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i
RESUME :

L’existence des RCPGs sous forme dimérique est un concept largement accepté.
Toutefois, des questions concernant 1’organisation du dimére restent en suspend. Le
role de la dimérisation dans Pactivation du récepteur ainsi que la dimérisation

constitutive ou induite par le ligand sont a évaluer.

Grice au BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer), nous amenons des
preuves que les récepteurs CXCR4 et CCR2 forment des homo- et hétérodimeres de
fagon constitutive (indépendante du ligand) et que les ligands induisent des
changements conformationnels au sein des diméres sans promouvoir I’association ou
la dissociation des protoméres. La modulation du signal BRET est propre & chacun
des ligands ce qui indique qu’ils stabilisent différentes conformations du récepteur.
En utilisant des peptides dérivés des domaines transmembranaires (TM) de CXCR4,
qui peuvent bloquer de fagon non compétitive la fonction du récepteur, nous
montrons que les changements conformationnels du dimére induits par le ligand sont

étroitement liés avec la fonction du récepteur.

Les résultats préliminaires concernant des mutants CXCR4, suggerent I’existence de
différentes conformations donnant lieu & des activités distinctes du récepteur. En
effet, dans des conditions saturantes, différents ligands induisent des changements
conformationnels distincts d’un mutant a un autre. Aussi, il semble y avoir une
corrélation entre le signal BRET mesuré et la capacité des mutants & inhiber activité
de I’adénylate cyclase suite a la stimulation avec une concentration saturante de

SDF-1.

Mots-clés : RCPG, récepteurs de chimiokine CXCR4 et CCR2, BRET, dimérisation
constitutive ou ligand-dépendante, peptides TM de CXCR4, changement de

conformation et fonction du récepteur.



ABSRACT:

Over the years, GPCR dimerization has become an accepted concept that raised
questions about the molecular details and functional consequences of such receptor
assembly. The questions whether dimerization is constitutive or ligand-induced and

the role of dimerization in the activation of the receptor are still debated.

Using BRET, we show that chemokine receptors CXCR4 and CCR2 exist as
constitutive homo- and heterodimers and that ligands induce conformational changes
within the dimers without promoting receptor dimer formation or disassembly.
Ligands yielded different BRET modulations indicating the stabilisation of distinct
receptor conformations. We also found that peptides derived from the
transmembrane domains (TM) of CXCR4 inhibit receptor function in a non-
competitive way by preventing ligand-induced conformational changes within the

dimer.

Our preliminary results obtained with the CXCR4 mutants suggest that saturating
excess of the different ligands induce distinct mutant receptor conformational
changes. We also find that SDF-1-induced BRET signal modulation and inhibition of
adenylyl cyclase activity by the mutants seem to be linked. This data suggests that

different receptor conformations give rise to different receptor activities.

Keywords: GPCR, chimiokine receptors CXCR4 and CCR2, BRET, constitutive or
ligand induced dimerization, TM peptides of CXCR4, conformational changes,

receptor activity
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1. INTRODUCTION



1.1 LES RECEPTEURS COUPLES AUX PROTEINES G (RCPGS):

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), constituent I’une des plus grandes
cibles pharmacologiques de I’industrie du médicament (1). Ces protéines a 7
domaines transmembranaires (TM), sont en fait 1 seul peptide traversant la
membrane plasmique 7 fois donnant ainsi lieu a 7 hélices alpha hydrophobes de 20 &
25 acides aminés séparés par des boucles intra- et extracellulaires hydrophiles (2, 3).
Il existe plus de 1000 geénes humains identifiés codant pour des RCPGs (1). Ces
récepteurs sont responsables de la reconnaissance et la transduction de signaux d’une
grande variété de molécules telles que : les acides aminés ; les nucléotides ; les

hormones, les peptides ; la lumiére ; les odeurs, et méme le calcium (1, 2, 4, 5).

1.1.1 CLASSIFICATION DES RCPGS :

Les RCPGs sont regroupés dans trois grandes classes (Figure 1.1) dont les membres
respectifs possedent au moins 20 % d’identité de séquence (6). La plus grande et la
plus étudiée de ces classes est la classe A aussi appelée rhodopsine/f; —adrenergic-
like receptors (3) dont les récepteurs adrénergiques, dopamine, de chimiokines et les
récepteurs des opioides font partie. Ces récepteurs ont en commun des motifs
conservés tel que le motif DRY et leur partie C-terminale est souvent palmytoylée
(3). Les RCPGs de la classe B, les glucagon/calcitonine-like receptors, sont
caractérisés comme ayant une longue partie N-terminale riche en résidus cystéines
formant des ponts disulfure. Enfin, la classe C, metabotropic/glutamate-like
receptors, regroupe les récepteurs du glutamate ainsi que ceux de GABA (y-
aminobutyric acid) et de calcium (3). Les récepteurs appartenant a cette classe
possédent une trés longue extrémité N-terminale, trés structurée, qui constitue

probablement le site de liaison des ligands (7).
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Figure 1.1: Représentation schématique de la classification des RCPGs. Les familles
1, 2 et 3 désignent respectivement les classes A, B et C de RCPGs. Tiré de George,
S. R. et al. (8).

La multitude d’informations acquises au sujet de la structure et de la fonction des
RCPGs est le résultat d’études approfondies sur la rhodopsine (9, 10) et des
récepteurs adrénergiques (7, 11-14). Bien que plusieurs études ont montré la capacité
de certains RCPGs a activer diverses voies de signalisation indépendamment des

protéines G (GTP binding protein) (15-18), ces récepteurs ont comme caractéristique



commune cette capacité d’activer la signalisation cellulaire en implicant les protéines
G hétérotrimériques. Ces derniéres sont constituées de la sous-unité¢ Go (38-52 kDa)
qui & Iétat inactif est liée au GDP et des sous-unités GB (35 kDa) et Gy, (8-10 kDa)
qui forment un complexe GBy (19-24).

1.1.2 LES PROTEINES G:

Induits par le ligand, les changements conformationnels du RCPG vont permettre
I’activation de la protéine G hétérotrimérique. L’activation se traduit par 1’échange
de la molécule de GDP pour une molécule de GTP dans la sous-unité¢ o de la
protéine G ce qui méne a la dissociation des sous-unités Go et GBy. Ainsi, elles
peuvent interagir avec les multiples effecteurs intracellulaires ou membranaires qui
sont des enzymes comme la phospholipase C ou des canaux ioniques tels que les
canaux potassium (7). Grice a I’activité GTPase de la sous-unité Ga, le GTP est
hydrolysé en GDP, ce qui permet un changement conformationnel de cette sous-
unité, augmentant son affinité pour les sous-unités Gpy et le retour a I’état inactif de

la protéine G sous forme hétérotrimérique (3, 22, 24).

La classification des protéines G dans les différentes sous-classes se fait par rapport a
la sous-unité Ga a cause de sa prédominance dans le cycle de la protéine G. Il existe
ainsi 4 grandes sous-familles de protéines G hétérotrimériques soit les classes Gs,
Gilo, Gg/11 et G12/13 (6, 7). Etant donné la variété des sous-unités (23 o, 6 B et 12y),
différentes combinaisons donnent lieu & des protéines G hétérotrimériques ayant
divers effecteurs, bien que certaines combinaisons ne soient que théoriques (Tableau
LI) (7). L’appartenance d’une protéine G a I’une des sous-familles dépend de ses
caractéristiques fonctionnelles. Par exemple, ’activation de la protéine Gas stimule
’adénylate cyclase et la production d’AMPc tandis que les protéines Gai inhibent

I’activité de I’adénylate cyclase (7).

