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Résumé

L’interaction d’un ligand avec un récepteur a sept domaines
transmembranaires (7TMR) couplé aux protéines G, meéne a I’adoption de différentes
conformations par le récepteur. Ces diverses conformations pourraient expliquer
I’activation différentielle des voies de signalisation. Or, le lien entre la conformation
et I’activité du récepteur n’est pas tout a fait claire. Selon les modéles classiques
pharmacologiques, comme le modeéle du complexe ternaire, il n’existe qu’un nombre

limité de conformations qu’un récepteur peut adopter.

Afin d’établir un lien entre la structure et la fonction des récepteurs, nous
avons choisi dans un premier temps, le récepteur de chimiokine CXCR4 comme
récepteur modele. Ce dernier, est une cible thérapeutique prometteuse, impliqué dans
I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles et dans la dissémination de métastases
cancéreuses. Grace au transfert d’énergie par résonance de bioluminescence (BRET)
nous pouvons détecter les changements conformationnels des homodimeéres
constitutifs de CXCR4 dans les cellules vivantes. En conséquence, nous avons
mesuré les conformations de mutants de CXCR4 dont les mutations affecteraient sa
fonction. Nous montrons que la capacité des mutants a activer la protéine Gaoi est
altérée suite au traitement avec I’agoniste SDF-1. Notamment, ces mutations altérent
la conformation du récepteur a 1’état basal ainsi que la réponse conformationnelle
induite suite au traitement avec 1’agoniste SDF-1, 1’agoniste partiel AMD3100 ou
I’agoniste inverse TC14012. Ainsi, différentes conformations de CXCR4 peuvent
donner lieu a une activation similaire de la protéine G, ce qui implique une flexibilité
des récepteurs actifs qui ne peut pas €tre expliquée par le modeéle du complexe

ternaire (Berchiche et al. 2007).

Egalement, nous nous sommes intéressés au récepteur de chimiokine CCR2,
exprimé a la surface des cellules immunitaires. Il joue un réle important dans
I’inflammation et dans des pathologies inflammatoires telles que 1’asthme. CCR2
forme des homodimeéres constitutifs et posseéde différents ligands naturels dont la
redondance fonctionnelle a été suggérée. Nous avons étudié le lien entre les

conformations et les activations d’effecteurs (fonctions) de CCR2. Notre hypothése
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est que les différents ligands naturels induisent différentes conformations du
récepteur menant a différentes fonctions. Nous montrons que les réponses de CCR2
aux différents ligands ne sont pas redondantes au niveau pharmacologique et que les
chimiokines CCL8, CCL7 et CCL13 (MCP-2 a MCP-4) sont des agonistes partiels
de CCR2, du moins dans les systémes que nous avons étudiés. Ainsi, I’absence de
redondance fonctionnelle parmi les chimiokines liant le méme récepteur, ne
résulterait pas de mécanismes complexes de régulation in vivo, mais ferait partie de

leurs propriétés pharmacologiques intrinséques (Berchiche et al. 2011).

Enfin, nous nous sommes intéressés au récepteur de chimiokine CXCR7.
Récemment identifié, CXCR7 est le deuxiéme récepteur cible de la chimiokine SDF-
1. Cette chimiokine a été considérée comme étant capable d’interagir uniquement
avec le récepteur CXCR4. Notamment, CXCR4 et CXCR7 possédent un patron
d’expression semblable dans les tissus. Nous avons évalué I’effet de I’AMD3100,
ligand synthétique de CXCR4, sur la conformation et la signalisation de CXCR?7.
Nos résultats montrent qu’AMD3100, tout comme SDF-1, lie CXCR7 et augmente
la liaison de SDF-1 a CXCR7. Grace au BRET, nous montrons aussi qu’AMD3100
seul est un agoniste de CXCR7 et qu’il est un modulateur allostérique positif de la
liaison de SDF-1 a CXCR7. Aussi, nous montrons pour la premicre fois le
recrutement de la beta-arrestine 2 & CXCR7 en réponse a un agoniste. L’AMD3100
est un ligand de CXCR4 et de CXCR7 avec des effets opposés, ce qui appelle a la
prudence lors de [I’utilisation de cette molécule pour I’étude des voies de

signalisation impliquant SDF-1 (Kalatskaya et al. 2009).

En conclusion, nos travaux aménent des évidences qu’il existe plusieurs
conformations actives des récepteurs et appuient les modeles de structure-activité des

récepteurs qui prennent en considération leur flexibilité conformationnelle.

Mots-clés : 7TMR, récepteur de chimiokine, CXCR4, CXCR7, CCR2, BRET,
SDF-1, TC14012, AMD3100, beta-arrestine, homodimére, protéine G.
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Abstract

Ligand binding to 7TMRs is thought to induce conformational changes within
the receptor that translate into activation of downstream effectors. The link between
receptor conformation and activity is still poorly understood, as current models of
receptor activation fail to take an increasing amount of experimental data into
account. Classical pharmacological models such as the ternary complex model are
based on the concept that receptors can only adopt a limited number of

conformations.

To clarify structure-function relationships in 7TMRs, first we studied
chemokine receptor CXCR4. This receptor is an important drug target, involved in
HIV-1 entry and cancer metastasis. Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET) allows us to directly probe conformational changes within pre-formed
CXCR4 homodimers in live cells. Using BRET, we measured the conformation of
CXCR4 mutants and we also monitored their function by measuring their ability to
induce Gau activation. The analyzed mutants had substitutions in locations which are
pivotal molecular switches for receptor conformation and activation. We show that
agonist induced Gou activation is altered for most mutants. These mutations also
alter CXCR4’s conformation at basal conditions (in absence of ligand) and in the
presence of the agonist, SDF-1, the partial agonist, AMD3100 and the inverse
agonist, TC14012. Moreover, different conformations of active receptors were
detected in the presence of SDF-1, suggesting that different receptor conformations
are able to trigger Gaou activity. These data provide biophysical evidence for different
active receptor conformations, that cannot be explained by classical models of

receptor function (Berchiche et al. 2007).

Furthermore, the second part of our work focused on chemokine receptor
CCR2. Mainly expressed on immune cells, CCR2 is involved in many inflammatory
and vascular diseases. This receptor binds seven natural ligands that have been
referred to as redundant. We set out to explore whether the different chemokine
ligands of CCR2 receptor induce different conformational changes leading to

different functional consequences. Our results show that the different natural ligands
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of CCR2 are not pharmacologically redundant. Moreover, chemokines CCL8, CCL7
and CCL13 (MCP-2 to MCP-4) are partial agonists of CCR2, at least in the systems
we used. Our results support the validity of models for receptor-ligand interactions in
which different ligands stabilize different receptor conformations also for
endogenous receptor ligands, demonstrating that these natural ligands are not

pharmacologically and functionally redundant (Berchiche et al. 2011).

As the third part of this work, we studied chemokine receptor CXCR7, the
alternative receptor for SDF-1. Until recently, CXCR4 was the only receptor known
to bind SDF-1. Moreover, the expression patterns are similar for receptors CXCR4
and CXCR7. Therefore, we investigated the conformational and functional
consequences of the synthetic inhibitor of CXCR4, AMD3100, on CXCR7. We
show that AMD3100 also binds the alternative SDF-1 receptor, CXCR7. SDF-1 or
AMD?3100 alone trigger beta-arrestin recruitment to CXCR7, which we identify as a
previously unreported signalling pathway of CXCR7. In addition, AMD3100 has
positive allosteric effects on SDF-1 binding to CXCR7, on SDF-1-induced
conformational rearrangements in the receptor dimer as measured by BRET, and on
SDF-1-induced beta-arrestin recruitment to CXCR7. The finding that AMD3100 not
only binds CXCR4, but also to CXCR7, with opposite effects on the two receptors,
call for caution in the use of this compound as a tool to dissect SDF-1 effects on the

respective receptors in vitro and in vivo.

Finally, these data provide biophysical evidence for different active receptor
conformations, and support models of 7TMR structure-activity relationships that

take conformational heterogeneity into account.

Keywords: 7TMR, chemokine receptor, CXCR4, CXCR7, CCR2, BRET, SDF-1,
AMD3100, TC14012, beta-arrestin, receptor homodimer, G protein
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Introduction

1. Les récepteurs a sept domaines transmembranaires

Les récepteurs a sept domaines transmembranaires (7TMR) sont la cible de
pres de la moiti¢ des médicaments prescrits, tandis qu’ils représentent de 3% a 4%
du génome humain (Flower 1999; Foord 2002). IIs sont exprimés a la surface de tous
les types cellulaires et gouvernent ainsi une pléthore de phénoménes physiologiques
(Overington et al. 2006). Les 7TMRs sont responsables de la transduction de signaux
intracellulaires suite a la reconnaissance de molécules extracellulaires
nommées ligands. Les ligands des récepteurs sont trés variés et peuvent étre des
acides aminés, des nucléotides, des hormones, des peptides, des photons, des
molécules odorantes, et méme des ions (Wess 1998; Flower 1999; Muller 2000; Lin

and Civelli 2004).

Les récepteurs sont constitués de sept hélices alpha hydrophobes séparés par
trois boucles hydrophiles respectivement intracellulaires (i;, i, et 1i3) et
extracellulaires (e, e, et e3). Ils possédent une partie amino-terminale (N-terminale)
extracellulaire ainsi qu’une partie carboxy-terminale (C-terminale) intracellulaire
(Gether 2000; Muller 2000) (Figure 1). La partie N-terminale et les boucles
extracellulaires forment I’interface d’interaction avec le milieu extracellulaire. A
I’opposé, les boucles intracellulaires et la partie C-terminale sont essentielles a
I’interaction avec des partenaires comme les protéines G hétérotrimériques, et sont la

cible de kinases comme les GRK (G Protein Receptor Kinase) (Oldham 2006).
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Figure 1 Représentation schématique d’un récepteur

A) Le récepteur posséde sept domaines transmembranaires (vert), des boucles
extracellulaires (el a e3) et intracellulaires (il a i3), un motif DRY ainsi qu’une
partie N- et une partie C-terminale. Adapté a partir de Stanfield et al. (Stanfield
2006). B) La structure de la rhodopsine bovine (mauve) est superposée a la structure
du récepteur B2-adrénergique (bleu), les récepteurs sont positionnés dans le méme
sens que la représentation en A). Tiré de Rosenbaum et al. (Rosenbaum et al. 2009).

1.1 Classification des récepteurs

Dans un premier temps, les 7TMRs ont été classés en trois grandes classes :
A, B et C, selon leur similarit¢ de séquence, soit respectivement les récepteurs
rhodopsine like, glucagon/clacitonine like et glutamate like. Ces récepteurs peuvent
aussi étre nommés récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), mais I'utilisation de
cet acronyme RCPG n’est pas toujours approprié. Il existe des récepteurs qui
signalisent de fagon indépendante de la protéine G, comme le récepteur de
chimiokine CXCR7 (Thelen and Thelen 2008) et le récepteur AT1 (Rajagopal et al.
2005). Un nouveau systéme de classification proposé regroupe les 7TMRs dans cing
grandes familles de récepteurs dont I’acronyme est GRAFS, soit glutamate,

rhodopsine, adhésion, frizzled/taste2 et sécrétine (Schioth and Fredriksson 2005).



- La famille de récepteurs glutamate (G), correspondant a I’ancienne classe C,
regroupe huit récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR), les deux
récepteurs GABA (y-aminobutyric acid), le récepteur sensible au calcium (CaSR)
ainsi que les récepteurs de gout de type 1 (TAS1) (Gether 2000; Schioth and
Fredriksson 2005). Ces récepteurs posseédent une longue partie N-terminale trés

structurées importante pour la liaison du ligand (Hermans 2003).

- La famille de récepteurs rhodopsine (R), correspondant a I’ancienne classe

A, est la plus grande famille de 7TMRs avec prés de 700 membres. La plupart de ces
récepteurs possédent des séquences d’acides aminés conservés comme le motif
NPxxY dans le septiéme domaine transmembranaire (TMVII) et le motif E/DRY
situé¢ a la jonction de la boucle i, et le TMIIl. Contrairement a la famille des
récepteurs glutamate, les récepteurs rhodopsine posseédent une partie N-terminale
courte. Cela suggere que le ligand s’installe dans la cavité formée par les domaines
TM du récepteur, avec I’exception des récepteurs fixant des protéines, tels que les
récepteurs de chimiokine et les récepteurs aux glycoprotéines (Crump et al. 1997;
Gether 2000; Fredriksson et al. 2003; Schioth and Fredriksson 2005; Oldham 2006;
Oldham and Hamm 2008). A cette famille appartiennent, entre autres, les récepteurs
adrénergiques, les récepteurs de chimiokines ainsi que les récepteurs opioides

(Gether 2000).

-La famille de récepteurs d’adhésion (A) comprend une trentaine de

récepteurs, avec des membres trés particuliers mais peu caractérisés tels que les
récepteurs GPR97, GPR110 (Fredriksson et al. 2003). Ils possédent de longues
parties N-terminales riches en résidus sérine et thréonine qui sont souvent O- et N-

glycosylés, et impliquées dans 1’adhésion cellulaire (Schioth and Fredriksson 2005).

-La famille de récepteurs frizzled/taste 2 (F) est constitué de 11 récepteurs

frizzled et une trentaine de récepteurs de gout de type 2 (Taste 2). Les récepteurs
frizzled sont impliqués, entre autres, dans le développement. IlIs possédent une
longue partie N-terminale riche en résidus cystéine hautement conservés. Quant aux

récepteurs de golt de type 2, ils sont exprimés sur la langue et a la surface des



cellules épithéliales du palais et seraient impliqués dans le golter des composés

amers (Fredriksson et al. 2003; Schioth and Fredriksson 2005) .

- La famille de récepteurs sécrétines (S), correspondant a I’ancienne classe B,

comprend des récepteurs comme le récepteur de la sécrétine, la calcitonine (CTR),
le glucagon et le récepteur de I’hormone parathyroide (PTHR). Les membres de cette
famille de récepteurs possedent une longue partie N-terminale riche en ponts
disulfures et ont des ligands peptidiques (Schioth and Fredriksson 2005; Oldham and
Hamm 2008).

1.2 Signalisation induite par les 7TMRs

La liaison du ligand au récepteur permet d’enclencher différentes voies de

signalisation interdépendantes ou indépendantes les unes des autres. Dans le cadre de

cette introduction, nous nous attarderons aux protéines G hétérotrimériques et a la
beta-arrestine comme partenaires impliqués dans la signalisation des 7TMRs, car ils

sont au centre de notre travail.

1.2.1 Les protéines G hétérotrimériques

Les protéines G hétérotrimériques agissent comme un relais moléculaire en
activant une cascade de signalisation intracellulaire en réponse aux stimuli externes.
Elles sont composées d’une sous-unit¢ o dotée d’une activité GTPase, et d’un
dimere GBy. G et Gy sont considérées comme une unité fonctionnelle, car elles sont
associées en permanence (Milligan and Kostenis 2006). En absence de stimulus, la

sous-unité catalytique Go est liée a une molécule de GDP (guanosine diphosphate).

Il existe une grande diversité de protéines G, soit 23 différentes sous-unités
Go, 7 sous-unités G et 12 sous-unités Gy (Oldham 2006; Oldham and Hamm 2008;
Mclntire 2009) (Tableau I). Les sous-unités Go sont généralement divisées en quatre
sous-classes selon leur homologie de séquence. Ces quatre sous-classes sont : Gats,
Gai/o, Gog/11 et Gal2/13 (Hermans 2003; Vauquelin and Van Liefde 2005;
Oldham 2006; Oldham and Hamm 2008).



Famille Sous-type Principaux effecteurs
Gas Gusgg ']\ Adénylate cyclase (Gos, Gosgry. Goge)
Gusgy ’]‘ Canal maxi KHGos)
Gots xry T Tyrostnes kinases de type Ste (Gus)
Gotge ’]\ GTPase de 1a tubuline (Gas)
Goifo Goio, \l, Adénylate cyclase {Goi/o/Z)
Goo, RapI-GAPI dépendant
Gty 3 1 ERK/MAPkinase Goi)
Goz ’I\ Canaux Ca?* . Canaux K (Goi/o/z)
Gty 1 cGMP-PDE (Ga)
Gogust T Tyrosinss kinases de type Stc (God)
Gogy/ll Guq 1\ Isoformes de la Phospholypase Cp
Goll 1" P63-Rho GEF (Gou/11)
Gul 4 | Tyrosine kinase de Bruton (Gocy/11)
Gals 1 Canaus ¥ (God)
Gorl6
Gal2/13  Gall | Phospholipases D/ Ce
Gul3 1" Rho-GEF (pL 15, PDZ)
Gpy Bis 1\ Phopholipases B
1212 T Adénylate eyclase II. IV et VII
\l/ Canaux Ca%*detypes N- P/Q et R
T PI-3 kinase

Tableau 1. Les protéines G hétérotrimériques et leurs principaux effecteurs.
Adapté a partir de Milligan et al. (Milligan and Kostenis 2006). Les fleches
désignent la stimulation 1 ou I’inhibition | des principaux effecteurs.

La résolution par cristallographie des structures des protéines G
hétérotrimériques telles que GailBly2 a permis de mieux comprendre leur
fonctionnement (Lambright et al. 1996; Oldham 2006). La structure de la sous-unité
Go montre qu’elle est composée d’un domaine hélice et d’un domaine GTPase
conservés chez tous les membres de la famille des protéines G. Ce domaine GTPase
hydrolyse le GTP (guanosine triphosphate) en GDP, et comprend aussi la surface
d’interaction avec les sous-unités Gy, les 7TMRs, ainsi que les effecteurs

intracellulaires. Le domaine GTPase posséde trois hélices flexibles respectivement



nommées Switch 1 a Il (Figure 2) (Oldham and Hamm 2008). Quant au domaine
hélical, unique aux protéines Ga, il est composé de six hélices alpha. Elles sont
structurées de facon a former un «couvercle» au dessus de la poche de liaison du

nucléotide enfouis au centre.

Notamment la sous-unité G} est composée de sept feuillets § formant une
structure de «fB-propeller» et d’une hélice oo du c6té N-terminal. L’hélice o permet
de former une superhélice «coiled-coil» essentielle pour I’interaction avec la sous-
unité Gy. Les membres de la famille des sous-unités Gy sont de petites protéines
composées de deux hélices o connectées par une boucle. La partie N-terminale des
protéines Gy interagit avec la partie N-terminale de la sous-unité Gf3 (Figure 2). Les

dimeéres Gy forment des unités fonctionnelles qui ne peuvent étre dissociées que par

dénaturation (Oldham 2006).
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Figure 2 La protéine G hétérotrimérique.

