison de modulateurs.

Le criblage a haut débit, qui n’a pas été abordé dans cette these, est un autre domaine
ou paillasse et modélisation peuvent étre associées. Cette technique, utilisée lors des
phases initiales de la recherche de nouveaux médicaments vise a identifier des
composés actifs dans des chimiothéques de millions de molécules. A titre d’exemple, 2
millions de molécules ont été criblés lors de I'identification des composés TCN (Bettini et
al. 2010) et 1,4 millions pour les composés de type ‘GNE’ (Hackos et al. 2016), sans
méme avoir recours au criblage virtuel. Ce dernier, qui repose sur le test de librairies de
molécules virtuelles vis-a-vis d’un pharmacophore (description abstraite des
caractéristiques moléculaires nécessaires a la reconnaissance par la cible) ou vis-a-vis
d’une structure (test d’amarrage moléculaire ou ‘docking’), est un éventuel préalable
puissant au criblage in vitro (Lavecchia and Di Giovanni 2013, Lionta et al. 2014). Son

application au niveau de l'interface inter-dimere de la couche ABD chez le récepteur
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Discussion Générale

NMDA pourrait étre couronnée de succés dans I'identification de nouveaux modulateurs
étant donné les effets majeurs des réarrangements a ce niveau que nous avons mis en
évidence. Une approche comparant I'affinité des éventuelles touches (‘hits’) pour les
deux conformations que nous avons caractérisées pourrait donner des indices sur la

capacité des molécules a stabiliser 'une ou 'autre.

Les récepteurs NMDA sont impliqués dans de nombreuses maladies du systeme nerveux
et les molécules qui les ciblent ont donc un potentiel intérét thérapeutique. Cependant,
du fait du role fondamental et de I'expression ubiquitaire de ces récepteurs, seules des
substances agissant spécifiguement sur certaines sous-populations semblent
susceptibles d’étre bien tolérées chez I’homme (Paoletti et al. 2013). Comparativement
aux sites orthostériques, la moindre conservation des sites de liaison des modulateurs
allostériques entre les différentes sous-unités du récepteur fait d’eux de bons candidats
pour une telle spécificité. Le mécanisme allostérique que nous avons mis a jour pourrait
par conséquent étre ciblé dans la conception de nouvelles molécules d’intérét

thérapeutique en neurologie et en psychiatrie.
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3.1.

ABD
Ach
AMBER
AMPA
AMPc
ATP
AUC
CaM
CaMKIi
CHARMM
CNQX
CTD
CPK
CTZ

D-AP5 ou D-APV

DCKA
DTE
DTNB
DTPA
DTT
EAAT
ECso
EPSC
EPSP
GABA
GABAAR
GABAgR
GlyR
GROMACS
HEK
ICso
iGIuR
IP3

kDa
KNF
LAOBP
LGIC
LIVBP
LL

LTD
LTP
mGIuR
MTS
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Liste des abréviations

Domaine de liaison de |'agoniste
Acétylcholine
‘Assisted Model Building with Energy Refinement’

Acide (S)-a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic

Adénosine monophosphate cyclique
Adénosine triphosphate

Aire sous la courbe

Calmoduline

Protéine kinase Il dépendant de la calmoduline
‘Chemistry at HARvard Macomolecular Mechanics’
6-cyano-7-nitroquinaloxine-2.3-dione

Domaine C terminal

Corey-Pauling-Koltun

Cyclothiazide

Acide D-2-amino-5-phosphonopentanoique
Acide 5,7-dichlorokynurénique
(2R,3S)-1,4-Bis(sulfanyl)butane-2,3-diol
5,5'-Disulfanediylbis(2-nitrobenzoic acid)

Acide diéthylenetriamine-pentaacétique
(2S,3S)-1,4-Bis(sulfanyl)butane-2,3-diol
Transporteur des acides aminés excitateurs
Concentration produisant 50 % de I’activation maximale
Courant postsynaptique excitateur

Potentiel postsynaptique excitateur

Acide y-aminobutyrique

Récepteur-canal au GABA

Récepteur métabotropique au GABA
Récepteur-canal a la glycine

‘GROningen MAchine for Chemical Simulations’
Humaine embryonnaire de rein

Concentration produisant 50 % de I'inhibition maximale
Récepteur ionotropique du glutamate