La sélectivité d’un récepteur pour une seule classe voir une protéine G spécifique a
été acceptée pendant longtemps (5). Le meilleur exemple est celui des récepteurs f3-
adrénergiques qui activent I’adénylate cyclase grice a la protéine Gas. Aussi, le
couplage d’un récepteur a plus qu’une protéine G a été suggéré. Des études ont

montré que la signalisation des RCPGs via les protéines G n’est inhibée que



partiellement suite au traitement avec la pertussis toxine (PTX), qui interfére dans le
couplage des protéines Gai/o avec leurs récepteurs respectifs, ou avec la choléra
toxine (CTX), qui stimule la signalisation via les protéines Gas (7). L’inhibition
partielle de la signalisation intracellulaire suite au traitement avec ces toxines a
permis de suggérer que les RCPGs pourraient €tre couplés a plus d’une protéine G
(7). En effet, les expériences menées dans des systémes de cellules exprimant des
protéines recombinantes ont montré que des récepteurs tels le récepteur P et op-
adrénergique peuvent activer les protéines Gos et Gai (25, 26). Quant au récepteur du
glutamate métabotropique 1a, ce dernier peut activer les protéines Gas, Gai et méme
des protéines de la famille Gag/11 (7). Toutefois, cette capacité & activer diverses
protéines G est discutable étant donné que dans la plupart des systémes utilisés les
RCPGs sont surexprimés dans les cellules et I’activation pourrait étre due a

I’importante densité des récepteurs a la surface cellulaire (7, 27).

Subunit Family Main subtypes Pnmary cffector
0 o, Ga,, Gayyr Adenylate cyclase 1
O Gu,.p. Go,a. G, Adenylate cyclase |
Guaaa, Gogn K" channcls T
Goy. Gaa Ca®" channels |
Ga, Cyclic GMP
phosphodicsterase T
Oy Goy, Gayy, Gy, Phospholipase C 7
G(l];, G(‘A“,
[P Gayz, Gajy ?
b] s en Different assemblics Adenylate cyclase 7/
of - and y-subunits  Phospholipases |
Phosphatidylinositol
3-kinese |
Y Y1t gian Protein kinase C 1
Protein kinase D {
GPCR kmases |
Ca’", K™ (and Na")
channels

Tableau LI: Classification des principales sous-unités des protéines G et leurs
effecteurs primaires. Tiré de Hermans, E. (7).

1.1.3 INTERACTION LIGAND-RECEPTEUR :

Les ligands des RCPGs peuvent avoir différents effets sur leurs récepteurs respectifs

(Figure 1.2). Un agoniste est défini comme étant un ligand qui suite a son interaction



avec le récepteur y induit un changement conformationnel menant a une réponse
biologique qui augmente I'activité du récepteur (28). Un agoniste est considéré
comme étant complet lorsqu’il est capable d’induire une réponse maximale dans le
systéme cellulaire ou tissulaire dans lequel il est utilisé. Par contre, un agoniste
partiel a un effet moins important que I’agoniste complet agissant sur le méme
récepteur dans des conditions identiques. L’effet de ’agoniste partiel est inférieur a
celui de ’agoniste complet méme lorsque la concentration de 1’agoniste partiel est
élevée de fagon a occuper tous les récepteurs a la surface cellulaire. Un agoniste peut
étre considéré comme étant complet dans un systéme mais partiel dans un autre
systéme cellulaire (28). En outre, un agoniste inverse est un ligand qui réduit le
nombre de récepteurs existant dans une conformation active. Ce phénomene est
observé dans le cas ol une fraction de récepteurs adoptent une conformation active
en absence de leur agoniste. Un ligand peut aussi €tre un antagoniste qui réduit ou

empéche I’effet d’un agoniste (28).
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Figure 1.2 : Effets des divers ligands sur I’activation des RCPGs. (a) L’agoniste
augmente D’activité du récepteur menant a une réponse biologique, tandis que
’agoniste inverse la diminue et réduit la proportion des récepteurs actifs en absence
de ligand. (b) L’antagoniste réduit I’effet des autres ligands. Tiré de The State of
GPCR Research in 2004 (29)

Les sites d’interaction entre le récepteur activé (suite a la liaison du ligand) et la
protéine G restent mal caractérisés. Pour certains RCPGs de la classe A, les études
suggérent que le ligand s’installe dans les régions extracellulaires du récepteur (1, 3).

Par contre, le site de liaison du ligand est situé dans les tiers supérieurs des domaines



TM dans le cas de récepteurs de la classe A tels que la rhodopsine (1-3, 29). La partie
C-terminale ainsi que la troisiéme boucle intracellulaire du récepteur sont impliqués
dans I’interaction avec la protéine G (1, 3). Afin d’en apprendre d’avantage sur les
sites d’interaction entre le récepteur et le ligand, des études de mutagenése ont été
effectuées. La mutagenése dirigée des récepteurs [,-adrénergique et muscarinique
suggere que les domaines TM 3 et TM6 jouent un rdle important dans la transition
confomationnelle du récepteur vers la forme active (3, 30, 31). La liaison du ligand
induirait un pivotement des domaines TM ainsi qu’un mouvement des domaines
intracellulaires et de la partie C-terminale du récepteur, ce qui permettrait
’exposition de résidus important pour [I’interaction avec la protéine G non

accessibles en absence de ligand (6).

1.1.4 ACTIVATION DES RCPGS :

Le processus d’activation des RCPGs est un phénomeéne mal documenté. Différents
modéles pharmacologiques ont été proposés pour expliquer les résultats des
différentes études de mutagenése (6). Les modéles pharmacologiques classiques sont
basés sur I’existence de 2 conformations du récepteur; soit une conformation inactive
et une active (27). Ce modeéle a été établi afin de pouvoir répondre & des exigences
théoriques comme la nécessité d’adopter la conformation active pour que le couplage

et I’activation de la protéine G soient possibles (Figure 1.3) (6).

Dans les années 1980, le modéle du complexe ternaire (Ternary complex model)
proposé par De Lean et al. a ét€ accepté par les experts dans le domaine (32). Dans
ce dernier, le récepteur, la protéine G ainsi que les effecteurs sont des entités
séparées qui diffusent librement dans la membrane. L’activation de la protéine G
dépendrait de la fréquence de collisions entre le complexe agoniste-récepteur avec
les protéines G (Figure 1.3) (6, 32).

Le modéle De Lean et al. a été modifié par Samama et al., afin de tenir compte de
’activité dite constitutive des récepteurs a [’état basal (sans stimulation avec
I’agoniste) qui est détectée dans des systémes cellulaires recombinants (Figure 1.3b)
(33). Dans le cas du récepteur de 1’angiotensine I, c’est en mesurant I’accumulation

des inositols phosphates médiée par le récepteur mutant L305Q en comparaison avec



celui de type sauvage que Dactivité ligand-indépendante du mutant a été mise en
évidence. En absence de ligand et contrairement au récepteur de I’angiotensine I de
type sauvage, la quantité d’inositols phosphates accumulés est directement
proportionnelle & la quantité des récepteurs mutants L305Q exprimés dans les
cellules (34). Enfin, le modéle modifié par Samama et al. (33) a été mis a jour par
Weiss et al. afin d’inclure la possibilité de couplage du récepteur a la protéine G en

absence du ligand, phénoméne observé dans certains cas (Figure 1.3c) (35)
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Figure 1.3 : Modéles pharmacologiques classiques de I’activation des RCPGs.