A)Représentation de la protéine G hétérotrimérique GailB1y2 a 1’état inactif. La
molécule de GDP est située dans la sous-unit¢ Go (vert) entre le domaine hélical et
le domaine GTPase de la protéine. L’hélice alpha N (en rouge) est nécessaire pour
I’interaction avec les sous-unités Gfy. Les sous-unités Gf3 et Gy sont respectivement
représentées en jaune et orange. Tiré de Milligan et al. (Milligan and Kostenis 2006).
B) Structure secondaire de la protéine Go.. Les cylindres représentent les hélices
alpha tandis que les fléches désignent les feuillets beta. Le domaine hélical est
constitué de sept hélices alpha désignées par les lettres (mauve). Les régions linkers
L1 et L2 connectent le domaine hélical au domaine GTPase de la protéine. Les
régions Switch (orange) ainsi que les sites de contacts avec le récepteur (rose) sont
aussi mis en évidence. Tiré d’Oldham et al. (Oldham and Hamm 2008).



Presque toutes les sous-unités G} peuvent s’associer avec la plupart des sous-
unités Gy et différents diméres GBy peuvent interagir avec la méme protéine Go.. La
combinaison des protéines G hétérotrimériques dépend de leur expression tissulaire
différentielle, de leur localisation cellulaire, mais aussi des modifications post-
traductionnelles qu’elles subissent (Oldham 2006). Ces modifications post-
traductionnelles sont essentielles a leur fonction. En général, la partie N-terminale
des protéines Gou est palmitoylée et les protéines Gou sont aussi myristoylée en
position N-terminale (Oldham and Hamm 2008). Toutes les sous-unités Gy sont
isoprénylées de facon post-traductionnelle par I’ajout d’un groupement fonctionnel

farnésyl ou géranylgéranyl a leur partie C-terminale (Oldham 2006).

Durant des années, la conception était qu’un récepteur possede une
spécificité pour une seule classe, voire une protéine G particuliere. Cependant le fait
qu’un 7TMRs peut étre couplé a plusieurs protéines G devient un concept de plus en

plus accepté (Hermans 2003).

1.2.2 Transmission et arrét du signal par les protéines G

La liaison du ligand induit des changements conformationnels au sein du
récepteur menant a 1’activation de la protéine G hétérotrimérique. La molécule de
GDP est alors échangée pour une molécule de GTP dans la sous-unité o, car le
récepteur activé agit comme un facteur d’échange de la guanine (GEF-guanine
nucleotide exchange factor). Cela induit un changement de conformation dans la
protéine G, permettant 1’activation d’autres effecteurs tels que des enzymes
cytosoliques ou membranaires par les sous-unités Goo et Gy (Hermans 2003;
Kendall and Luttrell 2009). L’activité GTPase intrinseque de la sous-unit¢ Go. mene
ensuite a I’hydrolyse du GTP en GDP, terminant le cycle d’activation, qui pourra
alors recommencer (Figure 3). Selon la vision classique, 1’activation entrainerait la
dissociation de la protéine G en sous-unités Ga. et GBy. Or, des observations récentes
suggerent que les protéines G hétérotrimériques ainsi que des effecteurs sont pré-
couplés avec le récepteur, formant ainsi un complexe de signalisation (Nobles et al.
2005; Dupre and Hebert 2006; Gales et al. 2006; Quirk et al. 2007). Lors de la

liaison du ligand au récepteur, ce complexe subirait des changements de



conformation plutét qu’un cycle d’association/dissociation tel que suggéré par le

modele classique.

Ligand

Seconds messagers

Figure 3 Le cycle classique de la protéine G hétérotrimérique.
Adapté a partir d’Oldham et al. (Oldham and Hamm 2008)

La durée du signal transmis par les protéines G est limitée a plusieurs
niveaux. Premiérement, les seconds messagers produits suite a 1’activation sont
rapidement dégradés. Ensuite, 1’activité de la protéine G hétérotrimérique est limitée
par son activit¢ GTPase. Cette derniére est régulée par les protéines régulatrices RGS
(Regulators of G Protein Signalling) qui agissent en tant que protéines GAP
(GTPase Activating Proteins) en stimulant I’hydrolyse du GTP en GDP. Enfin, la
phosphorylation des résidus sérine et thréonine de la partie C-terminale ou de la

boucle i3 du récepteur par les kinases GRK .7 (G Protein Coupled Receptor kinase)
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classiquement a comme conséquence de découpler définitivement le récepteur de la
protéine G hétérotrimérique et induit le recrutement de la beta-arrestine au récepteur.
Cette phosphorylation par la GRK, augmente 1’affinité du récepteur pour la beta-
arrestine. A titre d’exemple, la phosphorylation du récepteur B2-adrénergique par

GRK 2 augmente de 10 a 30 fois I’affinité de la beta-arrestine 2 pour ce récepteur

(Lohse et al. 1992).

1.2.3 La beta-arrestine:

La protéine d’échafaudage beta-arrestine interagit avec le récepteur par ses
domaines N- et C-terminaux. La beta-arrestine 1 et la beta-arrestine 2 sont les deux

formes pertinentes a ce travail (Figure 4) (Kendall and Luttrell 2009).

domaine N domaine C
s ™ &
A B
B-arrestine 1 [m] H
1
B-arrestine 2 Iﬁ'.fl [l
1

5361

Figure 4 La beta-arrestine

Représentation schématique des deux isoformes non-visuels de D’arrestine. Les
domaines globulaires N et C sont montrés (mauve). Le domaine de reconnaissance
du phosphate est représenté par la lettre P, tandis que les domaines terminaux R1 et
R2 possedent des fonctions régulatrices. Sont aussi indiquées les domaines de liaison
de I’inositol 6-phosphate (IP6), de la clathrine, de la protéine AP2, en plus des sites
de phosphorylation de la cas€ine kinase 2 (CK2) et des ERK. Adapté a partir de
Kendall et al. (Kendall and Luttrell 2009).
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La beta-arrestine permet le recrutement d’une grande variété d’enzymes dans
un complexe de signalisation multi-protéique (Kendall and Luttrell 2009). La
caractérisation de plusieurs de ces partenaires permet d’avancer que le recrutement
de la beta-arrestine au récepteur activé ne représente pas la fin de la signalisation en
générale, mais plutdt le début d’une deuxiéme vague de signalisation indépendante
des protéines G (Figure 5) (DeWire et al. 2007). La voie de signalisation dépendante
de I’arrestine la mieux caractérisée est celle des sérine/thréonine kinases MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase). Cette famille posséde plusieurs membres dont
ERK 1 et 2 (extracellular signal-regulated kinases), les isoformes de la kinase p38,
et JNK (c-Jun N-terminal Kinase). Les effecteurs des MAPK contrélent Ia
transcription de geénes cibles, la progression du cycle cellulaire, le remodelage du
cytosquelette, et I’apoptose (DeWire et al. 2007). La cascade des MAPK ERK1/2 est
composée des MAP kinase kinase kinases (multiples isoformes de Raf), des MAP
kinase kinases MEK1/2, et finalement des MAP kinases ERK1/2. La beta-arrestine
agirait en tant que protéine d’échafaudage rassemblant a la fois les trois composantes
de la cascade ERK1/2 (Kendall and Luttrell 2009). Ainsi, 1’activation du récepteur
par son ligand recrute le complexe préformé beta-arrestine-Raf-MEK-ERK a la
membrane plasmique et induit alors I’activation localisée des ERK1/2 (Shenoy et al.
2007). La signalisation ERK1/2 de fagon dépendante de la beta-arrestine est montrée
pour plusieurs 7TMRs, dont le récepteur de chimiokine CXCR4 et les récepteurs [3-
adrénergiques (Chen et al. 2002; Shenoy et al. 2006; Gesty-Palmer et al. 2009;
Kovacs et al. 2009).

En plus des MAPK, la beta-arrestine joue le role de protéine d’échafaudage
pour d’autres complexes de protéines comme celui composé de la protéine
phosphatase 2A (PP2A), la kinase AKT et la glycogéne synthase kinase 3 (GSK
38) (Kendall and Luttrell 2009). D’ailleurs, ce complexe beta-arrestine
2/PP2A/AKT/GSK3[ est important dans la réponse comportementale au lithium tel
que montrée dans la souris (Beaulieu et al. 2008). Le lithium est utilisé pour traiter
des troubles mentaux comme la schizophrénie, les troubles bipolaires ainsi que la
dépression. Beaulieu et al. étudient le récepteur D2 de la dopamine et montrent que
le lithium affecte le comportement des souris de fagon dépendante de la beta-

arrestine 2 (Beaulieu et al. 2008). En effet, ils montrent que le lithium empéche
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I’association du complexe beta-arrestine2/PP2A/AKT/GSK3[. En revanche, il ne

semble pas affecter les autres fonctions de la beta-arrestine 2 (Beaulieu et al. 2008).

Somme toute, la grande variété de partenaires d’interaction/signalisation de la
beta-arrestine suggere que son réle est d’entreprendre une deuxiéme vague de

signalisation intracellulaire (Kendall and Luttrell 2009).

A) By
Initiation du signal

S Tt
AAREL 41 ; s G B-arrestin2
: Uy Dy, _SR0vn ¢=
< -~ _— N AR
JI\ e ‘! Assemblage SR ERK1/2 A
TV i ﬂﬁi‘;m(g@'@“m - | Raf1
Qs
Signalisation proteine & E2
dépendante %_w’_‘é

Signalisation beta-

arrestine dépendante
Figure 5 Roles de la beta-arrestine.
A) Le récepteur activé stimule la protéine G hétérotrimérique ce qui permet d’activer
les effecteurs, dépendant des protéines G (E1). L’internalisation du récepteur
implique le recrutement de la beta-arrestine qui peut recruter des effecteurs
dépendants de I’arrestine (E2). La beta-arrestine est importante pour I’internalisation
du récepteur mais sert aussi de protéine d’échaffaudage. Adapté a partir de Kendall
et al. (Kendall and Luttrell 2009). B) Exemple de complexe de signalisation
implicant la beta-arrestine 2 et des enzymes de la cascade classique des MAPK (Raf-
1, MEK-1 ainsi que ERK1/2). Tiré de DeWire et al.(DeWire et al. 2007).

1.2.4 Atténuation de la signalisation par les protéines G

Toutefois, le role classique attribué a la beta-arrestine est celui de
désensibiliser et internaliser le récepteur activé. La phosphorylation des résidus de la
partie C-terminale ou de la 3° boucle intracellulaire du récepteur par les kinases
GRK;.7 a comme conséquence de découpler définitivement le récepteur de la

protéine G hétérotrimérique.
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Néanmoins, le role des différentes GRK semble étre plus complexe et ne se
résumerait pas uniquement a découpler le récepteur de la protéine G. En effet, ces
kinases joueraient un réle dans le déclanchement d’une seconde vague de
signalisation (Kohout et al. 2003; Kim et al. 2005). Les travaux de Kim et al.
montrent que les conséquences fonctionnelles de I’interaction de la beta-arrestine
avec le récepteur AT1-R sont déterminées par la GRK qui phosphoryle le récepteur.
En effet, I’inhibition de I’expression des kinases GRK?2, 3, 5 et 6 grace aux siRNA
montre que les kinases GRK2 et GRK3 sont majoritairement responsables de la
phosphorylation du récepteur ce qui permet le recrutement de la beta-arrestine et
I’endocytose du récepteur dans des cellules HEK293 (Kim et al. 2005). A 1’opposé,
I’activation de la voie ERK1/2 dépendante de la beta-arrestine n’est activée que
lorsque le récepteur AT1-R est phosphorylé par GRKS ou GRK6. La fraction des
récepteurs AT1-R phosphorylés par ces deux kinases ainsi que le recrutement de la
beta-arrestine qui en découle est petite. Toutefois, en absence de GRKS et GKR6 la
stimulation des voies ERK1/2 dépendante de la beta-arrestine est presque abolie
(Kim et al. 2005). Ces résultats suggerent que les fonctions des kinases GRK ne sont
pas redondantes dans ce cas et que leur role dans la signalisation des 7TMRs ne se

résumerait pas uniquement a atténuer la signalisation des protéines G.

Classiquement, la phosphorylation du récepteur par la kinase GRK induit le
recrutement de la beta-arrestine au récepteur et permet de recruter, par interaction
directe avec les composantes de la machinerie d’endocytose, la clathrine et la
protéine AP-2 (Adaptor Protein-2). Cette liaison méne a I’internalisation de la beta-
arrestine liée au récepteur dans les puits tapissés de clathrine, qui formeront des
endosomes lorsque dissociées de la membrane plasmique. Une fois dans les
endosomes, le récepteur peut étre recyclé a la membrane plasmique, ou dirigé vers
les lysosomes pour dégradation. Il a été suggéré que le devenir du récepteur est
principalement déterminé par la stabilité du complexe récepteur/beta-arrestine, qui
lui dépend de I’affinité de leur interaction (DeWire et al. 2007). Ainsi, la plupart des
7TMRs ont été distribués dans une de deux classes (A ou B) selon leur cinétique

d’interaction avec la beta-arrestine (Figure 6) (Kendall and Luttrell 2009).

D’une part, les récepteurs de classe A qui possédent une plus grande affinité

pour la beta-arrestine 2 comparativement a la beta-arrestine 1 (Kendall and Luttrell
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2009). Les récepteurs de cette classe interagissent avec la beta-arrestine 2 de fagon
transitoire, et les complexes formées se dissocient rapidement suite a I’internalisation
du récepteur. C’est le cas du récepteur f2-adrénergique qui suite a la stimulation
avec son ligand est rapidement désensibilis€¢, déphosphorylé et recyclé a la
membrane plasmique (DeWire et al. 2007; Kendall and Luttrell 2009). A 1’opposé,
les récepteurs de classe B ont des affinités équivalentes pour les deux beta-arrestines.
Cette interaction récepteur/ beta-arrestine est plus forte, plus longue et le recyclage
des récepteurs a la membrane plasmique a lieu plus lentement que pour les

récepteurs de classe A (Kendall and Luttrell 2009).

Egalement, les fonctions des deux beta-arrestines sont interchangeables dans
certains cas, comme il est démontré dans des systémes d’animaux knock out, mais le
knock out des deux beta-arrestine est 1étal (DeWire et al. 2007). Cependant, les beta-
arrestine 1 et 2 ne sont pas toujours fonctionnellement redondantes. En effet, la beta-
arrestine 2 méne a I’internalisation du récepteur B2-adrénergique mais pas a celle du
récepteur PAR1 (Protease-Activated Receptor 1), dont la désensibilisation dépend de
beta-arrestine 1. En revanche, le récepteur AT1,R (angiotensine I de type 1A) est

quant a lui sensible aux deux isoformes de la beta-arrestine.

Suite a I’endocytose, le sort du complexe récepteur/beta-arrestine dépend
entre autres de son ubiquitination. Lorsque le récepteur interagit avec la beta-
arrestine, cette derniére peut étre ubiquitinée par mdm2, une E3 ubiquitine ligase,
avec laquelle la beta-arrestine interagit directement (Marchese et al. 2008). Cette
ubiquitination a pour effet de stabiliser le complexe récepteur/beta-arrestine ce qui
est nécessaire a l’internalisation. Dans le cas des récepteurs de classe A, la beta-
arrestine est dé-ubiquitinée suite a I’internalisation du complexe, ce qui semble étre
nécessaire pour la dissociation du complexe récepteur/beta-arrestine. Par contre, la
beta-arrestine en complexe avec les récepteurs de classe B ne subit pas de dé-
ubiquitination, ce qui augmente la stabilit¢ du complexe récepteur/beta-arrestine

(DeWire et al. 2007; Kendall and Luttrell 2009).

Par ailleurs, 1’ubiquitination du récepteur lors de I’internalisation dépend de

la beta-arrestine, mais n’est pas nécessaire pour 1’endocytose. Elle déterminerait
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plutdt le sort définitif du récepteur (dégradation ou recyclage a la membrane
plasmique). Par exemple, I'ubiquitination de la boucle i3 du récepteur de la
vasopressine V2 ou de la partie C-terminale du récepteur f2-adrénergique méne a
leur dégradation (Marchese et al. 2008). C’est aussi le cas du récepteur de
chimiokine CXCR4, dont des résidus lysine de sa partie C-terminale sont ubiquitinés
avant que le récepteur ne soit dirigé vers la dégradation (Marchese et al. 2008;

Bhandari et al. 2009; Marchese 2009).

Cela dit, la beta-arrestine est une protéine adaptatrice qui permet non
seulement de désensibiliser et d’acheminer le récepteur vers des vésicules
d’endocytose (Figure 6), mais aussi d’enclencher une deuxieme vague de
signalisation indépendante de la protéine G, en permettant la formation de complexes

multi-protéiques (Figure 5).

Initiation du signal
’ Désensibilisation

Recvclage

Krapide
NP

Recycage
lent A

Dégradation Dégradation
g N g
Intreaction ftransitoire Intreaction stable
avec la beta-arrestine avecla beta- arrestine

Figure 6 Interaction récepteur/beta-arrestine.

La stabilité de I’interaction entre le récepteur et la beta-arrestine détermine le sort du
récepteur suite a son internalisation. Le récepteur activé et phosphorylé par la GRK
interagit avec la beta-arrestine. Elle induit la séquestration du récepteur grace au
recrutement des protéines AP-2 et de la clathrine. Suite a D’internalisation, les
récepteurs de classe A se dissocient de la beta-arrestine, sont déphosphorylés et
rapidement recyclés a la membrane plasmique. Par contre, les récepteurs de classe B
forment des complexes plus stables avec la beta-arrestine qui sont dirigés vers les
endosomes. Ainsi, les récepteurs pourrons soit é&tre lentement recyclés a la
membrane plasmique ou seront dégradés. Adapté a partir de Kendall et al. (Kendall
and Luttrell 2009).



16

1.2.5 Autres partenaires d’interaction / signalisation possible

Dans le cadre de ce travail nous focaliserons sur les protéines G
hétérotrimériques ainsi que sur la beta-arrestine en tant que partenaires d’interaction
avec les 7TMRs. Toutefois, outre la beta-arrestine et les protéines G, les récepteurs
peuvent interagir avec une multitude de protéines regroupées sous le nom de
protéines interagissant avec les récepteurs couplés aux protéines G (GIP- GPCR
Interacting Prtoeins). Ces GIP peuvent moduler les propriétés pharmacologiques du
récepteur, sa signalisation suite a la liaison du ligand, ainsi que la biosynthése et
I’adressage du récepteur a la membrane plasmique (Ritter and Hall 2009). A titre
d’exemple, les GIP peuvent étre d’autres 7TMRs qui modulent la fonction grace a
I’homo- ou I’hétérodimérisation, des canaux ioniques, des protéines solubles
contenant un domaine PDZ, ainsi que des protéines ayant un domaine
transmembranaire telles que les RAMP (Receptor Activity Modifying Protein) (Ritter
and Hall 2009).