Inositol triphosphate

kiloDalton

Koshland-Nemethy-Filmer

Protéine liant la Lysine/arginine/ornithine
Récepteur-canal

Protéine liant la leucine/isoleucine/valine

Lobe du bas

Dépression a long terme

Potentiation a long terme

Récepteur métabotropique du glutamate
Méthane-thiosulfonate
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mGIluR
ms
MTSEA
MWC
nAchR
NAM
NBQX
NMDA
NMDAR
NTD
PAM
PBP
PDB
PKA
PKC
PLC
pLGIC
Po

PS
rAMPA
RCPG
REACH
RMN
RMSIP
rNMDA
SNC
TMD
UL
VGIuT
wt
XFEL

Récepteur métabotropique du glutamate
milliseconde

2-Aminoethyl methanethiosulfonate
Monod-Wyman-Changeux

Récepteur-canal nicotinique a I'acétylcholine
Modulateur allostérique négatif
2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-dione
Acide N-méthyl-D-aspartique

Récepteur NMDA

Domaine N-terminal

Modulateur allostérique positif

Protéine bactérienne périplasmique

Base de données des protéines

Protéine kinase A

Protéine kinase C

Phospholipase C

Récepteur-canal pentamérique

Probabilité d’ouverture

Sulfate de pregnenolone

Récepteur AMPA

Récepteur couplé aux protéines G

‘Realistic Extension Algorithm via Covariance Hessian’
Résonnance magnétique nucléaire

‘Root mean square inner product’
Récepteur NMDA

Systeme nerveux central

Domaine transmembranaire

Lobe du haut

Transporteur du glutamate vésiculaire

De type sauvage

Laser rayon X a electrons libres (‘X-ray free electron laser’).
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3.2. Liste des mutants testés dans la partie 2.2

Au niveau de I’ABD de GluN1, toutes les combinaisons de L478C, A480C et N499C sur le

lobe D1 avec E707 et S713 sur le lobe D2 ont été testées.

Au niveau de I’ABD de GIuN2A, toutes les combinaisons de L411C, E412C, L479C, G483C

et T481C sur le lobe D1 avec G712C sur le lobe D2 ont été testées.

Au niveau de I’ABD de GIuN2B, toutes les combinaisons de L411C, E412C, L480C, G484C

et T482C sur le lobe D1 avec G713C sur le lobe D2 ont été testées.

Au niveau du domaine transmembranaire, les mutations V656C, L657C, D658C, R659C,
E661C, E662 et C665C ont été testées pour GluN1, la mutation 1654C sur GIUN2A et la
mutation 1665C sur GluN2B.

218



Annexes

3.3. Protocole de Western blot

Pendant ma theése, j'ai optimisé le protocole de Western Blot de protéines

membranaires sur ovocytes de Xénope utilisé au laboratoire. Apres de nombreuses

tentatives infructueuses, je présente ici les conditions expérimentales qui ont

fonctionné. J’ai notamment utilisé plus de matériel biologique (4 ovocytes par condition)

et des anticorps plus concentrés que précédemment au laboratoire.

I Oocyte selection and freezing

Select 4 oocytes/condition with at least 5 pA of current (if you need ‘-Bmercapto’
and ‘“+Bmercapto’ conditions detected with N1 and 2B Ab, then you need 16
oocytes!).

Put these oocytes in 1.5mL tubes. Make sure to remove all the liquid with a
micropipette.

Put the tubes with oocytes in liquid nitrogen to flash freeze them (for 1-2min or
longer).

Store at -80°C if you don’t continue with the next step straight away.

Il Oocyte lysis and protein extraction/preparation

A Always keep the oocytes on ice and manipulate at 4°C !

1.1 Oocyte lysis, protein extraction

Add fresh anti-protease in your loading buffer, see the solutions list at the end of
the protocol.

Add lysis buffer into 1.5mL Eppendorf tubes containing the oocytes (10uL/oocyte
- 40yl for 4 oocytes).

Crush them with the special device with clean blue tips until a homogenous
suspension is obtained, proceed by steps of 2 seconds with pauses in-between,
keeping the oocytes on ice!