(a) Le modéle du complexe ternaire proposé par De Lean et al.(32). R représente le
récepteur qui en présence de 1’agoniste méne au complexe AR capable d’interagir
avec la protéine G afin de former les complexes ternaires ARG actifs. (b)
Modifications apportées au modéle du complexe ternaire par Samama et al. (33). La
conformation active R* du récepteur R est favorisée par le ligand. L’adoption de la
conformation R* permet I’interaction avec la protéine G. (c) Extension du modéle
modifié par Samama et al. afin d’inclure le couplage des récepteurs a la protéine G
en absence de ligand (35). Les constantes d’équilibre de dissociation sont désignées
par les lettres K1, K2, L et M. Tiré de Vauquelin, G. et al. (6).

Ces modeéles classiques suggérent qu’il n’existe que deux conformations que le
récepteur peut adopter. La modification du modéle pharmacologique classique a
aussi permis d’expliquer le concept de I’agoniste inverse, qui inhibe Dactivité
constitutive de fagon dose dépendante (27, 36). L’inhibition de I’activité constitutive
du récepteur par ’agoniste inverse suggére qu’il existe une forme active et inactive

du récepteur en absence de ligand et aussi que I’agoniste inverse favoriserait la



conformation inactive (6). Il est envisageable que différents états conformationnels
intermédiaires existent (27). En effet, la caractérisation de récepteurs mutés dans
lesquels le résidu d’origine a été remplacé par un petit acide aminé non polaire
(souvent une alanine) a permis de mieux cerner les processus moléculaires ayant lieu
durant I’activation des RCPGs (6). Certaines mutations ponctuelles donnent lieu & un
récepteur constitutivement actif soulignant I’importance des résidus d’origine qui
serviraient & établir des interactions intra-récepteur permettant de maintenir le
récepteur dans un état conformationnel inactif (3, 31, 37). Par exemple, la
substitution du résidu A293 par les 19 autres acides aminés dans la 3° boucle
intracellulaire du récepteur a.1B-adrénergique rend le récepteur constitutivement actif
(38). Le degré d’activité constitutive dépend de la substitution et peu atteindre

jusqu’a 50 % de Pactivité du récepteur sauvage suite a une stimulation avec

’agoniste (38).

En ce qui concerne le récepteur de ’angiotensine II, les études montrent qu’il y a
une interaction intramoléculaire entre le résidu N111 dans le domaine TM3 de ce
récepteur et des résidus encore mal caractérisés du domaine TM7 qui servent a
maintenir le récepteur dans une conformation inactive (39, 40). Lorsque le résidu
N111 est muté, le récepteur de I’angiotensine II acquiert une faible activité
constitutive. Toutefois, ce mutant peu étre activé suite 4 une stimulation par
I’agoniste et cette activité est presque équivalente a celle du récepteur de type
sauvage aprés stimulation (39, 40). La faible activité constitutive du mutant N111
suggére qu’il ne suffit pas de défaire par mutagenése les interactions
intramoléculaires au sein du récepteur pour permettre 1’activation de ce dernier, mais
que ’agoniste est nécessaire pour induire le changement conformationnel menant a
I’activation du récepteur (34). Ces observations permettent d’envisager qu’il existe
plusieurs états conformationnels menant a la conformation active du récepteur et que

le mutant N111 du récepteur de ’angiotensine II ayant une faible activité constitutive

aurait une conformation pré-active en comparaison avec le récepteur sauvage (6).

Etant donné qu’il est trés difficile d’étudier les RCPGs pré-activés par I’agoniste,
I’utilisation de récepteurs mutés ayant une activité constitutive permet d’en
apprendre plus sur les processus moléculaires durant I’activation des RCPGs. Par

contre, il faut prendre en considération le fait que la structure primaire d’un récepteur
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muté est différente de la forme sauvage. Aussi, la stimulation d’un récepteur mutant

et celle d’un récepteur sauvage pourrait donner lieu a des effets différents (6, 41).

Des expériences de spectroscopie de fluorescence en temps réel ont permis de
montrer qu’en présence d’agoniste, des RCPGs peuvent subir plusieurs changements
conformationnels successifs. Ces études de spectroscopie ont contribué a
I’établissement du modéle de liaison séquentielle et de la sélection conformationnelle
(sequential binding and conformational selection model) (Figure 1.4) (6). Selon ce
dernier, les RCPGs adoptent spontannément des conformations actives et inactives et
I’activation du récepteur par un agoniste serait un processus séquantiel (3, 42). En
effet, suite a I’interaction initiale entre le récepteur et un groupe fonctionnel de
’agoniste, toutes les interactions subséquentes stabiliseraient un ou plusieurs
domaines TM du récepteur donnant lieu a différentes conformations intermédiaires
menant & ’activation. En considérant ce modéle, des récepteurs de conformations
intermédiaires/préactivées favoriseraient la liaison d’un agoniste, ce qui augmenterait
la probabilité que les récepteurs subissent une isomérisation spontannée menant a
I’état pleinement actif (42). Ce modéle permet aussi d’envisager qu’il existe des
conformations inactives distinctes et permet d’expliquer des résultats expérimentaux
tels que la capacité d’agonistes inverses a protéger les récepteurs $2-adrénergiques
contre la protéolyse et la dénaturation due a I’augmentation de la température (43,

44).
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Figure 1.4 : Modele de liaison séquentielle et de la sélection conformationnelle. Ce
modéle suggére que les RCPGs peuvent adopter spontannément des conformations
actives et inactives. L’activation du récepteur suite a la liaison de 1’agoniste serait
séquenciel (3, 45). R correspond au récepteur a I’état basal stabilisé par des
antagonistes neutres, Ra* représente [I’état actif tandis que les états
intermédiaire/préactivés sont représentés par Ra’ et Ra'. Les mutants
constitutivement actifs se trouveraient dans les états Ra’ et Ra’’ et pourraient €tre
stabilisés par des agonistes partiels leur permettant d’adopter la conformation Ra*.
Ri’ représente les conformations inactives du récepteurs qui sont stabilisées par des
agonistes inverses. Tiré de Vauquelin, G. et al. (6).

Swaminath et al. (46) ont étudié par spectroscopie de fluorescence les changements
conformationnels induits par les catecholamines sur des récepteurs 2-adrénergiques
purifiés. Cette équipe a montré que suite & la liaison d’agonistes tels que la
norépinephrine, les récepteurs subissent des changements conformationnels menant a
deux états (rapide et lent) conformationnels cinétiquement distinguables.
L utilisation de dérivés chimiques apparentés aux catéchols a permis d’indentifier les
groupements chimiques donnant lieu aux changements conformationnels rapides et
lents des récepteurs [2-adrénergiques. Ainsi, les anneaux aromatiques et les
groupements hydroxyls des catéchols ainsi que les groupements amines présents
dans la dopamine et la norépinephrine seraient associ€és a des changements
conformationnels rapides. Par contre, les f-hydroxyls retrouvés dans la
norépinephrine seraient associés aux changments conformationnels lents. Les effets
des ligands sur la signalisation des récepteurs [2-adrénergiques a aussi €té
investigué. La stimulation des récepteurs avec la dopamine, qui ne semble induire
que des changements conformationnels rapides, permet d’activer la protéine Gas
mais n’induit pas D’internalisation des récepteurs tandis que le traitement des

récepteurs avec la norépinephrine et I’épinephrine, ménant aux changements
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conformatoinnels rapides et lents, induit ’activation des protéines Gas ainsi que
’internalisation des récepteurs. Ces résultats sont en accord avec le modele de liaison
séquentiel et de la sélection conformationnelle (Figure 1.4) selon lequel I’interaction
entre le récepteur et certains groupes chimiques de I’agoniste stabiliseraient des états

conformationnels du récepteurs menant a des réponses cellulaires distinctes.