Un grand nombre de travaux ont montré que les 7TMRs peuvent former des
homo- ou des hétérodimeéres ou méme des oligoméres (Jordan and Devi 1999;
Angers et al. 2000; McVey et al. 2001; Mellado et al. 2001; Ayoub et al. 2002;
Mercier et al. 2002; Terrillon et al. 2004; Berthouze et al. 2005; Percherancier et al.
2005). C’est grace a des techniques comme la co-immunoprécipitation, au transfert
d’énergie par résonance, aux études de trans-complémenation fonctionnelle et a
I’utilisation de mutants trans-dominants négatifs que la dimérisation des récepteurs
est mise en évidence dés les années 1990. Notamment, des études montrent
I’importance de la dimérisation pour la biosynthése, la fonction ainsi que la
diversification pharmacologique des récepteurs (Hebert et al. 1998; Galvez et al.
2001; El-Asmar et al. 2005). Toutefois, I’importance de la dimérisation pour
I’activation des récepteurs est un sujet de débat, I’activation d’un protomére du
dimeére étant suffisante dans certains cas pour 1’activation de la protéine G. Aussi,
des monomeres de récepteurs isolés dans des membranes lipidiques ou a de faibles
concentrations de détergent sont montré comme étant aptes a activer la protéine G
(Whorton et al. 2007; Whorton et al. 2008; Kuszak et al. 2009). La mise au point de

méthodes permettant de discriminer entre les unités fonctionnelles du récepteur



17

(monomere ou un dimeére) sont nécessaires. Néanmoins, 1’existence des dimeres de

récepteurs reste un fait largement accepté dans la communauté scientifique.

1.3 Motifs et résidus importants des récepteurs de la famille R

(rhodopsine)

Les résultats présentés et discutés dans cette thése traitent de 7TMRs de la
famille R (rhodopsine). La plupart des récepteurs membres de cette famille
possedent des motifs clé importants pour les rapports structure-fonction du récepteur.
Ces résidus ont été mis en évidence grace aux structures tridimensionnelles obtenues
suite a la cristallisation des 7TMRs. La premiére structure obtenue est celle du
récepteur visuel rhodopsine qui a permis de déduire 1I’arrangement des récepteurs en
général. Il est difficile d’obtenir des structures cristallines des récepteurs a cause de
leur flexibilit¢ de conformation en absence de ligand. Ainsi, apres plusieurs années
d’essais et d’évolution des technologies, la structure tridimensionnelle de cing
récepteurs de la famille R est désormais connue (Rosenbaum et al. 2009). II est
maintenant possible de comparer les structures en trois dimension des récepteurs : de
la rhodopsine (Palczewski et al. 2000) et B2-adrénergique (Cherezov et al. 2007;
Rasmussen et al. 2007), Bl-adrénergique (Warne et al. 2008), le récepteur Asa
adénosine (Jaakola et al. 2008) ainsi que le récepteur de chimiokine CXCR4 (Wu et
al. 2010).

L’activation des récepteurs nécessiterait [’interruption d’interactions
intramoléculaires qui favorisent une conformation inactive du récepteur (Alewijnse
et al. 2000; Zhang et al. 2002). La liaison de ’agoniste permettrait de défaire ces
liens et stabiliserait une conformation permettant I’activation du récepteur (Gether et
al. 1997). 11 est aussi possible que les récepteurs adoptent spontanément des
conformations actives et inactives, et que le ligand interagisse de fagon préférentielle
avec une conformation donnée du récepteur (Gether et al. 1997; Gether 2000;

Vauquelin and Van Liefde 2005).
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1.3.1 Le motif E/DRY

Les informations tirées a partir des cristaux des 7TMRS, en combinaison
avec des études biochimiques et biophysiques, ont permis de mieux caractériser des
motifs clé des récepteurs, dont le motif E/DRY. Situé a la jonction du domaine TM
III et de la boucle i2 de la plupart des récepteurs de la famille rhodopsine, ce motif
est important pour les changements de conformation des récepteurs lors de leur

activation (Figure 7) (Rovati et al. 2007).

E/DRY est aussi connu sous le nom de «cadenas ionique» et occupe les
positions 3.49 a 3.51 selon ’assignation de Ballesteros et Weinstein (Ballesteros and
Weinstein 1995). Le résidu arginine (R) 3.50 du motif formerait un double pont salin
avec I’acide aspartique ou glutamine (E/D) 3.49 et/ou un autre résidu chargé, présent
a la position 6.30 dans I’hélice six. Ce pont salin maintiendrait le récepteur sous
forme inactive et serait défait lors de I’activation (Rovati et al. 2007). Ainsi, la
mutation du résidu E/D donnerait lieu & des mutants adoptant une conformation
active, comme cela a été montré par exemple pour la rhodopsine (Cohen et al. 1993;
Acharya and Karnik 1996), les récepteurs o g-adrénergique (Scheer et al. 1996), 32-
adrénergique (Rasmussen et al. 1999), et vasopressine V2 (Morin et al. 1998). Ces
mutants possédent des activités basales (en absence de ligand) augmentées et sont
nommées des mutants constitutivement actifs (CAM). Or, la mutation du résidu E/D
3.49 donne lieu a des mutants constitutivement inactifs (CIM) pour d’autres
récepteurs, tels les récepteurs de la vasopressine V1, oia-adrénergique, le récepteur
de chimiokine CCRS, et les récepteurs muscarinique M1 et M5S. Le phénotype
résultant de la mutation E/D 3.49 ne peut pas étre généralisé. Toutefois, les résultats
suggerent fortement 1’implication du résidu E/D 3.49 dans la stabilisation de la

conformation du récepteur.

Rovati et al. suggérent de classer les récepteurs mutés au résidus E/D 3.49
ayant un phénotype CAM ou CIM en deux classes, soit respectivement P1 et P2
(Rovati et al. 2007). La substitution du résidu arginine (R) 3.50 des récepteurs mutés
de type P2 (CIM) affecte généralement le couplage a la protéine G hétérotrimérique
et leur affinité pour le ligand est aussi altérée (Wilbanks et al. 2002). A I’opposé,
I’affinité et le couplage a la protéine G des mutants R3.50 des récepteurs de type P1
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(CAM) reste inchangée. Ces mutants possedent de multiples phénotypes et seraient
constitutivement désensibilisés donc moins présents a la membrane plasmique
(Wilbanks et al. 2002). Notamment, les mutations naturelles du résidu R3.50 sont

impliquées dans des pathologies comme le diabéte insipide (Rovati et al. 2007).

Quant au résidu tyrosine (Y) 3.51, c’est le résidu le moins conservé parmi les
7TMREs. 11 est souvent remplacé par des résidus sérine, cystéine ou histidine. Lorsque
présent, le résidu Y3.51 du motif E/DRY serait un site de phosphorylation important
pour la signalisation du récepteur (Mellado et al. 1998). A titre d’exemple, Mellado
et al. montrent que la mutation du résidu Y3.51 en phénylalanine (F) au sein du
récepteur de chimiokine CCR2 I’empéche de signaliser de facon dépendante et
indépendante de la protéine G (Mellado et al. 1998). Or, la mutation n’affecte ni

I’expression du récepteur a la membrane plasmique ni son affinité pour son ligand.

Ainsi, les mutations du motif E/DRY affectent 1’activation des récepteurs, ce
qui suggere que le motif est nécessaire mais peut-étre pas suffisant pour que le

récepteur adopte les changements conformationnels nécessaires a son activation.

E/D R Y E/DRY
e N/ Y4 Y4 N
Couplage ala . . Garder
CAM protéine G EtimlE mf)lns le récepteur
) X conserve S e .
préserveé a I’état inactif
. v A\ VAN
s N Y4 Y4 )
CIM/Gouverne la Couplage a la Signalisation Conformation
conformation pretéine G via la protéine G et couplage
du 7TMR aboli perturbée? a la protéine G
4\ VAN VAN /
Figure 7 Le motif E/DRY.

Effet des mutations et le réle proposé d’E/DRY au sein des 7TMRs. Adapté de
Rovati et al. (Rovati et al. 2007).
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1.3.2 Le motif N(L/F)YSS

Le motif N(L/F)YSS est conservé, entre autres, a travers les récepteurs de
chimiokine, dont nous discuterons plus loin dans cette thése. Le résidu asparagine
N3.35 présent dans le domaine TMIII serait important dans les changements
conformationnels permettant au récepteur de chimiokine de type CXC d’interagir
avec la protéine Ga (Zhang et al. 2002). Zhang et al. montrent que la substitution du
résidu N119 (3.35) du récepteur CXCR4 affecte sa fonction (Zhang et al. 2002). En
effet, la substitution du résidu N119 par une alanine (A) ou une sérine (S) donne lieu
a un récepteur CXCR4 CAM, tandis que la substitution avec un résidu lysine (K) ou
un résidu d’acide aspartique (D) donnent respectivement lieu a un récepteur inactif
ou de phénotype sauvage. Les auteurs suggérent que la liaison du ligand au récepteur
induit un changement conformationnel, tel que les domaines hydrophobes et
cytoplasmiques adoptent une orientation permettant de former un complexe ternaire
de grande affinité avec la protéine Go. (Ghanouni et al. 2001). En considérant la
structure cristalline de la rhodposine, ce résidu se trouverait a distance égale entre les
parties extracellulaires et cytoplasmiques du domaine TMII du récepteur CXCR4
(Palczewski et al. 2000). En conséquence, le résidu N119 de CXCR4 est important
pour le maintien de la conformation de base du récepteur et lors du réarrangement

conformationnel menant a son activation (Zhang et al. 2002).

Cette asparagine N3.35 est aussi importante pour le maintient de la
conformation du récepteur AT1R de I’angiotensine II. En effet, Auger-Messier et al.
montrent que les mutants N111A et N111G acquiérent une activité constitutive, du
moins pour la voie de la phospholipase C (PLC) tandis que les mutants N111Q et
N111W perdent leur capacité a activer la PLC (Auger-Messier et al. 2003). Aussi,
les mutants CAM, N111A et N11G, possédent une affinité a 1’angiotensine II
semblable au récepteur de type sauvage. En absence d’angiotensine II, 1’activité
constitutive du mutant N111G atteint 40% de ’activité maximale du récepteur de
type sauvage tel que mesurée par I’activation de la protéine Gog/11. En présence de
I’angiotensine II, I’activité maximale du mutant N111G atteint celle du récepteur de
type sauvage (Auger-Messier et al. 2003). Contrairement au récepteur de type

sauvage, ce mutant ne co-immunoprécipite pas avec la protéine Gag/11 suite a la
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stimulation avec I’angiotensine II. Cela suggere que la conformation du mutant
NI111G est différente du récepteur de type sauvage stimulé. Ainsi, la haute affinité
du mutant N111G pour 1’agoniste ferait partie de ses propriétés intrins€éques et ne
dépendrait pas de son interaction avec la protéine Gog/11 (Auger-Messier et al.

2003).

Par ailleurs, Auger-Messier et al. montrent aussi que les mutants N111G et
N111W, respectivement constitutivement actif et inactif, induisent de fagon faible et
transitoire la mobilisation du calcium intracellulaire en réponse a I’agoniste. Ces
résultats suggérent que le résidu N111 du récepteur ATIR est un résidu clé dans le
maintient de la conformation du récepteur, car sa substitution module 1’activité¢ du
récepteur (Feng et al. 1998; Auger-Messier et al. 2003). Ces observations permettent
aussi d’envisager qu’il existe plusieurs états conformationnels menant aux

conformations actives.

2. Interactions des ligands avec les récepteurs

2.1 Ligands des 7TMRs

Il existe une grande variété de 7TMRs et une toute aussi grande diversité
des ligands fixant ces derniers. Les récepteurs possédent un ou plusieurs ligands
naturels dans les conditions physiologiques. Toutefois, étant donnés que les
récepteurs constituent une excellente cible pharmacologique, une multitude de
ligands synthétiques ont été développée. Dans la majorité des cas, les ligands
synthétiques ont été développés pour agir en bloquant la fonction du récepteur et
constituent d’excellents outils pour étudier les 7TMRs. La caractérisation
pharmacologique des ligands permet de mieux comprendre leur mode d’action. Nous
discuterons des différents parameétres pharmacologiques décrivant le comportement
des ligands, comme I’affinité et la puissance, plus loin. Dans un premier temps, nous

¢élaborerons sur leurs différents effets.

Les ligands peuvent avoir différents effets sur leurs récepteurs respectifs

(Figure 8). Un agoniste est définit comme un ligand qui induit une réponse
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biologique et augmente 1’activité du récepteur (Neubig et al. 2003). L’agoniste est dit
complet lorsqu’il induit une réponse maximale dans un systéme cellulaire ou
tissulaire précis. Un agoniste est dit partiel lorsqu’il a un effet moins important que
I’agoniste complet, sur le méme récepteur dans des conditions identiques. L’effet de
I’agoniste partiel est inférieur a celui de I’agoniste complet méme lorsque la
concentration de 1’agoniste partiel arrive a saturation. Un agoniste peut étre complet
dans un systéme mais partiel dans un autre systéme cellulaire ou tissulaire (Neubig et
al. 2003). L’effet d’un agoniste, complet ou partiel, dépend non seulement de la
quantité de récepteur qu’il lie mais aussi des composantes cellulaires impliquées

dans la signalisation.

Notamment, un ligand peut aussi se comporter comme un agoniste inverse.

Cette propriété peut-étre observée lorsque les récepteurs possédent une activité
constitutive de base, en absence de ligand. Cette activité constitutive est souvent
augmentée dans des systémes ou I’expression du récepteur et/ou des effecteurs tels
que les protéines G est augmentée. L’agoniste inverse réduit cette activité
constitutive de facon dose dépendante (Neubig et al. 2003; Kenakin 2009). L’activité
constitutive est montrée pour plusieurs récepteurs dans des tissus ainsi que des
cellules primaires. L’activité d’agoniste inverse requiert une activité constitutive du
récepteur. En absence de cette derniére, 1’agoniste inverse ne perd pas son effet mais
agit plutét comme un simple antagoniste. Par définition, un antagoniste est un ligand
qui interfére dans l’interaction récepteur/agoniste afin de bloquer ’activation du

récepteur. (Neubig et al. 2003).
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Figure 8 Propriétés des ligands

Exemple illustrant DI’effet de différents ligands sur la réponse du récepteur.
L’agoniste complet (rouge) augmente la réponse, 1’agoniste partiel (mauve) n’atteint
pas la réponse maximale obtenue avec I’agoniste complet, I’antagoniste neutre (noir)
seul n’induit pas de réponse tandis que 1’agoniste inverse (vert) diminue ’activité
constitutive. Adapté de Percherancier et al. (Percherancier et al. 2005).

Il existe deux classes de ligands. D’abord, les ligands orthostériques dont le
site de liaison est le méme que celui du ligand endogene. Ensuite, les ligands
allostériques dont le site d’interaction avec le récepteur est distinct du site de liaison
du ligand endogéne. Le mode d’action des ligands sur le récepteur peut étre direct ou
indirect. En effet, certains ligands sont des ligands compétitifs dont le site de liaison
est le méme que celui du ligand othostérique (exemple, un antagoniste peut-étre
compétitif ou non compétitif). Par contre, il existe des ligands allostériques qui sont
non compétitifs car ’effet de la molécule allostérique sur le ligand endogeéne n’est
pas di a une compétition stérique directe, mais passe plutdt par le récepteur, dont
elle change I’affinit¢ pour le ligand endogeéne (Kenakin 2009). Les molécules
allostériques peuvent ainsi moduler les propriétés pharmacologiques des ligands
endogenes, ainsi que leurs effets, mais elles peuvent aussi avoir des effets de
signalisation intrinséque (en absence de ligands orthostériques) (Figure 9) (Kenakin

2009).
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Figure 9 Ligands allostériques et orthostériques.

Les ligands allostériques interagissent avec le récepteur a des sites distincs des
ligands orthostériques. Les molécules allostériques peuvent moduler 1’affinité (fleche
rouge) ou D’efficacité (fleche bleue) des ligands orthostériques. Certains ligands
allostériques peuvent directement activer des effecteurs (fleche verte). Adapté de
Conn et al. (Conn et al. 2009).

2.2 Propriétés pharmacologiques des ligands

Nous allons introduire les paramétres pharmacologiques qui servent a
caractériser les ligands des récepteurs, principalement les concepts d’affinité,

d’efficacité et de puissance (Figure 10).

- Laffinité est la force d’interaction d’un ligand en solution qui s’associe a un
récepteur (Neubig et al. 2003; Kenakin 2009). Les forces contrdlant 1’affinité du
ligand pour le récepteur sont de type thermodynamiques. La distance entre les deux
partenaires d’interaction agit sur les forces chimiques impliquées. Ces dernieres sont
de type électrostatique, hydrophobe et impliquent aussi des ponts hydrogénes ainsi
que des forces de Van der Waals. La combinaison de ces forces fait que le ligand
occupe une position particuliére a son site de liaison au récepteur a un point ou
I’énergie libre est a son minimum. Toutefois, le ligand ne réside pas a une position

uniforme de facon statique. Le ligand s’associe et se dissocie du récepteur en
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fonction de la variation de I’énergie dans le systeme. Ce concept devient important

lorsque deux ligands compétitionnent pour un méme site de liaison au récepteur.

Ainsi, la probabilité qu’une molécule (ligand) soit au niveau d’énergie minimale au
sein de la poche de liaison du récepteur est une fonction de sa concentration ainsi
que de la force des interactions, donc de son affinité. (Neubig et al. 2003; Kenakin

2009).

- L’efficacité est la propriété qui mesure la capacité d’un ligand a induire un
changement dans le récepteur, comme par exemple une réponse cellulaire dans un
systeme expérimental (Kenakin 2009). 11 s’agit d’un terme numérique qui a I’origine
a été introduit afin de décrire le degré auquel deux agonistes produisent des réponses
variées lorsqu’ils occupent la méme portion du récepteur (Neubig et al. 2003)

(Kenakin 2009).

Notamment, des courbes dose-réponse montrent 1’effet de différentes
concentrations d’un ligand sur la réponse dans le systeme expérimental. Le
graphique de cette réponse en fonction de la concentration du ligand donne lieu a une

courbe sigmoidale qui permet de déterminer la réponse maximale et la puissance de

la réponse qu’un ligand induit dans un systéme expérimental (voir ci-dessous)

(Kenakin 2009).

- La réponse maximale est 1’effet maximal qu’un ligand produit dans une

cellule ou un tissu suite a son interaction avec un récepteur sous des conditions
expérimentales précises. Cette réponse décrit ’efficacité du ligand ainsi que de
I’efficacité du systéme expérimental a produire une réponse (Neubig et al. 2003)

(Kenakin 2009).

