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> Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
constituent une famille de cibles thérapeutiques
incontournables associées a un large spectre
de fonctions. Les molécules actuellement sur le
marché du type agoniste ou antagoniste agissent
via le site actif du récepteur ou site orthosté-
rique. Plus récemment, des composés se liant a
des sites distincts, dits sites allostériques, ont
été décrits dans différentes classes de RCPG. Ces
composés, nommés modulateurs allostériques,
sont généralement dotés d’une meilleure sélec-
tivité entre les récepteurs d’'une méme famille
et sont capables de moduler spécifiquement la
signalisation endogene du récepteur, ce qui les
distingue des composés orthostériques conven-
tionnels. LUobjectif de cette revue est de souli-
gner le potentiel thérapeutique de cette nouvelle
classe de composés, en décrivant les propriétés
pharmacologiques associées aux modulateurs
allostériques, leur stratégie d’identification et
les défis liés a leur développement. <

Né dans les années 1960, le concept d’interaction
allostérique décrit des interactions protéiques asso-
ciant des sites d’interaction différents [1]. Ce concept
fondateur, qui englobe une multitude de mécanismes
moléculaires du vivant, trouve en particulier des
applications dans le domaine pharmacologique avec
le développement de principes actifs interagissant
avec différentes familles de récepteurs membranaires
[2]. €nviron 30 % des médicaments sur le marché
agissent sur des récepteurs couplés aux protéines
G (RCPG), cette famille de genes étant donc la plus
ciblée [3]. De plus, cette famille constitue un impor-
tant réservoir de cibles potentielles [4] dont une
part significative n’a pas encore de ligand endogene
identifié [5]. Les différentes catégories de principes
actifs développés a ce jour contre des RCPG agissent
essentiellement au niveau du site de liaison au récep-
teur ou site orthostérique (Tableau /) [6]. Dans une
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autre famille de récepteurs, le concept de principe actif se liant a
un site distinct du site orthostérique, dit site allostérique, a pour-
tant été largement popularisé en thérapeutique avec la classe des
benzodiazépines, modulateurs allostériques du récepteur a I’acide
y-aminobutyrique de type A (GABA,) [7]. Derniérement, des prin-
cipes actifs allostériques ont été découverts pour différentes classes
de RCPG [8], ce qui suggére qu'une propriété intrinséque de cette
famille de récepteurs est de pouvoir étre ciblée par des modulateurs
allostériques spécifiques. Dans cette revue, nous nous intéresserons
tout particulierement a cette nouvelle classe de principes actifs
pour les RCPG et aux perspectives thérapeutiques qui en découlent
(Tableau 1).

Mode d’action des modulateurs allostériques des RCPG

La liaison du composé allostérique au récepteur, a distance du site
orthostérique, va induire des modifications conformationnelles
susceptibles de moduler la réponse fonctionnelle du ligand orthos-
térique endogeéne [9, 10]. Ce mode d’action permissif par rapport &
la molécule endogéne se distingue du mode d’action compétitif des
principes actifs orthostériques (Figure 1). 'attractivité thérapeu-
tique des composés allostériques repose donc sur un effet modula-
teur qui s’exerce uniquement en présence de la molécule endogene :
il s’agit de la modulation ciblée d’une signalisation endogene de
RCPG. Ce mécanisme devrait en théorie préserver les rythmes phy-
siologiques de signalisation du récepteur au cours du temps et
selon le territoire d’activation. Ceci le distingue du principe actif
orthostérique qui interfére de facon indifférenciée avec le récepteur,
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Site orthostérique

Site allostérique

Ligands endogenes Agonistes (la plupart des cas) 5-HT moduline/récepteur sérotonine 5-HT g
(neuromédiateurs, Antagonistes et agonistes inverses [29]
peptides, hormones, lipides, ions) (agouti-related-protein [AgRP]/récepteurs  Autres exemples dans [9]

mélanocortine [28])