1.1.5 RELATION STRUCTURE-FONCTION :

Aucune structure tridimensionnelle des RCPGs humains n’est connue. Les études
concernant la relation entre structure et la fonction des récepteurs de la classe A sont
basées sur la structure tridimensionnelle de la rhodopsine bovine dans son état inactif

(Figure 1.5) (47-49).

La rhodopsine est un RCPG de la famille A sensible aux photons. La particularité de
ce récepteur est que son ligand, le 1l1-cis-rétinal, est lié aux domaines TM de la
rhodopsine de fagon covalente (50). Cette interaction permet au 1 1-cis-rétinal d’agir
comme un agoniste inverse maintenant le récepteur dans sa conformation inactive.
Suite a une stimulation avec un photon, le Il-cis-rétinal isomérise et devient du
trans-rétinal. Ce dernier, agit comme un agoniste et induit les changements

conformationnels menant a I’activation de la rhodopsine (50).
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Figure 1.5: Structure de la rhodopsine. Tiré de The State of GPCR Research in 2004
(29).
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L’utilisation des modéles tridimensionnels, basés sur la structure tridimensionnelle
de la rhodopsine bovine dans son état inactif, en plus des études biochimiques et
biophysiques ont permis d’identifier des motifs clé importants dans le mécanisme
d’activation des RCPGs tels que les motifs E/DRY et NPxxY qui sont conservés a
travers la classe A (50). Aussi, le motif N(L/F)YSS présent dans le domainre TM3
est trés conservé a travers les récepteurs de chimiokine CXC et le résidu asparagine
serait important lors du couplage du récepteur a la protéine Ga suite a I’activation par
le ligand (64). La caractérisation de récepteurs dont ces motifs sont mutés permet de
mieux comprende le lien entre la structure et la fonction des RCPGs étant donné leur
implication dans des phénoménes physiologiques ainsi que dans de graves

pathologies.

L’un des motifs importants dans I’activation des RCPGs est le motif E/DRY situ€ a
la frontiére cytosolique du domaine TM3. Il constitue le motif connu comme étant
important dans le maintient de la conformation inactive du récepteur qui agit comme
un “’cadenas ionique’’ (ionic lock) (50). Le résidu arginine du motif E/DRY, le
résidu adjacent D/E ainsi que le résidu D/E partiellement conservé du domaine TM6
semblent étre impliqués dans la stabilisation du récepteur dans sa conformation
inactive (51). Dans le cas du récepteur alB-adrénergique, un pont salin entre
I’arginine du motif E/DRY et un résidu glutamate présent dans la sixiéme hélice
serait impliqué dans le maintient du récepteur dans sa conformation inactive (52). Le
changement de la charge d’un de ces résidus D/E donne lieu a des récepteurs
constitutivement actifs, entres autres, dans le cas des récepteurs rhodopsine et
adrénergiques (53-57). La substitution du résidu arginine affecte dans la plupart des
cas le couplage a la protéine G (60) tandis que le résidu tyrosine du motif serait un

site de phosphorylation important pour la signalisation du récepteur (58),

Le résidu Y139 du motif E/DRY du récepteur de chimiokine CCR2 est important
dans la signalisation du récepteur (58). En effet, Mellado et al. ont montré que le
mutant CCR2 Y139F est exprimé a la surface cellulaire et posséde une affinité pour
I’agoniste semblable au récepteur de type sauvage. Toutefois, le mutant ne peut pas
étre phosphorylé au niveau de la tyrosine du motif E/DRY, il est incapable

d’interagir avec la protéine Gai et ne peut induire la mobilisation du calcium dans les
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cellules en plus d’étre inapte & activer la voie JAK2/STAT3 suite a la stimulation

avec I’agoniste (58).

Un autre exemple montrant I’importance du motif E/DRY dans I’activation du
récepteur est celui des mutations introduites dans ce motif du récepteur Histamine H2
(59). Lorsque le récepteur de type sauvage est exprimé dans des cellules CHO de
fagon stable il montre une activité constitutive. Dans leur étude, Alewijse et al. ont
remplacé les résidus D115 et R116 par un résidu alanine ou asparagine (59). La
mutation du résidu D115 confére une plus grande affinité pour I’agoniste, une
activité constitutive ainsi que des propriétés de signalisation plus importantes au
récepteur Histamine H, mutant. Par contre, les mutants du résidu R116 donnent lieu
a un récepteur avec une capacité de signalisation réduite malgré I’augmentation de
Iaffinité pour 1’agoniste et de I’activité constitutive en comparaison avec le récepteur
de type sauvage. Ces résultats montrent I’importance des résidus D et R du motif
E/DRY dans le maintient de la conformation inactive et I’activation du récepteur
(59).

Le résidu arginine du motif E/DRY est, & quelques exceptions pres, trés concervé a
travers les RCPGs de la classe A. La mutation du résidu R de ce motif affecte le
couplage du récepteur a4 sa protéine G (60). La mutant R137H du récepteur
vasopressine 2 (V2R) est impliqué dans le diabéte néphrogénique insipide (61). Ce
mutant ne peut étre couplé a la protéine G a cause de son interaction constitutive
avec la B-arrestine ce qui influence grandement sa capacité a activer la production
d’AMPc dans la cellule. Aussi, ce récepteur V2R muté est constitutivement
phosphorylé (en absence d’agoniste), se retrouve dans les vésicules d’endocytose et
non a la membrane plasmique a été caractérisé comme étant contitutivement

désensibilisé. La conséquence physiologique de cette mutation est la perte d’eau des

patients souffrant du diabéte néphrogénique insipide (61).

La substitution du résidu arginine en histidine dans le motif E/DRY du récepteur
vasopressine 2 donne lieu & un mutant constitutivement désensibilisé et souléve des
questions quant au phénotype conféré par la méme mutation & d’autres RCPGs. A cet

effet, Wilbanks A.M. et al. ont étudié I’effet de la mutation du résidu arginie du motif
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E/DRY sur la signalisation, la localisation et la désensibilisation des récepteurs alB-
adrénergique et de I’angiotensine II de type 1A (60). La mutation du résidu arginine
donne souvent lieu & des mutants dont [’expression a la surface cellulaire est affectée
(62). Les auteurs montrent que le mutant R143E du récepteur a1B-adrénergique est
beaucoup moins présent & la membrane plasmique des cellules HEK293 en
comparaison avec le récepteur de type sauvage (60). Le récepteur a1B-adrénergique
est couplé a une protéine Gaq et sa stimulation avec 1’agoniste (norépinephrine)
méne 3 ’activation de la phospholipase C (PLC) et a I’accumulation d’inositols
triphosphates (IP;) dans la cellule. Les mutants o1B-adrénergique R143A, R143E,
R143H et R143N ne peuvent induire la production d’IP; suite & la stimulation avec
I’agoniste contrairement au récepteur de type sauvage et au mutant R143K. Ces
mutants sont présents en grande partie dans les vésicules d’endocytose des cellules
en absence de ligand et leur distribution dans les endosomes est accentuée suite au
traitement avec ’agoniste comme ce qui a été observé avec le mutant R137H du
récepteur vasopressine 2 constitutivement désensibilisé (61). La faible proportion des
mutants R143K présents 4 la membrane plasmique suite au traitement avec I’agoniste
reste toutefois plus importante en comparaison avec les autres mutants de ce

récepteur.