- La puissance est la concentration nécessaire pour produire une réponse. Elle
varie en fonction du systéme cellulaire utilisé. La puissance est souvent décrite par
I’ECsp qui est la concentration de ligand nécessaire pour produire 50% de la réponse
maximale, peu importe qu’il s’agisse d’un effet inhibiteur ou activateur (Neubig et

al. 2003; Kenakin 2009).
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Figure 10 Paramétres pharmacologiques

Un ligand peut induire une réponse cellulaire et la courbe dose réponse permet de
déterminer son efficacité (rouge) et sa puissance (EC50) qui lui sont propre dans le
systeme étudié. Il peut aussi générer une réponse maximale (vert) qui dépend du
systéme expérimental.

3. Activation des 7TMRs

Des modéles pharmacologiques ont été proposés trés tot afin d’expliquer
I’effet des ligands sur les récepteurs. Ces modéles ont subi des modifications afin
d’accommoder les observations notées au laboratoire. Nous allons présenter les

principaux modeles pharmacologiques, allant des classiques aux plus récents.

3.1 Le récepteur vu comme un interrupteur- Marche/Arrét

Le modéle du complexe ternaire et ses dérivés sont basés sur 1’existence de
deux conformations qu’un récepteur peut adopter (Figure 11). Dans le modele le plus
simple, le récepteur fonctionnerait alors comme un interrupteur qui ne peut adopter
que deux positions (arrét ou marche), traduites par une conformation R inactive et
une conformation R* active (Kenakin 1996). Le modele du complexe ternaire,

propose que le récepteur, la protéine G ainsi que les effecteurs sont des entités
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séparées qui diffusent librement dans la membrane plasmique (De Lean et al. 1980).
L’activation de la protéine G, requiert la présence de I’agoniste car elle dépend de la
fréquence de collisions entre le complexe agoniste-récepteur avec la protéine G

(Figure 11) (De Lean et al. 1980; Vauquelin and Van Liefde 2005).

Samama et al. modifient le modele du complexe ternaire afin d’expliquer
I’activité dite constitutive des récepteurs, qui est mesurée en absence d’agoniste dans
des systémes cellulaires recombinants (Figure 11) (Samama et al. 1993). Cette

version modifiée du modéle permet aussi d’expliquer I’effet des agonistes inverses

qui inhibent 1’activité constitutive des récepteurs de maniére dose-dépendante
(Kenakin 1996). Selon ce modele, le récepteur avec une activité constitutive
oscillerait entre un état inactif et un état actif en absence d’agoniste, et 1’ajout de
I’agoniste inverse augmenterait la proportion des récepteurs inactifs. Plus tard, ce
modele est encore modifi¢ et devient le modeéle du complexe ternaire cubique, car il
permet d’inclure I’observation que le récepteur et la protéine G peuvent former un

complexe en absence de I’agoniste (Figure 11) (Weiss et al. 1996).
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Figure 11 Modéles pharmacologiques classiques de I’activation des récepteurs
(A) Le récepteur vu comme un interrupteur, qui peut adopter deux positions, la
conformation inactive R et la conformation active R*. (B) Le mode¢le du complexe
ternaire proposé par De Lean et al. (De Lean et al. 1980). R représente le récepteur,
qui en présence de I’agoniste forme le complexe AR. Ce dernier, peut d’interagir
avec la protéine G afin de former les complexes ternaires ARG actif. (C) Le modele
du complexe ternaire modifié¢ par Samama et al. (Samama et al. 1993). Le récepteur
a I’état inactif R doit adopter une conformation active R* afin d’interagir et d’activer
la protéine G. Cette transition peut étre spontanée mais elle est favorisée par le
ligand. (D) Mod¢le cubique du complexe ternaire proposé par Weiss et al. (Weiss et
al. 1996). Dans ce modgle, le récepteur inactif peut aussi interagir avec la protéine G.
Les constantes d’équilibre de dissociation sont désignées par les lettres K/, K2, L et
M. Tiré de Vauquelin, G. et al. (Vauquelin and Van Liefde 2005).

3.2 Conformations intermédiaires du récepteur

Plus tard, le modé¢le de liaison séquentielle et de sélection conformationnelle
est proposé afin d’expliquer I’existence de conformations intermédiaires des
récepteurs (Ra’ et Ra’’) (Figure 12) (Gether et al. 1997; Gether 2000). Dans ce

modele, les récepteurs peuvent adopter différentes conformations actives et inactives
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entre lesquelles ils oscillent spontanément. La liaison de I’agoniste, et 1’activation du
récepteur qui s’en suit, serait un processus séquentiel. En effet, suite a ’interaction
initiale ente 1’agoniste et le récepteur, une série d’interactions se forment afin
d’atteindre la conformation active finale du récepteur en passant par différentes
conformations intermédiaires (Gether et al. 1997). Ce mode¢le suggere aussi que
I’interaction entre le récepteur et certains groupes chimiques des agonistes
stabiliseraient des états conformationnels du récepteur menant a des réponses

fonctionnelles distinctes.

Illustré par les
mutants CAM

[
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Figure 12 Modéle de liaison séquentielle et de la sélection conformationnelle
Dans ce modele, le récepteur adopte spontanément des conformations actives et
inactives. Son activation suite a la liaison de I’agoniste est séquentielle (Gether et al.
1997; Gether 2000). La conformation R du récepteur a 1’état basal est stabilisée par
des antagonistes neutres. Ra* correspond au récepteur a I’état actif. Les états
intermédiaire/préactivés sont désignées par Ra' et Ra'". Les mutants
constitutivement actifs (CAM) adoptent aussi des conformations Ra' et Ra'"'. Ils
peuvent étre stabilisés par des agonistes partiels, ce qui meénerait a la conformation
Ra*. Enfin, Ri' représente les conformations inactives du récepteur qui sont
stabilisées par des agonistes inverses. Adapté de Vauquelin, G. et al. (Vauquelin and
Van Liefde 2005).
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L’existence de conformations intermédiaires des 7TMRs est appuyée, par les
études de spectroscopie de fluorescence, qui ont permis de mesurer plusieurs
conformations intermédiaires en présence d’agoniste et cela en temps réel (Gether et
al. 1997; Gether 2000). A titre d’exemple, Swaminath et al. mesurent les
changements conformationnels induits par les catécholamines sur des récepteurs [32-
adrénergiques purifiés. Ils montrent que des agonistes, comme la norépinephrine,
induisent des changements dans le récepteur qui ménent a deux états
conformationnels cinétiquement distinguables (rapide et lent) et dont les
conséquences sont fonctionnellement différentes. En effet, la stimulation des
récepteurs avec la dopamine induit uniquement des changements conformationnels
rapides qui se traduisent par l’activation de la protéine Gos, mais non pas par
I’internalisation des récepteurs. Par contre, des changements conformationnels

rapides et lents sont mesurés suite a la stimulation avec la norépinephrine ou

I’épinephrine, et se traduisent par 1’activation de la protéine Gas et I’internalisation

des récepteurs (Swaminath et al. 2004).

Egalement, la caractérisation de mutants de récepteurs montre I’importance
de résidus, tels que ceux des motifs E/DRY et N(L/F)YSS dans le maintien du
récepteur dans une conformation inactive, et appuie aussi I’existence de
conformations intermédiaires (Kjelsberg et al. 1992; Hulme et al. 1999; Gether 2000;
Parnot et al. 2000). En effet, la substitution de ces résidus clés peut induire une
activité constitutive dans plusieurs récepteurs (Hulme et al. 1999; Gether 2000;
Parnot et al. 2000). Le premier exemple est celui du récepteur olB-adrénergique
(Kjelsberg et al. 1992). La substitution du résidu alanine a la position 293 par les 19
autres acides aminés dans la boucle i3 du récepteur le rend constitutivement actif.
L’activité constitutive du récepteur peut atteindre jusqu’a 50% de I’activité du
récepteur de type sauvage en présence de I’agoniste (Kjelsberg et al. 1992). De fagon
comparable, la substitution du résidu asparagine a la position 111 (Asnll1l), du
récepteur AT1, par un résidu glycine, alanine ou sérine, donne lieu a une gamme de
mutants avec des activités constitutives différentes. L’activité des mutants est
davantage augmentée par 1’agoniste et atteint 1’activité maximale du récepteur de

type sauvage (Le et al. 2002; Le et al. 2003).
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Enfin, le modéle de liaison séquentielle et de sélection conformationnelle
permet aussi d’envisager que le récepteur peut adopter des conformations inactives
distinctes. Cela permet d’expliquer la capacité d’agonistes inverses a protéger les
récepteurs P2-adrénergiques contre la protéolyse et la dénaturation due a
I’augmentation de la température (Kobilka 1990; Gether et al. 1997). Ce modéle
permet notamment d’expliquer 1’action des agonistes partiels qui stabiliseraient de
facon préférentielle des conformations intermédiaires du récepteur et facilitent ainsi

le passage vers 1’état actif (Gether et al. 1997).

3.3 L’espace conformationnel et la vision probabiliste des récepteurs

Les modeles classiques identifient le ligand, le récepteur et la protéine G,
dans le but d’expliquer la relation entre ces différentes protéines. Ces modeles
restent simples et ne permettent pas d’expliquer des phénomeénes plus complexes tels
que la sélectivité fonctionnelle (discutée plus loin). La vision probabiliste suggere
que le récepteur occupe un espace conformationnel, un paysage énergétique
contenant une collection de conformations du récepteur (Figure 13) (Kenakin 2009;

Kenakin 2010; Vaidehi and Kenakin 2010).
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Figure 13 Le paysage conformationnel du récepteur

En absence d’agoniste, le récepteur occupe un espace conformationnel particulier.
L’Ajout de I’agoniste A sélectionne une conformation qui méne a I’activation de la
protéine G tandis que 1’agoniste B favorise le recrutement de la beta-arrestine.
Adapté de Kenakin (Kenakin 2010).



32

3.3.1 La sélectivité fonctionnelle

L’observation que différents agonistes peuvent activer différentes réponses
fonctionnelles, dépendantes ou indépendantes des protéines G, ouvre la voie a une
nouvelle facon de concevoir les 7TMRs (Figure 14). Cette observation peut étre
expliquée par un concept aux noms multiples, appelé sélectivité fonctionnelle, trafic
de liaison dirigé par le ligand, agonisme dirigé ou encore ’efficacité dirigée par le
ligand (respectivement functional selectivity, ligand-directed trafficking of receptor
signalling, biased agonism, ligand-biased efficacy) (Galandrin et al. 2007; Urban et
al. 2007). Théoriquement, un agoniste peut induire une conformation active unique
du récepteur qui lui est spécifique, ce qui meéne a 1’idée qu’un récepteur peut adopter
un nombre de conformations illimitées (Kenakin 1995; Perez and Karnik 2005).
Néanmoins, il est possible que certaines de ces conformations ne soient pas

physiologiquement pertinentes.

Ligand 3

r A Y
Signalisalion dépendanle Lndocytoss Sigmalisalion dépendante || Signalisation indépendants Lndocytose
dies protémnes dzs protémes G des proleimes G

Figure 14 Représentation schématique de la sélectivité fonctionnelle

Sont représentés, trois différents ligands qui peuvent induire et/ou stabiliser
différentes conformations du récepteur. Ces différentes conformations permettent
d’activer des effecteurs distincts avec des efficacités distinctes. Adapté a partir de
Galandrin et al. (Galandrin et al. 2007).
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Il existe dans la littérature un grand nombre d’exemples de sélectivité
fonctionnelle des 7TMRs. Parmi les premicres études montrant que différents
ligands naturels donnent lieu a différents effets fonctionnels est celle portant sur le
récepteur PACAP (type-1 pituitary adenylyl cyclase activating polypeptide). Les
auteurs montrent que les agonistes, PACAP-27 et PACAP-38 induisent 1’activité de
I’adénylate cyclase avec une puissance comparable, mais que seul PACAP-38 induit
la production d’inositols phosphates en stimulant la phospholipase C (PLC)
(Spengler et al. 1993). Egalement, la sélectivité fonctionnelle est aussi mise en
évidence grace a I’é¢tude de mutants de 7TMRs. L’une des premiere études publiées a
ce sujet est I’analyse de la mutation de cystéine en phénylalanine dans le domaine
TMIII du récepteur oj,-adrénergique. Cette mutation donne lieu a un récepteur
constitutivement actif, mais activant sélectivement la voie de la phospholipase C, et

non celle de la phospholipase A, (Perez et al. 1996; Perez and Karnik 2005).

La sélectivit¢ fonctionnelle est un phénoméne documenté dans le cas de
ligands naturels tout comme pour des ligands synthétiques. En effet, le récepteur de
chimiokine CCR7 posseéde deux ligands naturels, les chimiokines CCL19 et CCL21.
L’internalisation de CCR7 dépend du ligand appliqué. En effet, I’internalisation
induite par CCL21 est quatre fois moins efficace que celle induite par CCL19. Aussi,
en présence de CCL21, I’internalisation du récepteur est indépendante de la beta-
arrestine ce qui n’est pas le cas de 1’endocytose suite au traitement avec CCL19.
Ainsi, en absence de beta-arrestine, la migration des cellules en réponse a CCL19 est
bloquée (Byers et al. 2008). Notamment, les travaux de Zidar et al. montrent que
P’activation différentielle des GRK en réponse aux chimiokine CCL19 et CCL21
meéne a des conséquences fonctionnelles dépendantes du ligand appliqué. Le
récepteur peut-&tre phosphorylé par les GRK3 et GRK6 en réponse a CCL19 tandis
qu’en présence de CCL21 seule la GRK6 phosphoryle le récepteur. Malgré que le
recrutement de la beta-arrestine en réponse aux deux chimiokines a lieu, seule la
réponse induite par CCL19 meéne a la redistribution de la beta-arrestine 2 fusionnée
a la protéine fluorescente verte (GFP) dans les vésicules d’endocytose et a la

desensibilisation classique du récepteur (Zidar et al. 2009).
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Le dernier exemple de sélectivité fonctionnelle que nous présentons est celui
du récepteur de la dopamine D2. Gay et al. ont étudié 1’effet de cinq ligands,
respectivement SNAP (S-propylnorapomorphine), RNPA (R-
propylnorampomorphine), DHX (dihydrexidine), DNS (dinapsoline) ainsi que le
NDX (dinoxyline), sur trois fonctions du récepteur, (1) I’inhibition de la production
d’AMPc, (2) la phosphorylation des MAPK, et (3) ’activation que des canaux
potassiques de type GIRK (G protein-coupled inwardly rectifying potassium
channels) (Gay et al. 2004). Les cinq différents ligands agissent différemment sur les
trois voies de signalisation et lorsque comparés entre eux et a 1’agoniste prototype du
récepteur D2, QP (quinpirole), ces ligands possédent des ordres de puissances et
d’efficacités qui dépendent de la voie de signalisation étudiées. En regardant la
phosphorylation des MAPK, les ligands DHX, DNS, DNX et RNPA possédent des

efficacités similaires au QP et SNPA est un agoniste partiel. L’ordre de puissance
des ligands est le suivant: RNPA > » QP = DNX » DHX > DNS = SNPA. Par

contre, en regardant I’activation des canaux GIRK, seul DNX possede une efficacité
comparable au ligand QP, tandis que DHX et DNS se comportent comme des
agonistes partiels et RNPA ainsi que SNPA n’active pas ces canaux potassiques
(Gay et al. 2004). Ces résultats mettent en évidence les différentes propriétés
fonctionnelles des différents ligands du récepteur D2 et appuient le concept de
sélectivité fonctionnelle. En effet, une caractéristique de la sélectivité fonctionnelle
est ’inversion des ordres relatifs de puissance ou d’efficacité d’un groupe de ligands
dans différentes voies de signalisation qui ne peut pas €tre expliquée par les modéeles

linéaires d’activation.

En résumé, le modéle probabiliste permet d’estimer la probabilité des
différentes conformations adoptées par le récepteur en présence de différents ligands
et supporte ainsi le concept de sélectivité fonctionnelle (Kenakin 2009; Kenakin

2010).
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4. Les chimiokines et leurs récepteurs

Les chimiokines sont des protéines d’environ 8 a 12kDA. Membres de la
famille des cytokines, ce sont des cytokines chimiotactiques dont le principal role est
d’orienter les cellules dans 1’organisme de facon dirigée. Les chimiokines agissent en
liant des récepteurs de chimiokine appartenant a la famille des 7TMRs. Ces
cytokines chimiotactiques font partie des ligands de récepteur les plus complexes a
cause de leur grand nombre et leur spécificité croisée pour leurs récepteurs. Jusqu’a

présent environ 50 différentes chimiokines ont été identifiées (Springael et al. 2005).

4.1 Les chimiokines

4.1.1 Structure générale

Les chimiokines possédent des structures tertiaires semblables mais une
homologie de séquence située entre 20% a 90%. Elles ont un domaine N-terminal de
6 a 10 acides aminés peu structuré qui est important pour leur activité. Le domaine
N-terminal est suivit par une longue boucle nommée «boucle N», des déterminants

de liaison invariables, trois feuillets [3 anti-paralléles et une hélice C-terminale.

La partie N-terminale des chimiokines semble étre indispensable pour
I’interaction avec le récepteur de chimiokine et ’activation de ce dernier (Figure 15).
En effet, les chimiokines dont la partie N-terminal a été tronquée se comportent pour
la plupart comme des antagonistes ou des agonistes partiels (Murphy et al. 2000).
Enfin, les chimiokines possédent d’un a trois ponts disulfures grace aux résidus
cystéines présent dans leur partie N-terminale (Allen et al. 2007). Ces ponts
disulfures se forment entre le premier et le quatrieme résidu cystéine ainsi qu’entre la
deuxiéme et troisiéme cystéine. Ils sont indispensables pour la structure de la

protéine (Springael et al. 2005).
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Liaison au récepteur

Fssentiel a ’activité

Figure 15 Représentation schématique d’une chimiokine.
Les résidus important pour la fonction et la structure de la chimiokine sont désignés
par les différentes fleéches.

4.1.2 Classification et nomenclature

Les chimiokines peuvent étre classées dans quatre grandes familles selon le
motif a deux résidus cystéines conservés dans leur partie N-terminale. Ainsi, ces
cytokines chimiotactiques sont réparties dans les familles CXC, CC, C et CX3C ou
la lettre X désigne un acide aminé quelconque (Murphy et al. 2000; Allen et al.
2007). Les chimiokines des familles CXC, CC possédent quatre résidus cystéines
conservés, contrairement a celles de la famille C qui ne posseédent que deux cystéines
conservées. La majorité des chimiokines appartiennent soit a la famille CXC ou CC.
La lymphotactine humaine o et [ ainsi que la fractalkine sont de rares chimiokines
qui appartiennent respectivement aux familles C et CX3C (Murphy et al. 2000;
Springael et al. 2005) (Figure 16).