Principes actifs Agonistes Modulateurs allostériques

(agents pharmacologiques) Agonistes inverses
Antagonistes

Tableau |. Catégories de molécules ciblant les RCPG en fonction de leur site d’interaction sur le récepteur.
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Figure 1. Mode d’action d’agents pharmacologiques orthostériques et allostériques et effets attendus sur la
signalisation endogéne d’un RCPG. Représentation au cours du temps du profil d’activation du RCPG en réponse
a deux stimulations successives du ligand endogéne (LE) dans des conditions physiologiques (A) ou en présence
de doses efficaces de principes actifs (PA) orthostériques (B) ou allostériques (C). Les principes actifs orthos-
tériques (agonistes ou antagonistes) illustrent un mode d’action compétitif qui interfere directement avec la
signalisation endogene. La diminution du signal sous I'effet soutenu de I’agoniste représente un possible méca-
nisme de désensibilisation de la signalisation. Les principes actifs allostériques préservent le profil d’activation

physiologique tout en le modulant positivement (tracé vert) ou négativement (tracé rouge).

conservation, parallelement a
celle du ligand endogéne syno-
nyme de fonction biologique.
€n conséquence, dans le cas
des RCPG comportant plusieurs
sous-types de récepteurs
reconnaissant le méme ligand,
le site orthostérique sera
relativement conservé d’ou
la difficulté de découvrir des
composés orthostériques tres
sélectifs (cas des récepteurs
muscariniques de I"acétylcho-
line ou métabotropes du gluta-
mate). €n revanche, dans le cas
des modulateurs allostérigues,
le site et/ou les mécanismes
de coopérativité présidant a
I’effet du modulateur ne sont
pas a priori conservés entre les
sous-types du récepteur, d’ol
la possibilité pour ces compo-
sés d’atteindre un haut degré
de sélectivité (Figure 2), ce qui
leur confére un avantage déci-
sif sur les composés orthosté-
riques.

Propriétés des modulateurs
allostériques

Des modeles théoriques ont été
proposés pour décrire I'inte-
raction allostérique au niveau
d’un RCPG selon un modele de
complexe ternaire allostérique

quel que soit son degré de stimulation par la signalisation endogéne se basant sur les constantes de dissociation du ligand

(Figure 1). endogéne et du modulateur allostérique, ainsi que
Sur le plan de I’évolution, le site orthostérique d’un RCPG est sur différentes constantes de coopérativité mesurant

naturellement soumis a une pression sélective favorisant sa I'impact du modulateur allostérique sur I'affinité et
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Figure 2. Sélectivité des modulateurs allostériques. Dans cette famille de RCPG répondant & un méme ligand endogéne (LE), le site orthostérique

est conservé entre les différents sous-types (ovale blanc). Deux exemples de modulateurs allostériques (M1 et M2) décrivant des mécanismes de

sélectivité différents sont représentés. L'effet du modulateur allostérique sur la signalisation du ligand endogene est représenté par une fleche

rouge. A. Seul le sous-type 1 du récepteur est associé a la liaison et a 'effet allostérique du composé M1, le site de liaison allostérique reconnu

par M1 (ovale orange) n’est pas conservé dans les autres sous-types. La sélectivité de ce composé repose donc en grande partie sur I’affinité

du composé pour le récepteur [9]. B. Le composé M2 se lie indifféremment aux différents sous-types du récepteur. Alors que le site allostérique

reconnu par M2 (ovale vert) est conservé, seul le sous-type 4 est associé avec I'effet allostérique du modulateur. Dans ce cas, la sélectivité du

modulateur repose sur un mécanisme de coopérativité, mécanisme décrit pour la premiére fois dans la famille des récepteurs muscariniques [30].

Iefficacité du ligand endogéne (Figure 3A) [11]. €n conséquence,
le complexe formé du modulateur allostérique et du RCPG peut étre
considéré comme un nouveau récepteur pour son ligand endogéne. €n
regle générale, selon la résultante de I'effet sur la signalisation du
ligand endogene, les composés allostériques sont classés en modula-
teurs allostériques positifs ou négatifs [8-10]. Ces effets sont parfois
associés a un effet propre du type agoniste ou agoniste inverse, selon
I’aptitude du composé a stabiliser la forme active ou inactive du
récepteur [12].