Centrifuge 5 min at 4°C, 14000 rpm (ou 8 min a 12000 if max speed)

Re-suspend the pellet with the pipette by pipetting up and down

Centrifuge 5 min at 4°C, 14000 rpm (ou 8 min a 12000 if max speed)

Take the supernatant enriched with membrane proteins (35 uL for 4 oocytes
approximately) and put it into new tubes
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1.2 Loading buffer (Laemmli)

Add for each volume of sample, % volume of 3X Laemmli loading buffer (2/3
sample + 1/3 loading buffer).

Heat 15 min at 65°C (dry heat, not bain marie) or 5 min at 95°C

Prepare an additional tube with loading buffer diluted with water (333 uL
Laemmli + 667 pL water) to fill the non-used wells

Store at -20°C if needed (or -80°C if you want to keep your samples a long time).

lll Gel Loading and migration

1.1 Set up

The electrical field used for the migration of proteins produces heat: add ice
around the device to cool it, put ice in the block made for it.

For high molecular weight NMDA receptor, use pre-cast gels: Life technologies:
NuPAGE 3-8% Tris-acetate Midi Gel 1.0mm; 20 or 12 wells depending on your
needs (in the fridge).

Install the gel box, blocks. Remove the white band covering the hole on the basis
of the gel. Place the gels in a way that the whole in it is facing outside (the longer
plastic side over the wells is facing outside).

Add migration buffer into the blocks. You can use recycled buffer to fill the parts
away of your gel

1.2 Loading

A You will use different antibodies to identify GluN1 and GIuN2A/B. Load
enough wells!

Dilute the ladder with the loading buffer (/2 volume of loading buffer).

Load the ladder: add 20uL, 1 ladder / subunit, only used to check the migration
and transfer

Load magic ladder (12 uL)  (allows to see the bands directly with the secondary
Ab)

Load your samples (30uL/well)

Fill the “non used” wells with the loading buffer diluted with water

The ladder is visible to the naked eye, place it wisely to know where to cut your
membrane if you load two times your samples to detect different subunits. It can also
help you with the orientation of the membrane.

I11.3 Migration

There are 2 steps of migration during the western blot:
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2.

Separation based on their molecular weight: 130V during 1h or more (2h may be
necessary). The NMDAR subunits have to be at the middle of the gel, to get that
the blue marker has to run out of the gel (NR1 = 100 kDa ; NR2A/2B = 150 kDa)

When the migration is complete:

Open at the 3 sides the plastic box containing the gel with the tool, remove the
plastic slowly to avoid the gel breaking, the gel sometimes sticks on one side

Cut and remove the top of the gel (pits) and the bottom and the gel (whole)
without sliding with the tool.

IV Half-dry transfer (under the hood if methanol used in the transfer

buffer!)

A Remember which side of the membrane faces the gel, cut a corner to be sure.

A Always wear gloves and manipulate the membrane with the tweezers.

Soak the gels during 10-15 min in the transfer buffer for liquid or half-dry
transfer (equilibration)

Cut the membrane according to the size of the gel (membrane is expensive).
Activate the membrane by soaking it into methanol (under the hood), you can
recycle the methanol

Soak the membrane and filter paper into the transfer buffer (under the hood)
Add a very small amount of transfer buffer into the transfer device (under the
hood)

From bottom to top, add into the device (orientation is important ! under the hood):

N

A Remove the bubbles with the appropriate device at each step !

Filter paper soaked into transfer buffer

Membrane

Gel (easier to manipulate when wet, add buffer on it, and use wet gloves,
orientate it wisely!)

Filter paper

Add some more transfer buffer on top and remove the liquid on the device
around the sandwich

Use 0.36A for 2 big gels (0.18 for 1 big gel) and a voltage limit at 20V during 1
hour.

V Immunochemistry

Wash the membrane in the TBST
Saturate the membrane with 5% milk TBST (5g of milk + 100mL of TBST) during 1
hour (membrane surface faces upward, balancer speed +/- 70)
Use a 50 mL Falcon to incubate with the primary antibody
o GIuN1 Ab 1586 1:750 3-4mL 6 uL in 4 mL TBST + milk
o GIuN2A Ab A12W 1:500 4-mL 8 uLin 4 mL TBST + milk
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o GIuN2B Ab 59/36 1:500 3-4mL 8 uLin 4 mL TBST + milk