Le systétme de nomenclature mis en place permet de systématiser la
dénomination des chimiokines ainsi que leurs récepteurs. Ainsi, chaque ligand est

identifié par la classe a laquelle a laquelle il appartient (CC, CXC...etc.); la lettre L
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pour «ligand» et un chiffre sont attribués a chaque chimiokine. Par exemple, la
chimiokine MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) devient CCL2 car elle
appartient a la famille CC des chimiokines. De facon générale, les récepteurs de
chimiokines sont identifiés grace a la lettre R pour «récepteur» et en fonction de la
chimiokine qu’ils lient. Donc, le récepteur du ligand CCL2 est CCR2. Malgré
I’introduction de ce systéme de nomenclature, 1’ancienne nomenclature reste aussi

fréquemment utilisée (Allen et al. 2007).

Chimiokines C Chimiokines CC ChimioKines CXC Chimiokines CX3C
Vi 4 N \ v 4 Y \ /& Nt \ Iy 4 Nt \
I | Iy \ AN Al | N | ALl \ T eyl \
[ co—(Chem | |1 com(CIC . | I e CIXC Yo L XX IC e ]
& | el ‘j‘ = " 8 | ‘A R \ P
GPCRs: XCR1 GPCRs: CCR1-11 GPCRs: CXCR1-6 GPCRs: CX3CR1

Figure 16 Classification des chimiokines et leurs récepteurs
Représentation schématique des quatre grandes familles de chimiokines et leurs
récepteurs. Adapté a partir de Sodhi, A. et al. (Sodhi et al. 2004).

4.2 Les récepteurs de chimiokine

Les récepteurs de chimiokine sont des 7TMRs (Murphy et al. 2000). A ce
jour, une vingtaine de récepteurs de chimiokine ont été identifi¢ (Springael et al.
2005). Les chimiokines et leurs récepteurs ont un rapport promiscuitif, car plusieurs

chimiokines peuvent lier un ou plusieurs récepteurs et vice versa (discuté plus loin).

Les récepteurs et leurs chimiokines permettent aux cellules du systéme
immunitaire de communiquer entre elles. Ils sont importants, entre autres, dans
I’homéostasie de 1’organisme ainsi que dans la réponse immune innée et acquise. En
effet, la plupart des processus impliquant le déplacement des cellules du systeme
immunitaire dépendent des chimiokines et de leurs récepteurs. Un dommage au

systéme de chimiokines/récepteurs peut mener a des pathologies graves comme
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I’arthrite rhumatoide, 1’asthme ainsi que des maladies immunitaires (Murphy et al.

2000).

4.2.1 Classification

Les récepteurs de chimiokines sont classés selon la ou les chimiokines qu’ils
lient. Il existe sept membres de la famille des récepteurs CXCR, onze membres de la
famille des récepteurs CCR, un membre dans chacune des familles XCR et CX3CR
(Murphy et al. 2000; Springael et al. 2005). Certains des récepteurs de chimiokines
possédent un large patron d’expression. En effet, ils ne sont pas exclusifs aux
cellules immunitaires mais sont aussi présents a la surface de multiples cellules telles
que les cellules endothéliales; épithéliales; des neurones ainsi qu’a la surface des

cellules gliales du cerveau (Murphy et al. 2000).

4.2.2 Propriétés

Les récepteurs de chimiokine posseédent les caractéristiques communes des
7TMR de la famille R (rhodopsine) mais possédent aussi des caractéristiques
propres. En effet, comme la plupart des récepteurs de la famille R, les récepteurs de
chimiokines possedent deux résidus cystéine conservés qui forment un pont disulfure
entre les boucles extracellulaires el et e2. La particularit¢ des récepteurs de
chimiokines est qu’ils possedent deux résidus cystéine additionnels qui formerait un
deuxiéme pont disulfure entre la boucle e3 et la partie N-terminale du récepteur
(Springael et al. 2005). Ces ponts disulfures sont importants dans repliement du
récepteur; l’interaction avec le ligand et/ou la capacité d’activer les voies de
signalisation intracellulaires (Tournamille et al. 1997; Blanpain et al. 1999; Ai and

Liao 2002).

Notamment, la plupart des récepteurs de chimiokine possédent un motif
conservé TxP dans le domaine TMII. Des ¢tudes de modélisation suggérent que le
résidu proline du motif TxP sert a introduire un angle dans le domaine TMII qui
permettrait de rapprocher sa partie extracellulaire de facon & étre en contact avec le
domaine TMIII. Dans le cas du récepteur de chimiokine CCRS5, le motif TxP joue un

role dans la liaison du ligand et la signalisation du récepteur (Springael et al. 2005).



39

4.2.3 Les contacts récepteur/chimiokine

L’extrémité N-terminale et les boucles extracellulaires des récepteurs de
chimiokine sont importantes pour leur interaction avec les chimiokines. Dans le cas
des récepteurs de chimiokines CC, la deuxiéme boucle extracellulaire des récepteurs
semble jouer un rdle important dans la spécificité de I’interaction avec leurs
chimiokines (LaRosa et al. 1992; Blanpain et al. 2003; Springael et al. 2005) . En
effet, il est montré pour les récepteurs de chimiokine CCR2 et CCRS, que des
anticorps monoclonaux dirigés contre leur deuxiéme boucle extracellulaire inhibent
la liaison des ligands (Blanpain et al. 2003). Par ailleurs, 1’extrémité N-terminale
serait importante pour la spécificité de liaison des ligands. A titre d’exemple, le fait
d’inter-changer les extrémités N-terminales des récepteurs CXCR1 et CXCR2
inverse aussi la spécificité de leurs ligands respectifs (LaRosa et al. 1992; Springael

et al. 2005).

Le site d’interaction du récepteur avec la chimiokine est complexe. Il serait
composé de plusieurs domaines non contigus et d’aux moins deux sites d’interaction
avec le ligand. La premiére interaction du ligand se ferait avec la partie N-terminale
du récepteur. Ce premier contact permettrait d’établir la seconde interaction, ¢’est-a-
dire celle de la chimiokine avec les boucles extracellulaires et 1’extrémité des
domaines TM (Monteclaro and Charo 1996; Crump et al. 1997; Blanpain et al.
2003).

4.2.4 Oligomérisation des récepteurs de chimiokines

Etant donné que les récepteurs de chimiokine sont des 7TMRs, ils peuvent
former des homo- ou hétérodimere et méme des oligoméres. Cela a été montré grace
a de multiples études de co-immunoprécipitation ou de techniques de transfert
d’énergie par résonance pour plusieurs récepteurs dont CCR2, CXCR4, CXCR7 et
CCRS5 (Benkirane et al. 1997; Rodriguez-Frade et al. 1999; Mellado et al. 2001;
Issafras et al. 2002; Babcock et al. 2003; Hernanz-Falcon et al. 2004; El-Asmar et al.
2005; Percherancier et al. 2005; Springael et al. 2005).
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La dimérisation des récepteurs de chimiokines, tout comme celle des autres
7TMRs, a été un sujet de débat pendant longtemps. En effet, les études de co-
immunprécipitation montrent que les dimeres de récepteurs tels que CCR2 et CCR5
ne se forment que suite au traitement avec leurs ligands (Vila-Coro et al. 2000;
Mellado et al. 2001). Par contre, les nouvelles méthodes biophysiques, qui
permettent d’étudier les récepteurs de chimiokines dans les cellules vivantes,
montrent que les récepteurs de chimiokine peuvent former des dimeéres constitutifs
(Issafras et al. 2002; Babcock et al. 2003; Percherancier et al. 2005). A titre
d’exemple, Percherancier et al. montrent grace au transfert d’énergie par résonance
de bioluminescence (BRET) que les récepteurs CXCR4 et CCR2 forment des
homodimeéres ainsi que des hétérodimeres constitutifs. Notamment, le traitement
avec les ligands permet de mesurer les changements conformationnels induits par ces

ligands au sein des homo- et hétérodimeres constitutifs (Percherancier et al. 2005).

5. CXCR4

Le récepteur de chimiokine CXCR4 est un 7TMR directement impliqué dans
une multitude d’événements tant physiologiques que pathologiques. Cela fait que ce
polypeptide de 352 acides aminés est 1'un des récepteurs de chimiokine les plus
étudiés (Busillo and Benovic 2007). 11 posséde comme seul ligand naturel, la
chimiokine SDF-1 (Stromal Cell Derived Factor 1), aussi nommée CXCL12. La
relation CXCR4/SDF-1 a pendant longtemps été cataloguée comme étant exclusive,
cela jusqu’a la mise en évidence que SDF-1 est aussi un ligand du récepteur CXCR7
(présenté plus loin) (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006). Dans cette partie,
nous discuterons uniquement des principales conséquences de signalisation de la
liaison de SDF-1 a CXCR4. Nous nous attarderons également a 1’expression et aux
réles de ce récepteur. Nous illustrerons ces derniers, grace a deux exemples concrets
montrant son importance physiologique et pathologique. Nous traiterons
respectivement, de I’implication de CXCR4 dans la migration des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) ainsi que la dissémination des métastases dans les cancers

épithéliaux.



41

5.1 Signalisation

La liaison de SDF-1 a CXCR4 permet d’activer une multitude de voies de
signalisation menant a diverses réponses physiologiques. Ce récepteur peut activer la
signalisation via les protéines Gou, sensibles a la PTX (Di Salvo et al. 2000), ainsi
que par la protéine Gogq (Rochdi and Parent 2003). L’activation de la protéine Goui
inhibe ’adénylate cyclase diminuant la production d’AMPc et active les tyrosines
kinases de type Src. Le dimere Gy active la phospholipase C B (PLCP) ainsi que la
phosphatydylinositol 3’-kinase (PI3K) qui sont importantes dans la chimiotaxie, dans
I’adhésion cellulaire ainsi que la transcription de geénes cibles (Ottoson et al. 2001;
Fischer et al. 2004; Busillo and Benovic 2007). CXCR4 est aussi responsable de
changements dans le cytosquelette des cellules, comme la polymérisation d’actine
lors de la chimiotaxie, car il active les petites protéines G dont Rho, Rac et Cdc 42
(Ganju et al. 1998; Nishita et al. 2002; Vicente-Manzanares et al. 2002). La
stimulation de CXCR4 par SDF-1 active aussi la protéine kinase C (PKC) qui a son
tour induit la sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMP) essentielles a la
migration dirigée des cellules (Lapidot 2001). Egalement, ’activation de CXCR4
induit I’activation des intégrines sur les cellules immunitaires, aussi importantes dans
la chimiotaxie (Ley et al. 2007). Les intégrines sont des protéines a un domaine
transmembranaire qui jouent un role important dans les contacts cellule-cellule (Ley

et al. 2007).

Par ailleurs, 1’activation de la signalisation par CXCR4 peut aussi étre
indépendante des protéines G. Tel que rapporté dans la littérature, CXCR4 peut
activer la voie JAK/STAT (Ganju et al. 1998; Vila-Coro et al. 1999). En effet, la
stimulation avec SDF-1 induit ’association transitoire de JAK2 et 3 a CXCR4 qui
est nécessaire a l’activation et a la translocation au noyau des protéines STAT
(Ganju et al. 1998; Vila-Coro et al. 1999). Néanmoins, au lieu d’avoir un effet
inhibiteur, le pré-traitement avec la PTX stabilise I’association de JAK a CXCRA4.
Des études suggerent ainsi que la protéine G serait impliquée dans le recyclage du
complexe JAK/STAT plutét que dans I’activation de cette voie de signalisation
(Ganju et al. 1998; Vila-Coro et al. 1999). Egalement, CXCR4 peut induire la
transcription de genes cible grace a I’activation des MAPK de facon dépendante de

la beta-arrestine (Ganju et al. 1998). Suite a son activation, le récepteur est
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phosphorylé par les protéines GRK, telles que GRK2 et GRK6, importantes pour le
recrutement de la beta-arrestine (Cheng et al. 2000; Orsini et al. 2000). II est rapporté
que les deux variants de la beta-arrestine sont impliqués dans ’internalisation de
CXCR4. Les deux beta-arrestines stimulent 1’activation des voies ERK1/2, tandis
que seule la beta-arrestine 2 est impliquée dans ’activation de la voie MAPK-p38
ainsi que dans la chimiotaxie induite par CXCR4 (Cheng et al. 2000; Sun et al.
2002).

5.2 Expression et roles

CXCRA4 est présent a la surface d’une grande variété de cellules, telles que les
cellules hématopoiétiques, incluant neutrophiles, monocytes, lymphocytes B et leurs
précurseurs, les cellules souches de la moelle osseuse ainsi que les cellules
dendritiques dérivées du sang (Bermejo et al. 1998; Aiuti et al. 1999; Gupta et al.
1999; Franitza et al. 2002). Il est aussi présent a la surface des cellules de
Langerhans, des macrophages, et des cellules T matures et immatures dans le thymus
(Bleul et al. 1997; Zaitseva et al. 1997, Zaitseva et al. 1998). CXCR4 est é¢galement
exprimé a la surface des cellules endothéliales vasculaires et des neurones dans le
systéme nerveux, central et périphérique, en plus des microglies et des astrocytes
(Bleul et al. 1997; He et al. 1997; Zaitseva et al. 1997; Volin et al. 1998; Zaitseva et
al. 1998).

CXCR4 et son ligand SDF-1 jouent un réle important dans une pléthore
d’éveénements physiologiques et cela trés tot dans le développement. En effet, les
souris CXCR4” ou SDF-17" possédent un phénotype semblable car ces souris
meurent durant la période périnatale a cause de défauts dans la formation des
sceptres ventriculaires du coeur (Ma et al. 1998; Tachibana et al. 1998; Zou et al.
1998). Les souriceaux ont aussi des défauts de vascularisation gastrique, du
développement du cerveau, de myelopoieése dans la moelle osseuse, de maturation
des cellules B et de lymphopoi¢se. Notamment, CXCR4 est important dans
I’hématopoiese, la réponse immunitaire, la migration des cellules souches
hématopoiétiques (CSH), I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles, les maladies
inflammatoires telles que [’arthrite rhumatoide ainsi que la dissémination de

métastases dans les cancers épithéliaux (Feng et al. 1996; Bradstock et al. 2000;
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Muller et al. 2001; Bartolome et al. 2004; Cabioglu et al. 2005; Dar et al. 2006;
Zlotnik 2006; Zlotnik 2006). Tel que mentionné précédemment, nous avons choisi
d’illustrer deux fonctions spécifiques de CXCR4 car elles sont pertinentes dans le

cadre de cette these.
5.3 Mobilisation et domiciliation des cellules souches hématopoiétiques

La migration des cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans la
circulation sanguine, a travers I’endothélium, vers différents organes ainsi que dans
la moelle osseuse définit la domiciliation (Figure 17). Elle est requise notamment
dans I’embryogénese, la réparation tissulaire ainsi que dans le contexte clinique de la
transplantation. Suite & la domiciliation des CSH transplantées dans la moelle
osseuse, les cellules doivent s’y établir de fagon permanente afin qu’il y ait prise de
greffe et ainsi repopulation de la moelle osseuse. A ’opposé, lors de la mobilisation,
les CSH sont recrutées de la moelle osseuse vers la circulation sanguine en réponse a
un signal, induit par un stress ou un agent mobilisant qui interrompt 1’interaction
entre SDF-1 et le récepteur CXCR4 (Miller et al. 2008). Malgré cela, la migration
(domiciliation et mobilisation) des CSH reste un processus actif, rapide et coordonné
qui nécessite plusieurs étapes. La signalisation CXCR4/SDF-1 y est impliquée, car
elle régule la rétention des CSH, leur domiciliation, ainsi que leur mobilisation dans

des conditions physiologiques et pathologiques (Lapidot et al. 2005; Chute 2006).

Les CSH possedent le potentiel d’auto-renouvellement et de repopulation car
elles peuvent se différencier en cellules immunes et sanguines (Lapidot et al. 2005;
Chute 2006). Chez I’adulte la moelle osseuse, aussi nommeée niche ou
microenvironnement, constitue le réservoir des CSH. Elle est composée de différents
types cellulaires comme les cellules stromales, qui sécrétent SDF-1, des fibroblastes,
des ostéoclastes ainsi que des ostéoblastes. Grace aux contacts cellule-cellule ainsi
qu’aux différentes molécules sécrétées, la moelle osseuse procure un environnement
propice aux CSH (Lapidot et al. 2005; Chute 2006). Cette niche est un
environnement hypoxique favorisant 1I’expression de SDF-1 et CXCR4, qui sont sous
le contréle du facteur de transcription HIF-1o (Hypoxia  Induced

Factor 1a) (Ceradini et al. 2004).
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CXCR4 est exprimé a la surface de plusieurs types cellulaires de la niche,
dont les CSH immatures et ceux en cours de maturation (Lapidot 2001; Lapidot et al.
2005). De fagon générale, lors de la domiciliation, les CSH exprimant CXCR4
migrent vers un gradient de SDF-1, présent abondamment dans la moelle osseuse
(Miller et al. 2008). Dans ce contexte, 1I’expression de CXCR4 est trés dynamique.
L’augmentation de son expression a la surface des cellules CSH mene a
I’augmentation de la migration de ces cellules en réponse a SDF-1, de leur
domiciliation et la repopulation de la moelle osseuse in vivo (Lapidot et al. 2005). Un
environnement riche en SDF-1, induit I’internalisation de CXCR4 ainsi que la survie
cellulaire et la quiescence des CSH, tandis que de faibles concentrations de SDF-1
favorisent la motilité, la prolifération ainsi que leur migration (Lapidot 2001; Lapidot

et al. 2005).

Flux sanguin ——3»

Moelle osseuse

Figure 17 Domiciliation des cellules souches hématopoiétiques

Représentation schématique simplifiée. Les cellules souches (mauve) exprimant
CXCR4 (vert) migrent vert la moelle osseuse riche en SDF-1 (cercles oranges).
SDF-1 est sécrété par des cellules telles que les cellules stromales (rouge).
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Plusieurs composantes de la signalisation cellulaire, induites par I’interaction
de SDF-1 avec CXCR4, sont importantes pour la migration des CSH dans la moelle
osseuse. Notamment, la PKC & cytoplasmique qui suite a la stimulation avec SDF-1,
est relocalisée a la membrane plasmique. Elle favorise la migration des CSH en
stimulant la sécrétion de la métalloprotéase matricielle MMP-9, une enzyme de
dégradation de la matrice extracellulaire. Cette PKC augmentre ’activité et
I’expression des molécules d’adhésion (séléctines et intégrines). Ces dernicres sont
essentielles a la motilit¢ cellulaire (Lapidot et al. 2005; Chute 2006). Cela dit,
I’inhibition de la PKC & prévient la repopulation de la moelle osseuse in vivo ainsi
que la migration des CSH in vitro sans toutefois affecter leur domiciliation. Par
contre, I’inhibition de fagon non spécifique des PKC en général inhibe complétement
la domiciliation des CSH, ce qui montre leur réle important dans ce phénoméne

(Lapidot et al. 2005).