Le mécanisme d’action des composés allostériques leur donne des
propriétés modulatrices particulieres sur la signalisation endogéne
[8-10]. Premierement, 'effet maximal du modulateur allostérique
peut étre saturable. Dans ce cas, quel que soit I"exces en modulateur,
I’effet reste plafonné. Par opposition, I’effet propre du principe actif
orthostérique, directement corrélé a sa concentration, lui confére une
fenétre thérapeutique plus étroite et un risque de désensibilisation
du récepteur plus élevé. Deuxiemement, les propriétés modulatrices
d’un composé allostérique sont spécifiques du ligand orthostérique ;
elles découlent de la coopérativité entre la paire des deux ligands
dans un test donné. Ceci est tout particulierement relevant dans des
systemes ou le RCPG est la cible de plusieurs ligands différents et ou
le modulateur allostérique pourrait exercer des effets sélectifs diffé-
rentiels. Troisiemement, les composés allostériques peuvent permettre
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de modifier les propriétés de puissance et d’efficacité
du ligand orthostérique endogene de fagon dissociée :
certains composés auront un effet sur la puissance,
d’autres sur I’efficacité, et d’autres enfin sur les deux
paramétres conjointement (Figure 3B). Enfin, le chan-
gement de conformation du complexe RCPG-modula-
teur allostérique peut favoriser une voie de signalisa-
tion au détriment d’une autre. Ce phénomene, nommé
sélectivité fonctionnelle ou signalisation biaisée, est
susceptible d’avoir des applications dans le développe-
ment de médicaments pour, par exemple, favoriser une
voie de signalisation associée a un effet thérapeutique
tout en bloquant une voie de signalisation indésirable
associée a des effets secondaires.

Identification de modulateurs allostériques d’un
RCPG par criblage

U'histoire des modulateurs allostériques concernant
les RCPG est étroitement associée aux progres tech-
nologiques du criblage cellulaire a haut débit au cours
de cette derniere dizaine d’années. Ces colteuses
approches de criblage visent a identifier parmi les
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Figure 3. Interaction allostérique :
modélisation et conséquences
fonctionnelles. A. Complexe ter-
naire servant de base a la modé-
lisation de I'interaction d’un RCPG
(en gris) avec un ligand endogene
orthostérique (ovale rouge) et un
modulateur allostérique (ovale
orange). Les équilibres entre les

différents états sont décrits par

uge

— B oL
b
ok,

Log [ligand]

les constantes de dissociation
du ligand endogéne au récepteur

et du modulateur au récepteur,

notées K, et Ky, respectivement. Des constantes de coopérativité et d’efficacité ont été développées pour prendre en compte I"impact du modu-

lateur allostérique sur I"affinité (o) et/ou Iefficacité du ligand. B. Modification de la réponse pharmacologique du ligand endogéne d’un RCPG

par un modulateur allostérique dans un test fonctionnel donné. La courbe de réponse du ligand en fonction de sa concentration en I’absence de

modulateur allostérique est représentée en pointillés. Les fleches de couleur illustrent les modifications de cette courbe en présence de concen-

trations efficaces de différents exemples de modulateurs allostériques : un modulateur allostérique positif augmentant la puissance (vert), deux

modulateurs allostériques négatifs diminuant I'efficacité (rouge) ou diminuant conjointement I’efficacité et la puissance (bleu).

composés issus d’une large chimiothéque, lesquels sont potentielle-
ment actifs sur le RCPG ciblé au moyen d’un test spécifique. Chronolo-
giquement, les tests basés sur le déplacement d’un ligand radiomarqué
au site orthostérique du RCPG ont naturellement favorisé la détection
d’agonistes et d’antagonistes orthostériques. Plus récemment, I'ave-
nement de tests fonctionnels qui évaluent la réponse biologique
associée au RCPG a élargi le spectre des composés découverts aux
composés allostériques. Idéalement, ces tests fonctionnels devraient
mimer des réponses cellulaires les plus physiologiques possibles tout
en respectant les contraintes inhérentes au ciblage a haut débit.
Malgré des progres significatifs dans le domaine de I'instrumentation,
ces deux types de criteres restent difficiles a concilier. En pratique, les
tests de criblage se basent essentiellement sur des lignées cellulaires,
ce qui complique la transposition des résultats a des conditions plus
physiologiques.