Proteins should be facing the inside

Incubate overnight in the cold room (4°C) rolling device
Recycle the Ab
Wash in TBST 3*10 min
Incubate with the secondary antibody at room temp for 1 hour
1 yLin 10 mL TBST + milk
o GIuN1 and GIuN2B  Anti-mouse = Blue
o GIuN2A Anti-rabbit = Red
Wash in TBST 3*10 min
Image !
If needed, you can keep the membrane in TBS (or TBST according to Melissa)

VI Imaging, book the device in time!
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Take your membrane, Femto reagent, 1ml pipette and tips, 2 mL tubes, chrono,
tweezers, gloves and transparent plastic sheets

Launch the imager

Place your membrane on a transparent plastic sheet after removing the TBST on
paper

Mix 1mL of solution A with 1mL of B (1:1) (=H202 + luminol)

Spread out this mix on the membrane (1 mL on each half membrane if you cut
your membrane in two parts)

Incubate 5min

Add the second transparent plastic sheet

Put your membranes at the second floor, set in chemi-imaging, make the focus
Use increment mode every 10 sec, stop the device when you have enough signal
Save your image

Take a picture of the gel to see the ladder
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List of the solutions

Lysis buffer :

20 mM Tris pH 8.0 (=Tris base): 10uL from 1 M stock solution (buffering pH)
50 mM NaCl: 6.25uL from 4 M stock solution
1% DDM (stored at -20°C): 50puL of the 10% stock solution (in the -20°C freezer, Western drawer).

Add Anti-protease cocktail (=complete mini, ROCHE): put % pill in 500uL ddH20, dissolve it, then put 50 pL
in the lysis buffer solution.

AYou can keep your lysis buffer frozen but re-add the anti-protease cocktail each time because
it’s fragile

Water : for 500pL (383.75uL)

Laemmli loading buffer :

0.2 M Tris pH 6.8 : 4 mL of the 0.5 M stock solution

30 % glycerol : 3 mL of the 100 % stock solution. Glycerol in the Laemmli buffer increases the density of the
sample so that it will fall to the bottom of the well, minimizing puffing or loss of protein sample in the
buffer

20 % SDS : 3 mL of the 100 % stock solution Binds to protein (1 SDS molecule / 2 AA) thanks to a long
hydrophobic tail. At the other side, a negative moiety linearizes the protein. Proteins are coated with a
uniform negative charge and the tertiary structures are destroyed: the migration only depends on the
molecular weight of the protein).

Br-Ph-kik (=bleu de bromophénol) 0.6 mg powder, difficult to weight, put the tip of a pipette in the
powder and soak it into the solution. Bromophenol blue serves as an indicator dye, and migration indicator
where one can observe the dye front that runs ahead of the proteins. Bromophenol blue also allows to see
the sample during the loading of the gel wells

Depending on the wanted redox conditions of the SDS-PAGE, add reducing agent: 10% B-
mercaptoethanol (reducing agent, in the fridge) : 1 mL, under the hood ! Breaks disulfide bonds.
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Migration buffer:
Dilute 20x the running buffer (4°C) = NuPAGE® Tris Acetate SDS Running Buffer (50 mL in 1 L ddH20).
Otherwise do it yourself (there is no acetate, don’t ask why...)

NuPAGE® Tris Acetate SDS Running Buffer
For 1X migration buffer :

50 mM Tricine (MW = 179.17 g/mol)

50 mM Tris base (MW = 121.1 g/mol)

0.1 % SDS

pH 8.24

1. In order to prepare 500 ml of 20 X NuPAGE®Tris-Acetate SDS Running Buffer, dissolve the
following reagents to 300 ml ultrapure water (powders increase the volume !):

Tricine (1M) : 89.58 g
TrisBase (1M) : 60.55 g
SDS (2%): 50 mL of the 20 % (4X) stock solution.

2. Mix well and adjust the volume to 500 ml with ultrapure water.
3. Store at +4 °C. The buffer is stable for 6 months when stored at +4 °C.

4. Electrophoresis: dilute this buffer to 1X with water (50 mL in 1L ddH20). The pH of the 1X
solution is 8.24. Do not use acid or base to adjust the pH.