Wilbanks et al. ont aussi étudié I’influence des mutants sur la distribution de la -
arrestine étant donné son implication dans le phénoméne de désensibilisation des
RCPGs suite a la stimulation avec I’agoniste (63). La grande affinité des mutants
pour la B-arrestine en absence de stimulation avec I’agoniste explique sa présence a
la membrane plasmique et sa re-localisation vers les endosomes suite au traitement
des récepteurs avec 1’agoniste. Donc, ces mutants sont faiblement présents a la
membrane plasmique, ils sont incapables d’induire la signalisation, a I’exception du
mutant R143K, et leur affinité pour la B-arrestine affecte sa distribution cellulaire en
absence de stimulation des récepteurs par I’agoniste. La caractérisation du mutant
R126H du récepteur de I’angiotensine II de type 1A, a permis de montrer que la
substitution du résidu arginine seul n’est pas suffisent pour abolir la signalisation via
ce récepteur. Toutefois, la capacité de ce mutant 4 coupler a la protéine Gagq et
d’induire ’accumulation des IP; est réduite. Aussi, ce mutant est principalement

localisé dans les endosomes et il est fortement associé & la B-arrestine en absence
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d’agoniste. Le phénotype mis en évidence suite & la substitution du résidu arginie du
motif E/DRY des récepteurs a1B-adrénergique et de I’angiotensine II de type 1A est
tel que les récepteurs sont désensibilisés constitutivement et ces récepteurs peuvent
perdre ou garder leur capacité a induire la production de seconds messagers suite a
stimulation avec I’agoniste (60). Wilbanks et al. montrent que le phénotype des
récepteurs étudiés suite & la substitution du résidu arginie du motif DRY est
semblable ce qui montre I’importance de résidu pour la localisation du récepteur et

pour son activité (60).

Par ailleurs, Zhang et al. ont montré que le résidu N 119 situé dans le domaine TM3
du récepteur de chimiokine CXCR4 est important dans I’activation de ce récepteur
(64). 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 affinit¢ avec la protéine Ga (65). En
considérant la structure cristalline de la rhodposine, ce résidu serait orienté vers le
centre hydrophobe du récepteur (47). Le résidu N119 de CXCR4 serait a distance
égale des parties extracellulaires et cytoplasmiques du domaine TM3 de CXCR4. Le
motif N(L/F)YSS est trés concervé a travers les récepteurs de chimiokine CXC et le
résidu asparagine serait important dans les changments conformationnels permettant
au récepteur d’interagir avec la protéine Go (64). La substitution du résidu N119
pour une alanine ou une sérine donne lieu & un récepteur CXCR4 constitutivement
actif, tandis que la substitution avec un résidu lysine ou un résidu acide aspartique
donnent respectivement lieu & un récepteur incapable de signaliser ou de phénotype
sauvage. Suite a la stimulation avec le 1’agoniste SDF-1, la mobilisation de calcium
dans les cellules exprimant les mutants constitutivement actifs (N119S, N119A) est
faible par rapport au récepteur sauvage CXCR4 (64). Le récepteur de type sauvage
est internalisé suite 3 la stimulation avec SDF-1, tandis les mutants constitutivement
actifs N119A et N119S sont continuellement présents a la surface cellulaire et dans
les inclusions cytoplasmiques méme en absence de ligand ce qui suggére
Pinternalisation constitutive de ces mutants. Le mutant NI19K quant a lui ne
signalise pas et n’est pas internalisé suite & une stimulation avec SDF-1, bien qu’il ait
conservé une affinité appréciable pour le ligand (64). Aussi, les mutants
constitutivement actifs possédent des affinités différentes de celles du récepteur

sauvage et cela pour I’agoniste SDF-1 ainsi que dans le cas de I’agoniste partiel
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AMD?3100 et I’agoniste inverse T140. Ces résultats montrent I’importance du résidu
N119 du domaine TM3 de CXCR4 pour la conformation de base du récepteur ainsi

que pour son réarrangement conformationnel menant a son I’activation (64).

Toutes ces études suggérent que l’activation des RCPGs requiére I’interruption
d’interactions intramoléculaires qui favoriseraient une conformation inactive du
récepteur (59, 64). La liaison de I’agoniste permettrait de défaire les liens
intramoléculaires dans le récepteur et stabiliserait une conformation permettant
Pactivation du récepteur. Lorsque les résidus gardant le récepteur dans une
conformation inactive sont mutés le récepteur acquiert une activité constitutive qui
peut aussi étre associée a des pathologies dans le cas de mutations naturelles (66). Il
est envisageable que les récepteurs adoptent spontanément des conformations actives
et inactives et que le ligand interagit de fagon préférentielle avec une conformation

donnée du récepteur (3, 6, 45).

1.2 DIMERISATION DES RCPGS :
1.2.1 HISTORIQUE :

Le concept de dimérisation a été accepté comme étant important dans le
fonctionnement des divers récepteurs transmembranaires des facteurs de croissance
tels que le epidermal growth factor receptor (EGFR), platelet-derived growth factor
receptor (PDGFR), le fibroblast growth factor receptor (FGFR) ainsi que les
récepteurs d’hormones de croissance (67). Ces récepteurs possédent un seul domaine
transmembranaire et sont désignés comme étant des récepteurs tyrosine kinases
puisqu’ils possédent un domaine de liaison & ’agoniste extracellulaire et un domaine
intracellulaire tyrosine kinase (67). L’interaction avec I’agoniste induit dans la
plupart des cas la dimérisation de ces récepteurs, suivie de la phosphorylation croisée
des résidus tyrosines du domaine tyrosine kinase ce qui permet d’augmenter
Pactivité kinase du récepteur. Lorsque les résidus tyrosines situés a I’extérieur du
domaine tyrosine kinase sont phosphorylés, I’affinité et I’interaction avec les
effecteurs cellulaires, tels que la phospholypase Cy et la tyrosine kinase

cytoplasmique Src, sont augmentées (67).
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Ce n’est que dans les années 1970 que les premiéres observations pharmacologiques
suggérant I’existence de diméres de RCPGs ont été effectuées. Les courbes de
saturation complexes montrant une coopérativité négative (ex. récepteur B-
adrénergique) ou positive obtenues suite au traitement des récepteurs avec leurs
agonistes et antagonistes respectifs pouvaient étre interprétés comme étant des
interactions “’site-site’> entre récepteurs dans un complexe dimérique voir
multimérique (68-71). Par ailleurs, les propriétés de liaison non-classiques
d’antagonistes comme le 3H-Spiperone du récepteur dopaminergique, qui ne détecte
que la moitié des sites de liaison pouvant étre occupés par la famille d’agonistes des
benzamides, ont aussi été interprétés comme étant dii & la dimérisation de ces
récepteurs (72, 73). D’autres données biochimiques ont mis en évidence la possibilité
que la dimérisation soit un phénoméne courant dans la famille des RCPGs. Par
exemple, le marquage par photo-affinité des récepteurs muscariniques a permis
d’observer des états de haute et basse affinité pouvant €tre expliqués par la
dimérisation (74). La détermination de la taille des récepteurs gonadotropine,
dopamine ainsi que o et B-adrénergiques en utilisant des techniques comme le
crosslinking et la chromatographie par immunoaffinité ont aussi permi de détecter
des complexes moléculaires de tailles importantes ce qui suggére que ces récepteurs

forment des diméres (74-77).