Le criblage a haut débit comporte schématiquement trois aspects :
les composés chimiques a tester, le test de criblage et enfin la
méthodologie propre au haut débit. Premierement, les composés
chimiques a tester sont issus de chimiotheques de petites molécules
représentant une large diversité chimique que possedent les labora-
toires pharmaceutiques, mais aussi désormais certains laboratoires
académiques [13]. Deuxiémement, le test de criblage de choix est un
test cellulaire permettant d’enregistrer la réponse fonctionnelle du
RCPG d’intérét. Au plan pratique, les tests enregistrant une réponse
fonctionnelle en temps réel sont préférés puisqu’ils présentent
I’avantage, selon le protocole choisi, de pouvoir sélectionner modu-
lateurs agonistes et/ou antagonistes en un test unique (Figure 44),
et donc d’optimiser les résultats d’un criblage. Parmi ceux-ci, les
mesures de flux calcique occupent une place de choix puisqu’elles
peuvent permettre de détecter la réponse fonctionnelle associée a
I’activation de RCPG couplés aux protéines Ggq/qq ou G d’autres sous-
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types par des artifices moléculaires [14]. Récemment,
un rapporteur luminescent sensible a I’AMP cyclique
(AMPc) a été validé dans un test fonctionnel en temps
réel au format a haut débit pour identifier des modu-
lateurs allostériques d’un récepteur couplé aux pro-
téines G, le récepteur mélanocortine 4 (MC4R) [15].
Troisiemement, le test fonctionnel du RCPG doit se
conformer aux contraintes méthodologiques du haut
débit, qui mettent en ceuvre un appareillage de haute
technicité pour faire face au nombre de composés a
cribler qui évolue entre des centaines de milliers a des
millions. Les notions de qualité, de reproductibilité
et de colit du test entrent en ligne de compte dans le
choix final du test et du protocole de criblage [16].
En particulier, un contréle de qualité approprié au
criblage a haut débit a été développé spécifiquement
pour valider la qualité du test, puis les séries de don-
nées produites au cours de la campagne de criblage
(Figure 48) [17].

Chronologiquement, le criblage primaire constitue
I’étape clé dont dépend le succeés de I"approche
puisqu’il doit permettre, en un seul test, d’identifier
des composés actifs au sens large, tout en restant
suffisamment sélectif pour éviter un nombre trop
élevé de composés (1-5 % du nombre total de com-
posés). A Iissue du criblage primaire, le nombre
de composés d’intérét a dramatiquement diminué
permettant cette fois de réaliser une exploration
fonctionnelle plus fine pour éliminer les faux positifs
et les composés non spécifiques du RCPG. Un travail
de classement des composés sur la base de leur
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tables pour les étapes ultérieures de développement.

structure chimique et de leurs propriétés in vitro visera & identifier ~Défis liés au développement des modulateurs

des ébauches de relations structure-fonction (Figure 4C). Celui-ci  allostériques des RCPG

sera suivi par un travail de chimie médicinale qui va aboutir a des

composés optimisés (amélioration des paramétres de puissance, de  Bien que les modulateurs allostériques présentent des
sélectivité et de toxicité). Au final, les relations structure-fonction  propriétés prometteuses en thérapeutique, un certain
obtenues par cette approche, éventuellement associées a de la  nombre de questions spécifiques se posent au cours des
modélisation, permettent d’orienter la recherche vers des struc- différentes étapes qui ménent de leur découverte a leur
tures chimiques candidates. traduction en principes actifs.
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Premierement, les mécanismes de coopérativité associés aux modu-
lateurs allostériques les rendent potentiellement plus vulnérables a
d’autres interactions moléculaires mettant en jeu les RCPG, dont de
plus en plus d’exemples illustrent la signification physiologique : dimé-

(=) Voir Particle
de R. Jockers et al.,

risation ou oligomérisation des RCPG [18, 31]
(=), protéines accessoires [19], ou signalisation
biaisée [20, 32] (). Or, cet interactome n’est
pas pris en compte a ce jour dans les approches
de criblages a haut débit menées sur les systémes
recombinants [21]. €n effet, au vu des données sur

page 864 de ce numéro

(=) Voir Particle de
C. Galés, page 883 de
ce numéro

I’ensemble des médicaments mis sur le marché ces dix dernieres années,
I’efficacité de I"approche de criblage ciblée pour découvrir de nouvelles
classes de médicaments est distancée par des approches plus physio-
logiques (phénotypiques et biologiques). €n revanche, cette approche
est de loin la plus efficace pour découvrir de nouveaux médicaments
dans une classe préexistante grdce a ses fondements moléculaires [22].
€n conséquence, et encore plus particulierement pour les modulateurs
allostériques, la sélection de composés efficaces in vivo requiert leur
validation, le plus tot possible aprés le criblage primaire, dans des tests
secondaires qui se rapprochent le plus du plan physiologique.
Deuxiemement, la classification fonctionnelle des modulateurs allos-
tériques peut se révéler plus complexe que celle des composés orthos-
tériques du fait de "importance toute particuliere du contexte dans la
nature de I’effet (ligands endogenes, voie de signalisation, systéme
cellulaire) [23].