Transfer buffer :

25 mM Tris base : 3.03 g

192 mM Glycine : 14.4 g (buffer)

0.025 % SDS 1.25 mL of the 20 % stock solution
100 mL de MeOH (10 %)

H,0to 1L

TBS 10X :
For 1

24 g Tris base (formula weight: 121.1 g)
88 g NaCl (formula weight: 58.4 g)
Dissolve in 900 mL distilled water

pH to 7.6 with 12 N HCI

Add distilled water to a final volume of 1 L

For a 1x solution, mix 1 part of the 10x solution with 9 parts distilled water and adjust pH to 7.6 again.
The final molar concentrations of the 1x solution are 20 mM Tris and 150 mM NacCl.

TBST :
TBS + 0.15% Tween-20

Volume final : 1L
TBS 10x : 100 mL
Tween 20:1.5mL

ddH20 : 898.5 mL
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Résumeé

Les récepteurs ionotropiques du glutamate
sont responsables de la vaste majorité de la
neurotransmission excitatrice rapide dans le
systéme nerveux central. Parmi eux, les
récepteurs NMDA (rNMDA) sont les
meédiateurs de la plasticité synaptique,
fondement cellulaire des processus
d’apprentissage et de mémoire. Leurs
dysfonctionnements sont impliqués dans de
nombreuses pathologies neurologiques et
psychiatriques comme les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson, I'épilepsie et la
schizophrénie.

Les rNMDA forment des complexes
hétérotétramériques  massifs  (>500 kDa)
dotés de propriétés allostériques uniques
grace a un ensemble de 8 domaines
extracellulaires bilobés organisé en deux
strates superposées : la couche de domaines
N-terminaux (NTD) et la couche de domaines
de liaison de l'agoniste (ABD). Malgré un
nombre croissant de structures complétes de
rNMDA, le mécanisme de transduction
permettant aux interactions entre ces
domaines de contréler I'activité du récepteur
restait inconnu.

En combinant analyse expérimentale et
computationnelle, nous montrons qu’un
mouvement de roulis a l'interface entre les
deux dimeres de la couche d’ABD est un
déterminant clé du processus d’activation et
de modulation des rINMDA. Cette rotation des
deux  dimeéres d’ABD constitue un
commutateur conformationnel qui regle
'ouverture du canal en fonction de |la
conformation des NTD situés a 'opposé.

Ce travail révele comment des changements
conformationnels concertés entre couches de
domaines gouvernent I'activité des rNMDA. Il
illumine notre compréhension d’'un récepteur
synaptique majeur du systéme nerveux
central et ouvre la voie a la conception de
nouveaux agents pharmacologiques ciblant le
mécanisme allostérique élucidé.

Mots Clés

NMDA, glutamate, récepteur membranaire,
canal ionique, allostérie, synapse,
électrophysiologie, modélisation, Analyse en
modes normaux, roulis

Abstract

lonotropic glutamate receptors are
responsible for the vast majority of fast
excitatory neurotransmission in the central
nervous system. Among them, NMDA
receptors (NMDARs) are key mediators of
synaptic plasticity, which is considered as the
cellular basis of learning and memory.
NMDAR  dysfunction is implicated in
numerous neurological and psychiatric brain
disorders such as Alzheimer and Parkinson’s
disease, epilepsy and schizophrenia.

NMDAR form massive heterotetrameric
complexes (>500 kDa) endowed with unique
allosteric capacity provided by a cluster of
eight extracellular clamshell-like domains
arranged as two superimposed layers: the N-
terminal domain (NTD) layer and the agonist-
binding domain (ABD) layer. Despite an
increasing number of full-length NMDAR
structures, the transduction mechanism by
which these domains interact in an intact
receptor to control its activity remained poorly
understood.

Combining experimental and in silico
analysis, we identify a rolling motion at an
interface between the two constitute dimers in
the ABD layer as a key determinant in
NMDAR activation and modulation pathways.
This rotation of the two ABD dimers acts as a
conformational switch that tunes channel
opening depending on the conformation of the
membrane-distal NTD layer.

This work unveils how NMDAR domains move
and operate in a concerted manner to
transduce conformational changes between
layers and command receptor activity. It
illuminates our understanding of a major
synaptic receptor of the central nervous
system and paves the way for the
development of new pharmacological tools
targeting the elucidated allosteric mechanism.

Keywords

NMDA, glutamate, membrane receptor, ion
channel, allostery, synapse,
electrophysiology, modeling, Normal mode

analysis, rolling
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