La dimérisation des RCPGs n’a été ré-investiguée qu’au début des années 1990
lorsque des études biochimiques et de trans-complémentation ont permis de montrer

que cette interaction avait lieu (72).
1.2.2 TRANS-COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE :

La complémentation est caractérisée par le fait que la contribution d’un seul de deux
protoméres est suffisante lors de la fixation du ligand ou de la signalisation. Elle
indiquerait alors que la dimérisation entre mutants défectueux peut mener & un

dimeére fonctionnel.

Les résultats de Maggio et al. ont permis de rouvrir le débat sur la dimérisation des

RCPGs (78). En utilisant les récepteurs op-adrénergique et M3-muscarinique, ils ont
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donné lieu a 2 récepteurs chimériques composés d’une part des 5 premiers domaines
TM du récepteur op-adrénergique et des 2 derniers domaines TM du récepteur M3-
muscarinique et d’autre part des 5 premiers domaines TM du récepteur M3-
muscarinique et les 2 derniers domaines TM du récepteur o-adrénergique. Lorsque

les chiméres sont exprimées seules dans les cellules et stimulées par un des agonistes
des récepteurs étudiés, la liaison des agonistes et I’activation de la signalisation
cellulaire n’ont pas lieu. Toutefois, la co-expression des chiméres permet de restaurer
la capacité d’interaction avec les agonistes et suite a cette stimulation la signalisation
cellulaire est enclenchée. Ces résultats montrent que les deux récepteurs sont

nécessaires pour former une unité fonctionnelle (72, 78).

D’autres exemples de trans-complémentation fonctionnelle montrent que
I’interaction intermoléculaire entre les récepteurs mutants permet de rétablir la
capacité de liaison de I’agoniste ainsi que la signalisation subséquente et cela grice a
la formation d’un complexe dimérique des deux récepteurs défectueux (72). La co-
expression de deux mutants du récepteur de I’angiotensine II incapables de lier
I’agoniste permet de rétablir I’interaction avec I’angiotensine II (79). Dans le cas de
mutants inactifs du récepteur a calcium, la co-expression dans la méme cellule ne
permet de restaurer la signalisation induite par I’agoniste que partiellement (80, 81).
Cela suggére que les deux mutations détruisent la méme fonction du récepteur

empéchant de former une unité fonctionnelle par trans-complémentation.

Des modeles de dimérisation ont été proposés, notamment le modele de dimérisation
par contact (Figure 1.6a) (50). Dans ce cas, chaque polypeptide du dimére se replie
indépendamment adoptant une structure semblable a celle de la rhodopsine. Les
polypeptides peuvent interagir avec les autres unités grace aux domaines TM tels que
TMS5 et TM6 (50). Suite a des observations comme celles décrites par Maggio et al.
(65), le modéle de dimérisation domain swapping a été proposé (Figure 1.6b) (50).
Selon ce dernier, chaque unité fonctionnelle du dimére est composée des 5 premiers
domaines TM d’un polypeptide et des 2 derniers domaines TM de I’autre
polypeptide. Dans ce modéle, les 3° boucles intracellulaires des protoméres
constituent la région impliquée dans I’interaction entre les deux unités fonctionnelles

(78, 79, 82). Les résultats obtenus avec les chiméres des récepteurs M3-muscarinique
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et op-adrénergique montrent que les diméres existent et agissent comme unité

fonctionnelle. Par contre, elles ne permettent pas de montrer que la dimérisation
entre récepteurs de type sauvage a lieu selon le modéle domain swapping (50).
Notamment, les expériences essayant de montrer le phénomene du domain swapping
dans le cas d’autres récepteurs ont échoué, ce qui rend le modele difficilement

généralisable (72).

6-6 contact dimer

Figure 1.6: Modéles de dimérisation des RCPGs. (a) Modéle de la dimérisation par
contact. (b) Dimérisation par domain swapping. Tiré de Springael, J-Y. et al.(50)

1.2.3 MUTANTS DOMINANTS NEGATIFS :

L’existence de diméres de RCPGs a été mise en évidence suite a I’identification de
mutants dominants négatifs. Un dominant négatif est un mutant inactif capable de
former un complexe avec le récepteur de type sauvage et lui impose son phénotype

ce qui élimine I’activité du récepteur de type sauvage (72).

Le récepteur de chimiokine CCRS5 est un co-récepteur nécessaire a I’entrée du VIH
dans les cellules cibles. La délétion de 32 acides aminés de la 2° boucle

extracellulaire de ce RCPG donne lieu & un récepteur dominant négatif (83, 84). En

effet, il a été montré que le mutant CCR5A32 ne s’exprime pas a la surface cellulaire
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et lorsque co-exprimé avec le récepteur de type sauvage, ce dernier est retenu dans le
réticulum endoplasmique (RE). Cela suggére que la dimérisation pourrait étre requise
pour I’adressage de CCRS a la surface cellulaire. En 2001, Chelli et al. ont montré
que cet effet dominant négatif du mutant impliquerait une interaction entre le

domaine TM3 de CCRS et le domaine TM4 de CCR5A32 (84).

Le phénotype du mutant CCR5A32 est cliniquement important puisque cette délétion
naturelle a été montrée comme étant capable de conférer une résistance a I’infection
par le VIH-1 (85-87). Benkirane et al. ont proposé que la rétention du dimére
CCRS5A32/CCRS5 dans le RE serait la cause du ralentissement de la progression du
SIDA chez les patients hétérozygotes infectés par le VIH-1 (83). Toutefois, d’autres
groupes suggérent que la diminution de I’expression du récepteur CCRS5 a la surface
de leucocytes purifiés a partir d’échantillons sanguins d’individus hétérozygotes
puisse étre due uniquement au dosage du géne CCRS, et que I’effet dominant négatif

de CCR5A32 ne serait pas en cause (50).

1.2.4 CO-IMMUNOPRECIPITATION DES RCPGS :

Les études de trans-complémentation et de mutants dominants négatifs indiquent que
les RCPGs peuvent former des dimeéres. Toutefois, il a été objecté qu’il pouvait
s’agir d’un phénomeéne propre aux récepteurs mutants. A cet effet, des expériences
permettant de détecter directement les interactions protéine-protéine ont été mises au
point (72). Il a été montré par co-immunoprécipitation que plusieurs autres RCPGs
peuvent dimériser dont les récepteurs GABAB (88-90), métabotropique glutamate 5
(mGluRs) (91), 8-opioide(92), calcium (93) et M3-muscarinique (94).

La co-immunoprécipitation du récepteur (,-adrénergique en utilisant des étiquettes
immunologiques différentes a permis de montrer son homodimérisation dans les
cellules d’insectes Sf9 (13). L’immunobuvardage de type western du récepteur c-
myc-B,-adrénergique exprimé dans les cellules Sf9 a permis d’observer la forme
monomérique du récepteur (43-50 kDa) mais aussi une forme du récepteur dont la
taille moléculaire correspond au double de celle du monomére (85-95 kDa). Cela

suggére I’existence d’un dimére de récepteur résistant au traitement au sodium
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dodécyl sulfate (SDS) (13). Ce dimeére est aussi observé dans les préparations de
membranes solubilisées avec la digitonine et méme suite 4 la purification des
récepteurs par affinité sur des colonnes alprénolol-sépharose. Aussi, le crosslinking
avec Dagent BASED (bis[P-(4 azidosalicylamindo)ethyl] disulfide) a permis
d’augmenter la quantité de diméres détectés par rapport a celle des monoméres du
récepteur Pr-adrénergique en stabilisant cette forme du récepteur. Cela suggére

I’existence des diméres avant la lyse cellulaire (13).