Notamment, la petite protéine G Racl co-localise avec CXCR4 suite a la
stimulation avec SDF-1 dans des compartiments de la membrane plasmique (/ipid
raft). La co-localisation de Racl avec CXCR4 est rapportée dans la littérature
comme étant aussi essentielle dans la migration des CSH et la repopulation de la
moelle osseuse (Lapidot et al. 2005). Une autre étude montre que I’activation de la
protéine Gou est aussi importante dans la domiciliation des CSH, car I’incubation des
CSH humaines avec la PTX, inhibiteur de I’activation de la protéine Gaui, empéche
la domiciliation de ces cellules in vivo en réponse a SDF-1 dans un modéle murin
(Shen et al. 2001). Ainsi, ’axe CXCR4/SDF-1 est important dans la migration des
cellules CSH (Chute 2006).

5.4 Dissémination des métastases dans les cancers épithéliaux

Le récepteur CXCR4 est présent a la surface d’un grand nombre de cellules
cancéreuses d’origines variées (Muller et al. 2001; Kato et al. 2003; Spano et al.
2004; Cabioglu et al. 2005; Gelmini et al. 2009; Hassan et al. 2009; Uchida et al.
2009). Lorsque CXCR4 est exprimé a la surface de cellules saines, tel que les
cellules hématopoiétiques mais son expression est généralement augmentée a la

surface des variantes cancéreuses de ces méme cellules (Burger et al. 2003; Helbig et
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al. 2003). Cependant, I’expression de CXCR4 peut aussi étre induite dans des
cellules cancéreuses qui a l’origine n’exprimaient que peu ou pas ce récepteur.
Plusieurs facteurs contribuent a 1’augmentation de I’expression de CXCR4 dans les
cellules cancéreuses (Helbig et al. 2003; Ceradini et al. 2004; Aman and Piotrowski
2008). L’un des facteurs qui accroit cette expression est le facteur de transcription
HIF-1oa, qui est activé dans des conditions hypoxiques apparaissant lors de la
progression tumorale. Rappelons que I’expression de SDF-1 est aussi augmentée
dans des conditions hypoxiques (Ceradini et al. 2004). Notamment, la forte
expression de CXCR4 pourrait aussi étre causée par I’altération de sa régulation
post-traductionnelle, telle que son ubiquitination. Il est rapporté dans la littérature
que l’inhibition de I'ubiquitination de CXCR4, augmente son expression dans la
lignée de cellules du cancer du sein, Her2/neu (Li et al. 2004). Aussi, le facteur de
croissance vasculaire endothélial VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ainsi
que I’activation de la voie NF-kB régulent a la hausse I’expression de CXCR4

(Bachelder et al. 2002; Helbig et al. 2003).

Par ailleurs, une métastase est une tumeur secondaire développée a un site
¢loigné de la tumeur primaire. La dissémination des métastases est le résultat de
plusieurs étapes, hautement régulées, non aléatoires et sélectives pour 1’organe
« accueillant » la tumeur secondaire (Muller et al. 2001). CXCR4 est non seulement
important dans le développement de la tumeur primaire mais semble indispensable
pour la migration dirigée des cellules cancéreuse et 1’invasion des organes
secondaires (Muller et al. 2001; Busillo and Benovic 2007). En effet, ’activation de
CXCR4 par SDF-1 stimule la production des MMP, ce qui permet aux cellules
cancéreuses de quitter la tumeur primaire. L’activation de CXCR4 meéne aussi a
I’activation des intégrines, essentielles a la migration dirigée des cellules cancéreuse
une fois dans la circulation (Burger et al. 2003). Pour plusieurs cancers, notamment
celui du sein, de la thyroide et des neuroblastomes, les cellules cancéreuses migrent
vers un gradient de SDF-1 et sont « domiciliées » dans les organes riches en SDF-1
(Figure 18). Les métastases du cancer du sein se nichent principalement dans la
moelle osseuse, le foie, les ganglions lymphatiques ainsi que les poumons, des

organes riches en SDF-1 (Muller et al. 2001). L’inhibition de CXCR4, par exemple
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avec des anticorps ciblant CXCR4, inhibe la dissémination métastatique des cellules

cancéreuses du sein (Muller et al. 2001).

Les cellules cancéreuses exploitent le systéme de chimiokine (CXCR4/SDF-
1) qui leur permet non seulement de proliférer, mais est nécessaire, dans plusieurs
types de cancers a la dissémination des métastases. Ainsi, ces cellules se comportent
comme des cellules du systéme immunitaire ou méme des cellules souches
hématopoiétiques, qui migrent de facon dirigée, grace a CXCR4, vers un site riche
en SDF-1 (Muller et al. 2001; Darash-Yahana et al. 2004; Li et al. 2004; Spano et al.
2004; Uchida et al. 2009).

Tumeur primaire
du sein

T Survie T Motilité
T Prolifératicn T mwasion
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Métastases
CxXcL12
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Poumons Moelle Foie

Figure 18 L’axe CXCR4/SDF-1 dans la dissémination de métastases du cancer
du sein

Les cellules cancéreuses exprimant CXCR4 deviennent motiles et sont dirigées vers
les sites riches en SDF-1 comme les poumons, la moelle osseuse et le foie, les

principaux sites métastatiques. Adapté a partir de Luker et al. (Luker and Luker
20006)
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6. CXCR7

CXCR7 est connu depuis le début des années 1990. Il a été¢ cloné a partir
d’une librairie d’ADNc de chien. Anciennement nommé RDCI1 (Receptor Dog
c¢DNA), plus tard il est classé en tant que membre de la famille des récepteurs de
chimiokine (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006). CXCR7 posséde comme
ligand SDF-1, jusqu’ici présumée ligand sélectif de CXCR4, ainsi que la chimiokine
ITAC (Interferon-inducible T-cell Alpha Chemoattractant), qui est aussi un ligand
naturel du récepteur CXCR3.

6.1 Récepteur alternatif de la chimiokine SDF-1

L’observation que SDF-1 n’est pas le ligand exclusif de CXCR4 incite a
réviser le role de CXCR4 dans les effets physiologiques et pathologiques de SDF-1
(Thelen and Thelen 2008; Maksym et al. 2009). Effectivement, I’interprétation des
effets biologiques de SDF-1 doit désormais prendre en considération non seulement
CXCR4 mais aussi CXCR7. La découverte que SDF-1 est un ligand de CXCR7 est

alors un événement majeur qui souléve les questions suivantes :

1- Quel récepteur est responsable de chacun des effets rapportés de SDF-1?

2- Est-ce les axes SDF-1/CXCR4 et SDF-1/CXCR7 agissent 1’un sur I’autre? Si oui,

par quel mécanisme?

3- Est est-ce que les fonctions respectives de CXCR4 et CXCR7 peuvent étre
disséquées par des inhibiteurs spécifiques, ou est-ce que les inhibiteurs ciblant

CXCR4 ont aussi un effet sur CXCR7?

Avant de discuter de I’implication de CXCR7 dans les roles et fonctions de SDF-1 et

CXCR4, il est important de mieux connaitre ce récepteur.
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6.2 Signalisation atypique de CXCR?7

Bien que CXCR?7 fasse partie de la famille des récepteurs de chimiokine, il
ne signalise pas de fagon classique. Les récepteurs de chimiokine signalisent via les
protéines Gou, inhibitrices de 1’adénylase cyclase, sensibles a la PTX. En revanche,
I’activation de CXCR7 ne permet pas d’inhiber 1’adénylase cyclase, méme si une
interaction directe avec la protéine Gou a été montrée (Levoye et al. 2009). La
stimulation de CXCR7 n’induit pas non plus des flux calciques intracellulaires, qui
peuvent étre induits par la protéine Goq ou des sous-unités Gy des protéines G
(Odemis et al. 2010). L’implication de CXCR7 dans la migration dirigée des cellules
reste elle aussi sujet de débat. Selon les travaux de 1’équipe du Dr Schall (Burns et al.
2006) et Grymula et al. (Grymula et al. 2010), CXCR7 n’induit pas la chimiotaxie,
contrairement aux résultats de Balabanian et al. (Balabanian et al. 2005). Les raisons

de ces comportements inattendus ne sont pas enti¢rement claires.

Notamment, la plupart des récepteurs de chimiokine possédent un motif
DRYLAIV dans leur boucle i2 qui semble étre nécessaire mais pas suffisant pour
’activation de la protéine G. Dans CXCR7, cette séquence est altérée en DRYLSIT,
et il a été proposé que cette divergence soit la cause des particularités de CXCR7.
Cependant, cette altération ne permet pas de les expliquer, car les récepteurs CXCR6
et de la lymphotactine XCR1 possédent eux aussi ces altérations, mais signalisent de
facon classique, dépendante des protéines G et sensible a la PTX (Yoshida et al.

1998; Chandrasekar et al. 2004).

Malgré que CXCR7 ne semble pas activer la signalisation cellulaire de fagon
classique, plusieurs équipes montrent que [’interaction SDF-1/CXCR7 induit
P’internalisation du récepteur (Balabanian et al. 2005; Boldajipour et al. 2008). Nos
travaux montrent pour la premicre fois que la stimulation de CXCR7 induit le
recrutement de la beta-arrestine 2 au récepteur (Kalatskaya et al. 2009). Depuis, ce
résultat a été reproduit, et nous montrons également que ce recrutement méne a
I’activation des voies MAPK ERK 1/2 (Zabel et al. 2009; Gravel et al. 2010;
Rajagopal et al. 2010). Ces observations supportent 1’hypothése que CXCR7 n’est

pas un récepteur enti¢rement silencieux, mais qu’il induit bien une signalisation
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intracellulaire, malgré qu’elle soit atypique comparativement a la signalisation

classique attribuée aux récepteurs de chimiokine.

L’activation de ERK 1/2, ainsi que Akt, a aussi été démontrée par plusieurs
équipes (Sierro et al. 2007; Wang et al. 2008; Grymula et al. 2010). Grymula et al
montrent que la phosphorylation des ERK peut étre atténuée suite a un traitement
avec la PTX dans des cellules embryonnaires RMS (Rhabdomyosarcoma). Les
cellules RMS utilisées dans ses expériences expriment fortement CXCR7, peu de
CXCR4, et pas du tout le récepteur CXCR3 (le récepteur d’ITAC). Les auteurs
attribuent I’activation des ERK1/2 et la sensibilité a la PTX a CXCR7 (Grymula et
al. 2010). Les observations de Grymula et al pourraient étre expliquées comme suit :
la phosphorylation des ERK1/2 dépendrait de CXCR7 tandis que la sensibilité a la
PTX serait causée par la présence, méme faible, de CXCR4. Aussi, Grymual et al.
exclue I'implication de CXCR4 dans la signalisation observée, lorsque les cellules
sont stimulées par SDF-1, car ils utilisent deux ligands synthétiques, le T140 et
I’AMD3100, développés a I’origine comme inhibiteurs spécifiques de CXCR4. Or,
les travaux que nous présentons dans le cadre de cette thése montrent qu’AMD3100
est aussi un ligand de CXCR7 et qu’il stimule le recrutement de la beta-arrestine 2 au

récepteur (Kalatskaya et al. 2009).

Notamment, selon les travaux de Rajagopal et al., la phosphorylation des
MAPK ERK via CXCR?7 est induite par la beta-arrestine 2, de facon indépendante de
la protéine Gai (Rajagopal et al. 2010). Dans un premier temps, un systéme de
cellules recombinantes HEK293 est utilis¢ par Rajagopal et al. pour montrer que le
traitement de CXCR7 avec SDF-1 ou ITAC induit le recrutement de la beta-arrestine
2 et la phosphorylation des MAPK ERK (Rajagopal et al. 2010). Ensuite, les auteurs
de ce travail utilisent des cellules du muscle vasculaire lisse de rat (VSMC- Vascular
Smooth Muscle Cells) qui expriment de facon endogéne les récepteurs CXCR7 et
CXCR4 mais pas CXCR3, le récepteur alternatif de la chimiokine ITAC. La
stimulation des cellules VSMC avec SDF-1 induit I’activation des protéines Gai,

probablement grace a CXCR4, contrairement au traitement avec ITAC.
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Afin d’évaluer directement 1’implication de CXCR7 sur la migration des
cellules VSMC, les auteurs focus la suite du travail sur le couple CXCR7/ITAC.
Ainsi, en réponse a ITAC, les cellules VSMC migrent de fagon dirigée. Le traitement
avec la molécule CCX733 dirigée contre CXCR7 ou I'utilisation d’un siRNA (Short
Interfering RNA) dirigé contre la beta-arrestine 2 bloque la migration des cellules
VSMC contrairement a la molécule T487 dirigée contre CXCR3 et a ’AMD3100
dirigé contre CXCR4, qui ne montrent aucun effet sur la migration. Les auteurs
concluent qu’en réponse a ITAC, CXCR7 induit le recrutement de la beta-arrestine
2, la phosphorylation des MAPK ERK ainsi que la migration des cellules VSMC de
facon indépendante des protéines Gou (Rajagopal et al. 2010). Or, il est rapporté
dans la littérature que CCX733 et AMD3100 peuvent aussi induire le recrutement de
la beta-arrestine 2 a CXCR7 (Kalatskaya et al. 2009; Luker et al. 2009; Zabel et al.
2009). Cette observation ne remet pas en question les résultats de Rajagopal et al.,
mais appelle a la prudence lors de I’utilisation de ces molécules afin de disséquer les

roles de CXCR7.

En résumé, la signalisation de CXCR?7 est caractérisée comme étant atypique
en comparaison aux récepteurs de chimiokine mais malgré cela plusieurs résultats
montrent que CXCR7 induit une signalisation intracellulaire. Cette réponse au ligand

pourrait dépendre des effecteurs présents dans les cellules exprimant CXCR7.

6.3 Expression cellulaire et tissulaire

CXCR7 est exprimé dans plusieurs cellules hématopoiétiques telles les
neutrophiles, les lymphocytes T et B et leurs précurseurs (Balabanian et al. 2005;
Infantino et al. 2006; Sierro et al. 2007). Le niveau d’ARN messager de CXCR7 est
¢levé et la protéine elle-méme est fortement exprimée dans les monocytes et les
cellules pré-B (Infantino et al. 2006). Son expression est finement régulée au cours
du développement et de la différentiation des cellules pré-B. Les travaux d’Infantino
et al montrent que dans les cellules B mémoires 1’expression de CXCR7 correle avec
la capacité des cellules a se différentier en cellules plasmatiques (Infantino et al.
2006). Les auteurs suggérent que ’expression de CXCR7 pourrait étre utilisée

comme marqueur de maturation des cellules B mémoires sécrétrices d’anticorps. Ce
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méme groupe rapporte aussi que I’expression de CXCR7 a la surface des cellules
dendritiques immatures est faible, mais qu’elle est augmentée rapidement lors de la

maturation des ces cellules (Infantino et al. 2006).

CXCR?7 est aussi présent dans des tissus non-hématopoiétiques. En effet, il
est exprimé a la surface des cellules endothéliales t6t dans le développement
embryonnaire (Burns et al. 2006) et il est aussi retrouvé dans les tissus neuronaux
(Levoye et al. 2009). CXCR7 joue un rdle important dans le développement du
systéme cardiovasculaire, car son absence cause la malformation des valves
cardiaques dans des souris knockout CXCR7™". Gerrits et al. (Gerrits et al. 2008)
montrent que 75% des souris CXCR7"" meurent dans la premiere semaine apres la
naissance. Cela coincide avec I’expression de CXCR7 dans les cellules vasculaires
endothéliales et les cardiomyocytes. Ces souris possedent des cceurs plus larges et
montrent des signes de dégénérescence du myocarde (Gerrits et al. 2008). Ainsi,
CXCR7 est impliqué dans le développement du coeur. Les souris CXCR7 ™ générées
par Sierro et al. et Gerrits et al. possédent un systéme hématopoiétique normal, et
aucun organe ne semble étre affecté par I’absence du récepteur (Sierro et al. 2007;
Gerrits et al. 2008).

Les tissus sains non-transformés expriment peu de CXCR7, mais son ARN
messager est abondant dans des cellules cardiaques; de foie; de poumons; de muscles
squelettiques; des ilots de Langerhans, les cellules de la rate, et des ovaires (Maksym

et al. 2009).

6.4 CXCR7 et le cancer

Un grand nombre de cellules cancéreuses expriment le récepteur CXCR7 et
cela a des niveaux considérablement supérieurs que leurs variantes non transformées
(Burns et al. 2006). L’expression de CXCR7 a la surface des cellules du cancer du
sein et du poumon corréle positivement avec le potentiel de ces cellules a proliférer,
induire la vascularisation et & former des métastases (Miao et al. 2007). Aussi, les
cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins associés aux tumeurs
expriment CXCR7 contrairement aux vaisseaux normaux (Burns et al. 2006). La

surexpression de CXCR7 dans le cancer est aussi associée a la croissance des
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tumeurs (Burns et al. 2006). En effet, Miao et al. montrent que 1’injection de cellules
cancéreuses du sein ou de poumon forme de larges tumeurs dans des souris
immunodéficientes (Miao et al. 2007). L’inhibition de I’expression de CXCR7 grace
a des siRNA a pour effet de diminuer la taille de ces tumeurs (Miao et al. 2007).
Burns et al montrent, qu’en surexprimant CXCR?7 dans des cellules cancéreuses, leur
potentiel de croissance et leur adhésion sont grandement augmentés, ce qui aurait
pour conséquence, d’augmenter leur potentiel métastastatiques (Burns et al. 2006).
Similairement, des expériences effectués sur des lignées cancéreuses de la prostate
ont montrés que CXCR7 augmente leur survie, adhésion et chimiotaxie, ce qui par
conséquent augmenterait leur dissémination métastatique et donc 1’agressivité du
cancer (Wang et al. 2008). L’équipe du Dr Schall montre aussi que, curieusement,
dans ces cellules I’expression de CXCR?7 correle avec 1’activation de CXCR4 (Wang
et al. 2008). Par ailleurs, I’expression de CXCR?7 est aussi augmentée a la surface de

cellules tumorales cervicales, du colon et les sarcomes (Maksym et al. 2009).

6.5 Le role de CXCR?7 par rapport a CXCR4

Comme mentionné plus haut, ’indentification de CXCR7 comme récepteur
alternatif de SDF-1 souléve un questionnement quant au réle de CXCR7 par rapport
a celui de CXCR4. En effet, 'une des questions soulevées est: est-ce les axes
SDF-1/CXCR4 et SDF-1/CXCR7 agissent 1'un sur ’autre? Si oui, par quel
mécanisme? Des travaux ont adressé cette question dans deux situations différentes.
Une fois lorsque CXCR7 et CXCR4 sont exprimés dans des cellules différentes, et
lorsqu’ils sont co-exprimés dans les mémes cellules. Cela donne lieu a deux visions
différentes du réle de CXCR7 par rapport a CXCR4, mais ces visions ne se

contredisent pas.