Troisiemement, Ieffet fonctionnel d’un composé allostérique identi-
fié sur un RCPG humain ne sera pas nécessairement conservé sur les
orthologues d’autres espéces, ce qui peut éventuellement constituer
un obstacle pour réaliser des tests d’efficacité dans le modéle animal
correspondant [8].

Quatriemement, I"optimisation de ces composés par les approches de
chimie médicinale est rendue plus délicate par I'existence de switchs
moléculaires pouvant conduire indifféremment a des composés silen-
cieux ou & des réversions de I’effet (modulateurs positifs en modula-
teurs négatifs, ou inversement) [24].

Perspectives thérapeutiques

A ce jour, validant le concept de Pefficacité de modulateurs allos-
tériques de RCPG au plan thérapeutique, deux composés ont atteint
la mise sur le marché. Le premier composé, le cinacalcet, principe
actif spécifique du calcium-sensing receptor (CaSR), est le pre-
mier traitement médicamenteux proposé pour I’hyperparathyroidie
[25]. Ce composé est un modulateur allostérique positif qui agit par
une augmentation de la puissance du ligand endogeéne, le calcium
extracellulaire, pour le CaSR. La découverte de ce site allostérique
propose en outre une alternative au ciblage de ce RCPG dont le site
orthostérique reconnaissant un ion inorganique est difficilement
accessible par nature. Le second composé, le maraviroc, dirigé contre
le récepteur de chimiokine-5 (CCR5), est un traitement anti-VIH (virus
de immunodéficience humaine) [26]. La liaison de ce modulateur
allostérique négatif au CCRS conduit a un récepteur d’affinité réduite
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pour la protéine d’enveloppe du VIH, ce qui aboutit au
blocage de I’entrée du VIH dépendante du CCR5 dans les
cellules. La découverte du maraviroc illustre le succes
d’une approche de criblage a haut débit ciblée sur un
RCPG et couplée a une vaste campagne d’optimisa-
tion. Actuellement, un nombre croissant de composés
allostériques en cours de développement ont démontré
leur efficacité dans des tests précliniques compatibles
notamment avec le traitement de certaines maladies
du systéme nerveux central (anxiété, schizophrénie,
maladies d’Alzheimer et de Parkinson) [8, 27]. Le suc-
ces de ces travaux de recherche s’illustre d’ores et déja
dans I’éventail des molécules ayant atteint un degré
inégalé de sélectivité dans les familles de RCPG dont
la trop forte homologie avait jusqu’alors tenu en échec
la perspective d’obtenir des molécules sélectives (cas
des récepteurs muscariniques et métabotropiques)
[8]. Ceci offre, de fait, des perspectives pour d’autres
familles de RCPG. Cependant, il est encore trop tot pour
apprécier I'importance réelle du transfert thérapeu-
tique de ces nouvelles classes de principes actifs.

Conclusion

La découverte récente de modulateurs allostériques
dans différentes classes de RCPG propose des principes
actifs dotés de propriétés originales susceptibles de
renouveler I’offre des composés orthostériques, mais
aussi de cibler des sous-types de récepteurs jusqu’'a
présent inaccessibles. Ces composés devraient per-
mettre de proposer des principes actifs plus sélectifs,
de diminuer certains effets indésirables associés aux
composés orthostériques et d’élargir le champ thé-
rapeutique a certaines maladies complexes touchant
notamment le systeme nerveux central. Les données
actuelles laissent entrevoir le transfert en thérapeu-
tique d’un nombre croissant de modulateurs allosté-
riques de RCPG dans un futur proche. ¢

SUMMARY

G-protein-coupled receptors targeting: the allosteric
approach

G-protein-coupled receptors (GPCR) are a major family
of drug targets. Essentially all drugs targeting these
receptors on the market compete with the endogenous
ligand (agonists or antagonists) for binding the recep-
tor. Recently, non-competitive compounds binding to
distinct sites from the cognate ligand were documented
in various classes of these receptors. These compounds,
called allosteric modulators, generally endowed of a
better selectivity are able to modulate specifically the
endogenous signaling of the receptor. To better unders-



tand the promising potential of this class of GPCRs targeting com-
pounds, this review highlights the properties of allosteric modulators,
the strategies used to identify them and the challenges associated with

the development of these compounds. ¢
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