Dans cette méme étude, Hébert et al. ont co-exprimé les récepteurs HA-$,-
adrénergique et c-myc-B;-adrénergique dans des cellules Sf9. L’ immuno-réactivité
de I’épitope HA dans les fractions cellulaires immunoprécipitées avec un anticorps
anti-c-myc ainsi que P’'immunoprécipitation avec un anticorps anti-HA suivie d’un
immunobuvardage avec [’anticorps anti-c-myc a permis de détecter la forme
monomérique ainsi que la forme dimérique du récepteur (13). Ces résultats indiquent
que les récepteurs HA-B,-adrénergique et c-myc-f,-adrénergique sont co-
immunoprécipités et forment un complexe avant la lyse cellulaire. Ces résultats
montrent qu’il y a une interaction intermoléculaire entre les protomeéres (-
adrénergiques, les protoméres étant définis comme étant des sous-unités identiques
dans un complexe oligomérique. Comme controle négatif, aucune co-
immunoprécipitation entre le récepteur c-myc-M2-muscarinique et HA-f--

adrénergique n’a était observée (13).

Par ailleurs, le récepteur vasopressine V2 est important dans la régulation de la
rétention de I’eau dans les reins. Certaines mutations du récepteur, telle que
I’absence d’une portion de sa partie C-terminale a partir du résidu 337, ont été
identifiées chez des patients atteints de diabéte néphrogénique insipide congénital
(13). Il a été montré par Hébert et al. que le récepteur vasopressine V2 ainsi que le
mutant tronqué peuvent homodimériser. Leur expression transitoire dans des cellules
mammiféres COS-7 suivie d’une immunoprécipitation ainsi  qu’un
immunobuvardage de type western ont permis de détecter la forme monomérique du
récepteur de type sauvage (64-69 kDa) et du mutant (55-58 kDa) mais aussi la forme
dimérique de ces derniers dont les poids moléculaires sont respectivement 120-135
kDa et 89-100 kDa (13).
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La co-immunoprécipitation et I’analyse par immunobuvardage de type western ont
permis d’apporter plusieurs éléments de réponse quant a la dimérisation des RCPGs
(72). Toutefois, la co-immunprécipitation requiert la solubilisation des récepteurs et
les diméres observés pourraient constituer un artéfact suite & la solubilisation. Les
RCPGs possédent 7 domaines transmembranaires hydrophobes et suite & une
solubilisation incompléte leur agrégation peut, de fagon erronée, étre interprétée
comme étant une dimérisation (72). Par contre, la détection d’une bande de taille 2
fois supérieure & celle du monomére pourrait aussi s’expliquer par le fait que les
diméres de RCPGs montrent une résistance au pouvoir dénaturant du SDS & cause
des interactions intermoléculaires hydrophobes au sein du dimeére (88-94). Ce
phénomeéne n’est pas unique aux RCPGs et a été observé dans les cas de plusieurs
autres protéines (72) ce qui permet d’envisager que les des diméres détectés sont

spécifiques.

Notamment, les expériences décrites précédemment ont été réalisées dans des
systémes d’expression hétérologues dans lesquels les récepteurs d’intérét ont été
surexprimés (88-90). Il a donc été considéré que les diméres seraient non-spécifiques
et résulteraient plutdt de la surexpression des récepteurs dans les cellules. Toutefois,
la dimérisation des RCPGs a aussi été montrée dans des cellules exprimant les
récepteurs de fagon endogéne (90, 95, 96). Ciruela et al.ont détecté par co-
immunoprécipitation des monoméres (39 kDA) et des diméres (74 kDa) du récepteur
adénosine A1 présents dans des cellules du cortex cérébrale de cochon. L’existence
de diméres (90 kDA) du récepteur de la dopamine D2 a été suggérée suite a la co-
immunoprécipitation des récepteurs provenant de tissus humains. L’existence de
diméres du récepteur de chimiokine CCRS dans les cellules monoculéaires
périphériques du sang (97), du récepteur CCR2 dans des cellules monocytaires
humaines de type Mono Mac 1 (98), ainsi que du récepteur CXCR4 dans des cellules

T humaines (99) a été observé.



24

1.2.5 DETECTION DE DIMERES DANS LES CELLULES VIVANTES :

Les méthodes biophysiques de transfert d’énergie par résonance sont des outils de
choix pour étudier la dimérisation des RCPGs dans les cellules vivantes. Ces
méthodes sont basées sur un transfert non-radiatif d’énergie entre les dipbles
électromagnétiques d’un donneur d’énergie a un accepteur. .Il est primordial que le
spectre d’émission du donneur et le spectre d’excitation de I’accepteur se recoupent
et que le donneur et I’accepteur soient a proximité 1’un de [’autre (72).

La fusion de I'un des protoméres au donneur et |’autre protomére a 1’accepteur
permet d’observer leur dimérisation des RCPGs dans les cellules vivantes puisque
que le transfert d’énergie a lieu lorsque les partenaires d’interaction sont & une
distance de moins de 100 A. L’efficacité du transfert d’énergie par résonance dépend
de D’orientation et de la distance séparent le donneur et I’accepteur. En effet,
I’efficacité du transfert d’énergie varie en fonction de la puissance 6 de la distance
qui sépare les partenaires du transfert d’énergie (100). La variation du transfert
d’énergie par rénonance dépend de la distance initiale entre 1’accepteur et le donneur.
Dans le cas d’un dimére constitutif de RCPGs dont les partenaires de transfert
d’énergie sont extrémement & proximité, le transfert d’énegie atteindrait presque son
seuil maximal. Les changements conformationnels induits par un ligand ne
pourraient étre que faiblement observé étant donné que la variation du transfert
d’énergie de résonance serait faible. Toutefois, sachant que (1) I’efficacité du
transfert d’énergie varie inversement avec la puissance 6 de la distance entre les
fluorophores et que (2) dans le cas ou la distance entre le donneur et ’accepteur
couplés a leurs RCPGs respectifs donne lieu a environ 50% du transfert d’énergie
maximal, de petits changements dans la distance séparant le donneur et ’accepteur se
traduirait par une variation importante dans le transfert d’énergie par résonance
(100). Cette caractéristique rend les méthodes de RET des techniques de choix pour

étudier les interactions protéine-protéine.
1.2.5.1 TRANSFERT D’ENERGIE PAR RESONANCE DE FLUORESCENCE (FRET) :
Dans le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), le donneur (ex.CFP,

Cyan Fluorescent Protein) et I’accepteur (YFP, Yellow Fluorescent Protein) sont des

molécules fluorescentes. En fusionnant les protoméres RCPGs au donneur et a
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’accepteur, cette méthode permet d’examiner leur dimérisation puisque s’il y a
interaction entre les protoméres le FRET a lieu (72). L’énergie initiale est procurée
au donneur fluorescent grice a une source de lumiére (101). L’émission de
fluorescence de I’accepteur ainsi que le quenching de la fluorescence du donneur
peuvent servir & quantifier le transfert d’énergie. Notamment, il est possible de
coupler des anticorps dirigés contre le récepteur (102) ou des ligands (103) a des
fluorophores et de regarder leur interaction avec le récepteur fusionné a un autre
fluorophores constituant ainsi un couple FRET. Des variations de la méthode de
FRET sont le ppFRET (photobleaching FRET) (102) et le HTR-FRET (homogenous
time-resolved FRET) qui dépendent du temps (104). L’efficacité du transfert
d’énergie dans le pbFRET est calculée indirectement suite & la mesure du temps de
“’photobleaching’® du donneur d’énergie excité par une source de lumicre en
présence et en absence de I’accepteur d’énergie (105). Quant au HTR-FRET mesuré
en fonction du temps il permet de faire des mesures de FRET décalée dans le temps
en utilisant des fluorophores dont la fluorescence est maintenue durant une période
de temps plus importante. Cela permet de réduire le bruit de fond causé par
I’autofluorescence des cellules (105). L’utilisation du FRET a permis de montrer
I’homodimérisation de RCPGs tels que les récepteurs SSTRS5-somatostatine (102) et
d-opioide (104).