6.5.1 Role de CXCR7 comme récepteur «decoy»

Etant donné la difficulté de montrer que CXCR7 active une signalisation
intracellulaire «classique» des récepteurs de chimiokine, et que 1’affinit¢ de SDF-1

pour CXCR7 (0.4 + 0.1 nM (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006) est rapportée
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comme étant supérieure a celle pour CXCR4 (3.6 = 1.6nM, Crump et al. 1997),

certaines équipes postulent que CXCR7 n’aurait pas d’effet direct en soi.

L’hypothese selon laquelle CXCR7 serait un récepteur « decoy » est basée
sur une série d’observations. Notamment, dans le poisson zébré la migration des
cellules primordiales germinales (PGC- Primordial Germinal Cells) dépend de
SDF-1 et de CXCR4. Boldijapour et al. montrent que CXCR7 n’est pas exprimé sur
les cellules PGC, mais plutdt sur les cellules les entourant (Boldajipour et al. 2008).
Le role de CXCR7 serait alors de séquestrer la chimiokine et de permettre ainsi le
maintien du gradient de SDF-1, essentiel a la migration dirigée des cellules PGC. Ils
montrent notamment, qu’en absence de CXCR7 dans les embryons, cette migration
est perturbée. De facon analogue, CXCR7 exprimé sur des cellules endothéliales,
agirait comme récepteur « decoy » ce qui aurait comme conséquence le maintien du

gradient de SDF-1 et ainsi de la migration de cellules exprimant CXCR4.

Il existe plusieurs récepteurs de chimiokine de type « decoy » tels que les
récepteurs Duffy, D6, DARC ainsi que CCX-CKR (Borroni et al. 2008). Ces
récepteurs peuvent interagir avec plusieurs chimiokines. Toutefois, ces interactions
n’induisent pas de signalisation, ou du moins pas celle menant a la migration dirigée
des cellules (Locati et al. 2005; Borroni et al. 2008). Ces récepteurs « decoy » sont
aussi nommés des récepteurs « silencieux», dont la fonction est de lier leurs
chimiokines cibles, ce qui induit leur internalisation et la dégradation de Ia
chimiokine. Cela permettrait de maintenir un gradient de chimioattractant dans le
milieu extracellulaire. Ce gradient est nécessaire afin de guider les cellules vers un
endroit précis. A titre d’exemple, le récepteur D6 peut lier avec une grande affinité la
grande majorit¢ des chimiokines inflammatoires, mais il est constitutivement
internalisé, rapidement recyclé a la membrane plasmique et cela méme en absence de
ligand (Comerford and Nibbs 2005; Locati et al. 2005). En présence de ligand, D6
est co-internalisé avec la chimiokine, mais 1’affinité du récepteur pour le ligand est
diminuée dans les endosomes, ce qui permet leur dissociation, le recyclage du
récepteur et la dégradation de la chimiokine (Comerford and Nibbs 2005; Locati et

al. 2005).
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De facon similaire au récepteur D6, il est rapporté dans la littérature que
CXCR7 peut-étre constitutivement internalisé et recyclé a la membrane plasmique en
absence et en présence de ligand, entre autres dans des lignées de cellules B-
lymphoblastoides de type Daudi et Raji, la lignée de monocyte de type THP-1 ainsi

que dans des cellules du cancer du sein (Luker et al. 2010; Naumann et al. 2010).

6.5.2 CXCR7 comme « régulateur direct » de CXCR4

Il est pourtant difficile a voir comment I’hypothése que CXCR7 est un
récepteur « decoy » s’appliquerait a des cellules qui coexpriment CXCR4 et CXCR7,

telles que les cellules hématopoiétiques.

A cet effet, Levoye et al. montrent grice au transfert d’énergie par résonance
de bioluminescence (BRET), que CXCR7 et CXCR4 peuvent former des
hétérodimeéres lorsque coexprimés. L’étude montre aussi que CXCR?7 interagit avec
la protéine Goi de fagon constitutive, et SDF-1 induit des changements
conformationnels mesurables au sein du complexe CXCR7/protéine Goii, mais
n’active pas de signalisation dépendante de la protéine Gai. Par contre, la présence
de CXCR?7 inhibe I’activation de la protéine Gai et la mobilisation de calcium
intracellulaire induite par CXCR4 (Levoye et al. 2009). Notamment, les résultats
suggerent que des hétérodimeéres CXCR4/CXCR7 sont aussi formés dans des
lymphocytes T primaires et régulent la chimiotaxie des cellules en réponse a SDF-1.
Les observations de Levoye et al. aménent a un autre niveau de complexité le role de
CXCR7 et suggerent que son role serait de moduler directement les fonctions de

CXCR4 (Levoye et al. 2009).

Pourtant, Hartmann et al montrent que les lymphocytes T expriment peu de
CXCR?7 a la surface cellulaire. Les auteurs montrent que I’expression de CXCR7 est
intracellulaire et qu’il est présent dans les endosomes sous la membrane plasmique
(Hartmann et al. 2008). En conséquence, la question suivante demande réponse :
comment agirait directement CXCR7 sur CXCR4 s’ils ne sont pas tous les deux
présents a la membrane plasmique? Malgré que cette question reste sans réponse

pour I’instant, il est possible d’envisager qu’il y ait un lien entre les fonctions de



56

CXCR4 et CXCR7. Cette hypothese est supportée notamment par les travaux de
Wang et al. et Maksym et al. En effet, Wang et al. montrent que 1’expression a la
membrane plasmique de CXCR7 est régulée par I’expression a la membrane
plasmique de CXCR4 (Wang et al. 2008). Pareillement, I’expression de CXCR7
semble étre perturbée dans les souris CXCR4™” (Maksym et al. 2009).

Egalement, Haraldsen et al. proposent que CXCR7 serait fonctionnel
lorsqu’il forme un hétérodimére avec un autre récepteur de chimiokine comme
CXCR4 (Haraldsen and Rot 2006). Toutefois, I’hypothése de Haraldsen et al.
contredit les résultats de Levoye et al. qui montrent que CXCR7 peut interagir
constitutivement avec la protéine Gai, et le complexe subit des changements
conformationnel en réponse a SDF-1. Malgré que Levoye et al. ne rapporte aucun
effet de CXCR?7 sur la signalisation dépendante de la protéine G, ces résultats
suggerent aussi que CXCR7 pourrait interagir et induire la signalisation
intracellulaire grace a d’autres protéines G non classiques en réponse a SDF-1. Cela

n’exclue pas un lien ente les fonctions de CXCR7 et CXCR4.

Cela dit, les roles de CXCR7, notamment le lien entre CXCR4 et CXCR7
demandent clarification. L’utilisation d’inhibiteurs ciblant spécifiquement chacun
des récepteurs permettrait de disséquer les fonctions respectives de ces deux
récepteurs. Toutefois, étant donné que SDF-1 n’est pas sélectif pour CXCR4, il
devient important de déterminer si les inhibiteurs ciblant CXCR4 ont un effet sur
CXCR?7. Dans ce qui suit, nous présentons une série d’inhibiteurs développés afin de

cibler CXCR4 ou CXCR7.

7. Inhibiteurs synthétiques de CXCR4

Plusieurs molécules ont été¢ développées afin de cibler CXCR4, notamment
afin de bloquer I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles. A cet effet, plusieurs
anticorps anti-CXCR4 comme le prototype 12G5 (Endres et al. 1996) ainsi que
d’autres molécules comme les peptides dérivés de SDF-1 (Heveker et al. 1998;
Loetscher et al. 1998), les peptides synthétiques T134 et T140 (Tamamura et al.
1998) et le bicyclam AMD3100 ont été développés (Schols et al. 1997; Donzella et
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al. 1998; Bridger et al. 1999). Cependant, il est rapporté dans la littérature que ces
molécules ne sont pas toutes sélectives et qu’elles bloquent 1’activité physiologique
de CXCR4, ce qui ne permet pas leur utilisation a long terme. Dans le contexte de
cette theése, nous présentons deux molécules ciblant CXCR4, soit AMD3100 ainsi

que TC14012.
7.1 AMD3100 / Mozobil / Plerixafor

L’AMD3100, un bicyclam composé de deux anneaux cyclames séparés par
un pont aromatique (Figure 19), a ét¢ développé a l’origine pour bloquer la
réplication du virus de I’immunodéficience (Vihinen et al. ; De Clercq 2010). Sa
cible directe s’est avéré d’étre le récepteur de chimiokine CXCR4 (Schols et al.
1997) dans sa fonction de cofacteur a ’entrée virale. L’AMD3100 n’est pas toxique
et il est sélectif envers CXCR4. L’effet antiviral de ’AMD3100 a suscité le plus
grand intérét lorsque son effet anti-HIV a ét¢ montré in vivo dans un modele de
souris immunodéficientes humanisé (SCID-Severe Combined Immunodeficiency)
(Datema et al. 1996). Des essais cliniques de phase II ont permis de montrer que
I’AMD3100 administré par voie intraveineuse inhibe la réplication virale chez des

patients traités sur une période de 11 jours (De Clercq 2010).

AN
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Figure 19 Structure de ’AMD3100
L’AMD3100 est composé de deux anneaux cyclames séparés par un pont
aromatique. Tiré de Tamamura et al. (Tamamura and Fujii 2005).
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Toutefois, 1’administration de ’AMD3100 provoque la mobilisation des
cellules souches hématopoiétiques CD34+ (CSH) de la moelle osseuse vers la
circulation sanguine avec un pic d’action 6 a 9 heures suite a son injection.
Rappelons que les CSH sont des cellules qui ont la capacité de s’auto-renouveler et
le potentiel de se différentier en cellules hématopoiétiques. La raison pour laquelle
AMD3100 mobilise les CSH est qu’elles expriment le récepteur CXCR4 et que la
moelle osseuse est riche en SDF-1 (Lymperi et al. 2010). L’interaction
CXCR4/SDF-1 retient les cellules souches dans la moelle osseuse et ’AMD3100
bloque cette interaction récepteur/chimiokine (De Clercq 2010). A cet effet, les
inhibiteurs de CXCR4, comme I’AMD3100, ne peuvent pas étre administrés a long
terme. La mobilisation des CSH dans la circulation sanguine a long terme n’est pas
envisageable car elle abolirait les contacts CSH-niche essentiels (Lymperi et al.
2010). Par contre, a court terme, cet effet «secondaire» peut-étre exploité dans des

cas précis.

La mobilisation a court terme des CSH grace a ’AMD3100 peut-étre
exploitée a des fins thérapeutiques, car une fois dans la circulation sanguine les CSH
sont accessibles plus facilement que par ponction osseuse. La compagnie Genzyme
commercialise ’AMD3100 sous le nom de Mozobil pour sa capacité a mobiliser les
CSH dans la circulation sanguine. Aux FEtats-Unis, la FDA (Food and Drug
Administration) et en Europe la EMEA (European Medicines Evaluation Agency)
ont approuvé sa commercialisation depuis 2009 pour la transplantation autologue de
CSH de patients atteints de lymphomes ou de myélomes multiples (Duarte et al.

2010).

Dans ces cas précis, suite au traitement des patients au Mozobil, leurs CSH
sont  récupérées par cytaphérese. Ces patients subissent  des
chimiothérapies/radiothérapies, suite auxquelles leurs CSH sont par la suite
réintroduites afin de repeupler leur moelle osseuse et leur systeme de cellules
sanguines «saines». Toutefois, il n’est pas exclu que des cellules cancéreuses ne
soient présentes dans la moelle osseuse. Le traitement a I’AMD3100 mobiliserait ces
cellules en plus des CSH et elles seraient aussi réintroduites, ce qui pourrait

éventuellement causer une rechute du patient (Duarte et al. 2010).
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La présence de cellules cancéreuses dans la moelle peut-étre expliquée par le
fait qu’elles expriment souvent le récepteur de chimiokine CXCR4 a leur surface.
Comme la moelle osseuse est riche en SDF-1, les cellules cancéreuses peuvent s’y
installer. Se trouvant dans la niche, elles sont exposées aux mémes signaux que les
CSH. Il est envisageable que les cellules cancéreuses se dédifférencient en cellules
souches cancéreuses. Cela implique qu’elles deviennent silencieuses, ne se divisent
pas, mais qu’elles possédent un potentiel de différentiation semblable aux CSH
(Lymperi et al. 2010). Les cellules cancéreuses dans la niche de la moelle osseuse
sont ainsi protégés des chimiothérapies/radiothérapies, car ces traitements ciblent

surtout les cellules qui se divisent a un taux élevé.

A cet effet, I'utilisation de ’AMD3100/mozobil sur des patients atteints de
cancers hématologiques avant leur chimiothérapie/radiothérapie est en cours
d’évaluation (De Clercq 2010). Mobiliser les cellules cancéreuses souches, de la
moelle osseuse vers la circulation sanguine permettrait aux agents thérapeutiques de
les détruire. En traitant les patients avant leur thérapie avec 1’AMD3100
augmenterait 1’efficacité du traitement (Steinberg and Silva 2010). Etant donné
qu’en plus des cellules souches cancéreuses, les CSH saines seraient aussi détruites,
ces patients devront recevoir une greffe de cellules souches provenant d’un donneur
sain. Il pourrait avoir été traité avec I’AMD3100 pour mobiliser ses CSH. D’ailleurs,
des études précliniques sont en cours pour évaluer le potentiel d’AMD3100, dans la
transplantation de cellules souches du cordon ombilical, une autre source de CSH

(De Clercq 2010).

L’utilisation de ’AMD3100 comme agent mobilisant des CSH dans d’autres
situations cliniques, comme la transplantation d’organes solides, est en cours
d’évaluation (De Clercq 2010). Cette molécule reste aussi un excellent outil de

recherche surtout depuis I’identification du récepteur CXCR7.

7.2 Les peptides T22/T140/TC14012

Le peptide T22, ainsi que ses analogues dont le T140 et TC14012, sont le
résultat de la modification de peptides aux propriétés antibactériales et antivirales,

respectivement isolés a partir de limule japonaise (Japanese horseshoe crab-
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Tachypleus tridentatus) et américaine (American horseshoe crab- Limulus
polyphemus) (Figure 20). Les peptides originaux, tachyplesine et polyphemusine,
possedent respectivement 17 et 18 acides aminés. L’équipe du Dr Fujji étudie 1’effet
antagoniste de ces peptides sur les fonctions du récepteur CXCR4, et 'entrée du
VIH-1 dans les cellules cibles aura été le premier point de focus du groupe. Ces
derniers montrent que le peptide T22, et son analogue plus court T140, composé de
14 acides aminés, sont spécifiques a CXCR4, qu’ils inhibent ’entrée du VIH-1 ainsi
que la mobilisation de calcium intracellulaire médiée par I’interaction entre
SDF-1 et CXCR4 (Tsutsumi et al. 2007). Le T140 forme un feuillet B anti-paralléle
dont la structure est maintenue par un pont disulfure entre deux résidus cystéine
(Tamamura and Fujii 2005; Tsutsumi et al. 2007). Le maintient de 1’activité
antivirale de T140 dépend de 4 acides aminés, soit de 1’arginine a la position 2 du
peptide, la L-3-(2-naphtyl) alanine a la position 3 ainsi que des résidus tyrosine et
arginine respectivement aux positions 5 et 14 du peptide (Figure 20) (Tsutsumi et al.
2007). Notamment, 1’apparition de souches virales résistantes au T140 dans les
expériences in vitro est ralentie, ce qui a mené au développement d’analogues T140
avec 1’objectif de cibler ces souches résistantes (Tamamura and Fujii 2005; Tsutsumi

et al. 2007).

T22 IT-Are- Arg-Trp-Cyvs-Tyr-Arg-1 ¥5-Cys-Tyr-1 y5-Gly-Tvr-Cvs-Tyvr- Arg-T y5-Cys-Arg-NI1,

TI140 H-Arg-Arg-Nal-Cys-Tyr- Arg-1 ys-; L vs-Pro-Tyr-Arg-Cit-Cys-Arg-OH

TC14012 H-Arg-Arg-Nal-Cys-Tyr-Cit-1ys-pCit-Pro- 1yr-Arg-Cit-Cys-Arg-NH2

Figure 20 Séquences des peptides T122 et de ces analogues T140 et TC14012

Les acides aminés remplacés sont soulignés. Nal — L3-(2-naphtyl)alanine, Cit- L-
Citrulline. Les résidus du T140 en caractére gras sont responsables de son activité
antivirale. Adapté¢ de Tamamura et al. (Tamamura et al. 2001).
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Le T140 n’est pas stable dans du sérum murin ou félin ni dans de
I’homogénat de foie de rat a cause du clivage du résidu arginine 14 situé a la partie
C-terminale qui est indispensable pour ’activité¢ anti-VIH du T140 (Tsutsumi et al.
2007). Des modifications ont été apportées aux parties N- et C-terminales des
analogues du T140 ce qui a permis d’obtenir des peptides avec une grande stabilité
biologique tout en gardant une bonne efficacité antivirale allant jusqu’a doubler celle
du T140. Notamment, 1’effet antagoniste du T140 et de ses analogues sur CXCR4 est
aussi montré dans le contexte de différentes maladies impliquant le récepteur, dont
les cancers du pancréas, du sein et d’arthrite rhumatoide (Tamamura et al. 2003;
Mori et al. 2004; Tamamura et al. 2004; Tamamura and Fujii 2005). En effet, la
migration de cellules pancréatiques cancéreuses induites par SDF-1 in vitro est
bloquée par les analogues de T140, ce qui appuie le role de SDF-1 et CXCR4 dans la
dissémination des cellules cancéreuse du pancréas (Mori et al. 2004). Le potentiel
anti-métastatique des analogues de T140 est aussi mis en évidence dans des
expériences in vivo et in vitro, montrant qu’ils inhibent la dissémination métastatique
des cellules cancéreuses du sein (Tamamura et al. 2003). L’analyse de ’activité in
vivo de I’analogue TN14003 dans un mode¢le d’arthrite rhumatoide murin montre que
la molécule est biologiquement stable et qu’elle atténue plusieurs symptomes de
I’arthrite comme par exemple I’enflure des chevilles et ’augmentation de la masse

des membres (Tamamura et al. 2004).

Dans le premier travail présenté dans cette thése (Berchiche et al. 2007), nous
montrons, entre autres, 1’effet de TC14012 sur la conformation de CXCR4. Cette
molécule a été synthétisée suite a la modification du peptide TZ14004 qui différe du
T140 par son groupement amide ajouté a la partie C-terminale en remplacement de
I’arginine. L’analogue TZ14004, est parfaitement stable dans le sérum félin
contrairement a T140. Toutefois, cette modification diminue son activité anti-VIH et
le pourvoit d’une grande cytotoxicité (Tamamura et al. 2001). Afin de réduire ces
caractéristiques négatives, le TZ14004 a subit plusieurs modifications dont
I’introduction de résidus citrulline dans sa séquence en remplacement des résidus
chargés (lysine et arginine), ce qui a mené a la synthése du TC14012 (Figure 20). La
citrulline est un analogue d’acide aminé neutre (sans charge) avec un structure
semblable a I’arginine (Tamamura et al. 2001). Le TC14012 ainsi obtenu, possede

deux résidus citrullines, une partie C-terminale amidée et forme une structure de
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feuillet B tout comme le T140. Aussi, TC14012 est complétement stable dans du
sérum félin et présente un excellent profil d’activit¢ anti-VIH (Tamamura et al.

2001).

Cela dit, le T140 ainsi que ses analogues ont subi des modifications, une
diminution de taille ainsi que la réduction de leur caractére peptidique dans le but de
développer de nouvelles molécules, a faible poids moléculaire, ciblant CXCR4. La
caractérisation de TC14012 montre que cet inhibiteur se comporte comme un
agoniste inverse de CXCRA4, et cela contrairement a ’AMD3100 qui est un agoniste
partiel de CXCR4 (Zhang et al. 2002). Ces molécules sont des candidats de choix
pour clarifier le r6le de CXCR4 dans de multiples contextes pathologiques. Leur
utilisation dans un contexte clinique, a court terme, pourrait aussi étre avantageuse

mais appelle a la prudence étant donné le réle physiologique crucial de CXCR4.

8. Ligands synthétiques de CXCR7

CCX451 ainsi que ses analogues (CCX754, CCX771, CX704 et CCX733)
appartiennent a la compagnie pharmaceutique ChemoCentryx (Mountain View, CA,
USA). Ce sont des molécules synthétiques a faible poids moléculaire dont la cible est
le récepteur de chimiokine CXCR7. Elles sont identifiées et optimisées
chimiquement suite au criblage d’une librairie de molécules en testant leur capacité a
inhiber la liaison de SDF-1"%* radiomarqué a Iiode 125 aux cellules CEM (lignée
cellulaire de lymphocyte) ou MCF-7 (lignée de cellules du cancer du sein). Leur

structure est protégée par des brevets.

A Torigine, les dérivés CCX sont caractérisés comme étant des ligands
antagonistes de CXCR7 (Burns et al. 2006). En effet, Burns et al. montrent que
CCX451 et son analogue CCX754 sont spécifiques a CXCR7 (et donc ne lieraient
pas CXCR4). Ces derniers inhibent, tout comme les anticorps monoclonaux produits
par les hybridomes 11G8 et 6E10, la liaison des chimiokines radiomarquées
SDF-1 "% et de I-TAC "* a CXCR7 (Burns et al. 2006). Les auteurs se concentrent
sur CCX754 en particulier, car il posséde une affinité de SnM pour CXCR7, de

meilleures caractéristiques pharmacocinétiques ainsi qu’une biodisponibilité
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supérieure a celle de 1’analogue CCX451. Cet analogue est un antagoniste de
CXCR?7 qui inhibe la liaison de SDF-1 et sa caractérisation a permis de montrer que
CXCR?7 est impliqué dans la survie cellulaire, 1’adhésion ainsi que le développement
tumoral (Burns et al. 2006). Notamment, Jin et al. montrent que le virus HTLV-1
(Human T-lymphotropic Virus Type-1), I’agent causant la leucémie des cellules T
chez ’adulte, induit I’expression de CXCR7. Ce méme travail montre I’implication
de CXCR?7 dans la prolifération et la survie des cellules T immortalisées par HTLV-
1 (Jin et al. 2009). De fagon similaire, Odemis et al. utilsent I’analogue CCX754
dans leur travaux et mettent en évidence I’'importance de CXCR7 dans Ia
signalisation médiée par SDF-1 dans les cellules de Schwann et les astrocytes, qui

sont des cellules gliales du systéme nerveux (Odemis et al. 2010).

Malgré la signalisation atypique de CXCR7, plusieurs travaux montrent que
les chimiokines SDF-1 et I-TAC induisent le recrutement de la beta-arrestine 2 au
récepteur (Kalatskaya et al. 2009; Luker et al. 2009; Zabel et al. 2009). De facon
similaire, CCX754 et CCX733 induisent aussi le recrutement de la beta-arrestine 2 a
CXCR7 (Luker et al. 2009). Egalement, Zabel et al. montrent que 1’analogue
CCXT771 est spécifique a CXCR7, et tout comme les autres analogues CCX
caractérisés, il induit le recrutement de la beta-arrestine 2 au récepteur et cela avec
une efficacité et une puissance supérieures a celles des chimiokines naturelles (Zabel

et al. 2009).

En conclusion, la famille des molécules CCX permettent d’étudier les
fonctions de CXCR7 (Burns et al. 2006; Zabel et al. 2009). Anciennement
caractérisées comme étant des antagonistes du récepteur, des études approfondies
montrent que certains analogues induisent le recrutement de la beta-arrestine 2 au
récepteur de facon comparable voir plus efficace que les agonistes naturels de
CXCR?7 (Zabel et al. 2009). A la lumiére de cette information, il serait utile de revoir
les conclusions des études de Burns et al., Jin et al. ainsi que Odemis et al. utilisant

ces composés de type CCX.
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9. Interaction récepteur/chimiokine

La promiscuité récepteur chimiokine est un caractére prévalent, mais non
exclusif, aux chimiokines et au récepteurs inflammatoires de type CC (Murphy et al.
2000; Colobran et al. 2007). Plusieurs récepteurs peuvent lier différentes
chimiokines et en contrepartie différentes chimiokines peuvent interagir avec
plusieurs récepteurs. Cette propriété des chimiokines et leur récepteurs est
importante (Tableau II), et requise afin de justifier le choix de CCR2 comme

récepteur modele (voir objectifs de la these).

Anciennement, il a été suggéré que de la liaison de différentes chimiokines a
un méme récepteur résulterait en une redondance fonctionnelle et cela malgré les
différents effets des chimiokines sur un méme récepteur observés in vivo (Murphy et
al. 2000; Colobran et al. 2007). Notamment, les cellules primaires expriment
plusieurs récepteurs de chimiokine, ce qui rend difficile, et méme impossible,
d’étudier I’effet de différents ligands sur un récepteur en particulier. Pourtant, les
chimiokines et leurs récepteurs sont de précieuses cibles pharmacologiques, et il est
important de caractériser et comprendre les mécanismes pharmacologiques qui

influencent les effets de différents ligands sur un méme récepteur.



Récepteur Ligands

CCRI CCL3 CCL3,CCL7,CCL13,CCL14,CCL15,CCL16,CCL23

CCR2 CCL2,CCL7,CCL8,CCL13,CCL16

CCR3 CCL5,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL15,CCL16,CCL24,CCL26,CCL28
CCR4 CCL17,CCL22

CCRS CCL3 CCL4,CCL35,CCL8,CCL11,CCL14,CCL16

CCR6 CCL20

CCR7 CCL19,CCL21

CCRS8 CCL1

CCR9 CCL25

CCRI10 CCL27,CCL28

CXCRI1 CXCL6,CXCL7,CXCLS

CXCR2 CXCL1,CXCL2,CXCL3 CXCL5,CXCL6,CXCL7,CXCLS8

CXCR3-A CXCL9,CXCL10,CXCL11

CXCR3-B CXCL4,CXCL9,CXCL10,CXCL11

CXCR4 CXCLI12

CXCRS CXCL13

CXCRé6 CXCLI6

CXCR7 CXCL12

XCRI XCL1,XCL2

CX;CRI CX;CLI

CCX-CKR CCL19,CCL21,CCL25

Dé CCL2,CCL3L1,CCL4,CCL5,CCL7,CCL8,CCLI11,CCL13,CCLI14,CCL17,CCL22
DARC/Duffy | CCL2,CCL7,CCL8,CCLI11,CCL13,CCL14,CCL16,CCL17,CXCL1,CXCL3,

CXCL6,CXCL7,CXCL8,CXCL9,CXCL11,CXCL13

Tableau II Promiscuité récepteur/chimiokine
Plusieures chimiokines peuvent interagir avec plusieurs récepteurs. Pour le récepteur
CCR2, ce tableau n’inclue pas tous ses ligands. Adapté a partir de Allen et al. (Allen

et al. 2007).

10. CCR2

65

Le récepteur de chimiokine CCR2 et ses différents ligands naturels, font

I’objet de la derniére étude présentée dans le cadre de cette thése. Les résultats de ce

travail seront discutés suite a celle sur les mutants du récepteur CXCR4.

Il existe deux variants de CCR2, les variants A et B, qui sont le résultat d’un

¢pissage alternatif du méme geéne. Les deux variants se distinguent par des

différences dans leurs parties C-terminales (Charo et al. 1994). Dans le cadre de cette

thése, nous allons traiter de CCR2B, la forme retrouvée majoritairement dans les
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monocytes. A des fins de simplification, nous allons nous référer & CCR2B comme

étant CCR2.

CCR2 est un 7TMR dont I’intérét clinique est grandissant car il est impliqué
dans les maladies inflammatoires, dont 1’arthrite rhumatoide et I’asthme (Pease and
Horuk 2009; Pease and Horuk 2009). Un role dans le cancer, la perception de la
douleur, I’obésité, et le diabéte est aussi suggéré (Szabo et al. 2002; Mine et al. 2006;
Lu and Kang 2009; Xia and Sui 2009; Zeyda et al. 2010). CCR2 posseéde un large
patron d’expression. En effet, ’ARN messager de CCR2 est présent dans les
monocytes, les cellules dendritiques dérivées du sang, ainsi que dans les cellules NK.
Notamment, les cellules T mémoire activée, les cellules B, les monocytes, les
cellules endothéliales ainsi que les microglies dérivées de la moelle osseuse
expriment le récepteur CCR2 fonctionnel (Frade et al. 1997; Rabin et al. 1999;
Weber et al. 1999; Murphy et al. 2000; Zhang et al. 2007).

10.1 Signalisation

Classiquement, CCR2 est couplé a la protéine Gou. L’activation de CCR2
peut mener a la mobilisation de calcium, I’activation des voies ERK1/2 et Akt,
I’inhibition de 1’adénylate cyclase ainsi qu’a la chimiotaxie (Myers et al. 1995;
Murphy et al. 2000). Par ailleurs, la stimulation de CCR2 avec la chimiokine CCL2
mene a son internalisation (Aragay et al. 1998; Garcia Lopez et al. 2009). Les
travaux d’Aragay et al. montrent que cette internalisation requiert la phosphorylation
du récepteur par GRK2 ce qui méne a la formation d’un complexe composé de
CCR2, GRK2 ainsi que de la beta-arrestine 1 (Aragay et al. 1998). Les travaux plus
récents de Garcia-Lopez et al. montrent aussi que la stimulation avec la chimiokine
CCL2 méne a I’internalisation de CCR2, et mettent en évidence que le récepteur est
rapidement dirigé vers la dégradation dans les lysosomes. Ces auteurs montrent aussi
que I’internalisation de CCR2 peut avoir lieu de fagon dépendante et indépendante
de la clathrine. Aussi, 1’activation subséquente des voies ERK1/2 dépend de la
présence de la dynamine, importante dans la formation des vésicules d’endocytose

(Garcia Lopez et al. 2009). Cela suggere que 1’activation des ERK1/2 pourrait étre
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indépendante de la protéine G, et serait le résultat d’une deuxiéme vague de

signalisation dépendante de la beta-arrestine.

10.2 Ligands naturels de CCR2

Plusieurs chimiokines sont rapportés dans la littérature comme étant des
ligands de CCR2, soit respectivement CCL2, CCL8, CCL7, CCL13, et CCLI1,
CCL24, et CCL26 (aussi respectivement nommées MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4,
Eotaxine-1, Eotaxine-2, et Eotaxine-3) (Combadiere et al. 1995; Myers et al. 1995;
Berkhout et al. 1997; Godiska et al. 1997; Gong et al. 1997; Martinelli et al. 2001;
Ogilvie et al. 2001; Ogilvie et al. 2003; Parody and Stone 2004). Ces différentes
chimiokines peuvent aussi interagir avec d’autres récepteurs (Tableau II). Toutefois

nous nous concentrerons uniquement sur le récepteur CCR2.

La chimiokine CCL2 (MCP-1- monocyte cheattractant protein-1) est, comme
son nom l’indique, la chimiokine prototype qui attire les monocytes vers le site
d’inflammation (Handel and Domaille 1996). CCL2 induit 1’expression et
P’activation des intégrines, requise pour 1’adhésion des cellules a la matrice
extracellulaire. CCL2 est aussi importante pour I’adhésion ferme des monocytes a
I’endothélium vasculaire lors de la transmigration de ces cellules vers le site
enflammé (Gerszten et al. 1999; Weber et al. 1999). Dans un modéle de souris de
CCL2 knockout, les souris ont des défauts dans le recrutement des monocytes vers le
site d’inflammation (Van Coillie et al. 1999). Les fonctions biologiques de CCL2
influencent aussi les fonctions des lymphocytes T, les macrophages et des cellules

NK (Chensue et al. 1995; Handel and Domaille 1996; Gonzalo et al. 1998).

Du point de vue de structure, les chimiokines CCL2, CCLS8, CCL7 ainsi que
CCL13 (respectivement MCP-1, MCP-2, MCP-3 et MCP-4) sont souvent
considérées comme étant un sous-groupe de la famille des chimiokines de type CC.
Ce groupe comprend aussi la chimiokine CCL11 (Eotaxine-1). Les génes codant
pour ces cinq chimiokines sont localisés sur le chromosome 17 et sont exprimées
sous forme de précurseur dont le peptide signal, formé des 23 premiers acides

aminés dans la partie N-terminale, doit étre clivé afin que la chimiokine mature et
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active puisse étre sécrétée (Van Coillie et al. 1999). Les similarités de séquence entre

ces chimiokines varient entre 50 et 71 % (Van Coillie et al. 1999).

Par ailleurs, ces chimiokines possédent un trés large patron d’expression tant
dans des conditions physiologiques que pathologiques et qui n’est pas «limité» aux
cellules du systéme immunitaire. A titre d’exemple, les cellules endothéliales saines,
et les fibroblastes expriment CCL2, CCL8, CCL13 et CCL11 (Larsen et al. 1989;
Cushing et al. 1990; Van Damme et al. 1994; Godiska et al. 1997). Aussi, CCL2 et
CCL7 sont co-exprimés dans des monocytes (Van Damme et al. 1992; Minty et al.
1993). Les chimiokines CCL2 et CCL13 sont aussi exprimés par les cellules du
muscle lisse et les cellules épithéliales (Standiford et al. 1991; Schmouder et al.
1993; Garcia-Zepeda et al. 1996; Berkhout et al. 1997; Godiska et al. 1997).
Notamment, plusieurs cellules cancéreuses expriment a leur surface CCR2 de fagcon
constitutive (Graves et al. 1989; Yoshimura et al. 1989; Takeya et al. 1991; Van
Coillie et al. 1999).

Quant aux chimiokines CCL24, CCL26 (Eotaxine-2 et -3) ainsi que CCL11
(Eotaxine-1), elles sont connues pour induire le mouvement dirigé des éosinophiles
et des basophiles (Rothenberg 1999). Malgré cette caractéristique commune, CCL24
et CCL26 ont peu de similarités avec CCL11. En effet, ces deux chimiokines ne
possedent qu’environ 35% de similarité de séquence avec les chimiokines de type
MCP et CCLI11, et les génes codant pour ces chimiokines ont une localisation
distincte (Rothenberg 1999). CCL24 est exprimé par des cellules hématopoiétiques
et non- hématopoiétiques (Ponath et al. 1996; Dulkys et al. 2001; Stubbs et al. 2010),
tandis que I’expression de CCL26 est décrite dans les cellules non- hématopoiétiques
ainsi que dans les monocytes. L’expression de CCL26 est principalement induite

suite a la stimulation des cellules avec I’interleukine 4 (Stubbs et al. 2010).

10.3 Le récepteur CCR2 et ses 7 ligands naturels

CCL2 est la premiere chimiokine de type MCP découverte et la mieux
caractérisée qui a servi de ligand prototype pour un grand nombre de travaux sur
CCR2. De ce fait, la grande partie des défauts pathologiques rapportés dans la
littérature sont associés au couple CCR2/CCL2 (Deshmane et al. 2009). La
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découverte des autres ligands de CCR2 a mené a une séries d’études ayant comme
objectif de comprendre 1’effet des ces différentes chimiokines sur la fonction de ce
récepteur. Dans cette partie, nous allons survoler les principaux travaux effectués sur

le sujet.

Ces différentes chimiokines ont été clonées durant les années 1990 et le début
des années 2000 (Combadiere et al. 1995; Myers et al. 1995; Berkhout et al. 1997;
Godiska et al. 1997; Gong et al. 1997; Martinelli et al. 2001; Ogilvie et al. 2001;
Ogilvie et al. 2003; Parody and Stone 2004). La premicre série de travaux montre,
graice a des expériences de radioliaison dans différentes cellules de type
monocyte/macrophage, que ces chimiokines sont des ligands de CCR2 et possedent
pour la plupart des affinités dans 1’ordre du nanomolaire pour ce récepteur
(Combadiere et al. 1995; Myers et al. 1995; Berkhout et al. 1997; Godiska et al.
1997; Gong et al. 1997; Martinelli et al. 2001; Ogilvie et al. 2001; Ogilvie et al.
2003; Parody and Stone 2004).

Les travaux qui ont suivi avaient comme but d’étudier 1’effet des les ligands
naturels de CCR2 du point de vue fonction de signalisation. Grace aux cellules de la
lignée monocytaire THP-1, Martinelli et al. montrent que CCL2 et CCL7 induisent
une mobilisation de calcium et la chimiotaxie des cellules robuste comparativement
a CCL8 et CCL13, suggérant que ces deux chimiokines sont des agonistes partiels de
CCR2. Dans ce travail, CCL11 est caractéris¢ comme étant un agoniste partiel de
CCR2, car il induit la chimiotaxie des cellules THP-1 a une concentration de 1uM
(Martinelli et al. 2001). Cette concentration de chimiokine est trés élevée, car au
niveau physiologique des concentrations dans 1’ordre du nanomolaire suffisent pour
induire la chimiotaxie. Par contre, Ogilvie et al. rapportent que CCL11 est un
antagoniste de CCR2 car il inhibe la mobilisation de calcium et la chimiotaxie des
monocytes humains stimulées par CCL2 (Ogilvie et al. 2001). Plus tard, cette méme
équipe montre que la stimulation de cellules murines pré-B exprimant de fagon
stable CC