1.2.5.2 TRANSFERT D’ENERGIE PAR RESONANCE DE BIOLUMINESCENCE (BRET) :

Le BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) est un phénoméne naturel
ayant lieu dans les animaux marins comme la Renilla reniformis (106). Le principe
est le méme que dans le cas du FRET a la différence que le donneur est une protéine
luminescente, plus spécifiquement une enzyme appelée luciférase (RLuc).
L’oxydation du substrat (coelentérazine) par la luciférase permet de produire la
luminescence qui peut étre transférée a I’accepteur fluorescent (YFP) lorsque ces
deux molécules sont & une distance de moins de 100 A I’une de I’autre (Figure 1.7)
(72).

La méthode de BRET est un syst¢éme de choix pour I’étude de la dimérisation des
RCPGs dans les cellules vivantes qui permet aussi d’observer les changements

conformationnels d’une protéine (107). Il s’agit dans un premier temps de fusionner
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la partie C-terminale du RCPG d’une part a la Rénilla luciferase (Rluc) et I’autre
partenaire d’interaction a la YFP et de co-exprimer les protéines de fusion dans les
cellules. En absence de dimérisation, suite a 1’addition de la coelentérazine H, un
signal de bioluminescence ayant un pic & 470 nm devrait étre obtenu et correspond a
celui de la Rluc seule (107). Dans le cas d’une dimérisation, I’énergie produite suite
a I’oxydation de la coelentérazine H par la Rluc est transférée a I’accepteur YFP
étant donné leur proximité. Le deuxiéme signal apparait et correspond & la

fluorescence caractéristique de la YFP ayant un pic & 530 nm (108) (Figure 1.7).

L’un des avantages du FRET est qu’il permet, grice & un microscope, la
visualisation de I’interaction protéine-protéine dans les compartiments de la cellule,
ce qui est impossible avec le BRET a cause de la faible intensité de lumiére émise
par la luciférase (107). Le HTR-FRET requiert I'utilisation de constructions
conjuguées a des anticorps et ces derniers ne peuvent pas traverser la membrane
plasmique. Cela permet la détection exclusive de diméres & la surface cellulaire,
contrairement au BRET ou la dimérisation est détectée dans tous les compartiments

cellulaires (50).

Toutefois, plusieurs désavantages du FRET ont permis au BRET de devenir la
méthode de choix permettant de visualiser la dimérisation dans les cellules vivantes.
Le fluorophore donneur dans la méthode du FRET requiert une excitation par une
lumiére monochromatique qui peut aussi exciter directement [’accepteur.
L’interprétation des résultats devient alors compliquée puisque les spectres
d’absorption et d’émission des mutants GFP disponibles se recoupent (107). Aussi,
’excitation par une lumiére peut induire le photobleaching du fluorophore donneur
ce qui peut mener & la perte du signal en fonction du temps en plus de causer ’auto-

fluorescence des cellules et augmenter le bruit de fond (72).

Par contre, I’excitation a 1’aide d’une source d’énergie extérieur n’est pas nécessaire
dans le BRET. La quantification du transfert d’énergie par résonance est facilitée par
rapport au FRET (109).
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Figure 1.7: Représentation schématique du BRET. Suite a [’ajout de la
coelentérazine H, le substrat du donneur Rluc (a) aucun transfert d’énergie n’a lieu si
le donneur et ’accepteur fusionnés aux partenaires d’interaction investigués sont
séparés par une distance supérieure a 100 A. (b) Un signal BRET est mesuré si les
protéines fusionnées au donneur et a I’accepteur interagissent et réduisent la distance
entre donneur et accepteur a 100 A ou moins. Tiré et modifié a partir de Bouvier, M.
(72).

Les méthodes biophysiques de RET permettent de regarder la dimérisation des
RCPGs dans leur environnement. Plusieurs équipes ont montré I’existence d’homo-
ou d’hétérodimeéres de RCPGs tels que les récepteurs B1 et $2-adrénergiques (108,
110, 111), le récepteur dopamine D2 (111), le récepteur de la somatostatine SSTRS
(111), le récepteur TRH (112), & et x-opioides (104, 113), les récepteurs de
chimiokines CXCR4 et CCRS5 (114), et les récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2
(115) dans les cellules (116, 117).
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Mercier et al. ont montré I’homo- et hétérodimérisation des récepteurs B; et Ba-
adrénergiques par BRET (110). Cette étude a aussi permis pour la premiére fois
d’estimer I’affinité des protoméres 3, et B,-adrénergiques & homo- et hétérodimériser
ainsi que d’évaluer I’effet de la densité des récepteurs sur leur capacité a former des
diméres détectés par BRET (110). Les récepteurs 3; et B,-adrénergiques possédent
une grande identité de séquence dans les domaines transmembranaires qui pourraient

étre les sites d’interactions entre les protoméres (13). Notamment, les récepteurs 3; et

[p-adrénergiques sont co-exprimés de facon endogeéne dans plusieurs types
cellulaires tels que les cellules transitionnelles et mi-nodales du nceud atrio-
ventriculaire ainsi que dans les cellules vasculaires du muscle lisse du rein (118,
119). Le fait que ces deux récepteurs sont retrouvés aussi dans le foie, les poumons

ainsi que les tissus adipeux (120) permet d’envisager leur hétérodimérisation (110).

Dans le cadre de I’étude de Mercier et al., la partie C-terminale des récepteurs P et

[2-adrénergiques ont été fusionnés d’une part avec le donneur Rluc et d’autre part
avec I’accepteur GFP. L’équipe a montré que I’affinité des protéines de fusion pour
I’antagoniste cyanopindolol et I’agoniste isoprotérénol est comparable a celle des

protéines non fusionnées. Aussi, la capacit¢ des protéines de fusion & stimuler

I’adénylate cyclase est identique a celle des récepteurs sans fusion (110).

Afin que les résultats BRET puissent étre considérés comme étant quantitatifs, le
ratio donneur Rluc/accepteur GFP doit étre un parameétre contrdlé. Le transfert
d’énergie par BRET pour une méme concentration de donneur Rluc devrait
augmenter lorsque la concentration en accepteur GFP augmente (110). En atteignant
un plateau, toutes les molécules de donneurs transférent leur énergie a I’accepteur
GFP ce qui permet de tracer une courbe de saturation. Le niveau maximum de BRET
(BRET,ax) devrait dépendre du nombre de dimeres formés ainsi que de la distance
séparant le donneur de I’accepteur dans les diméres. Le BRET50 est défini comme
étant la concentration des accepteurs GFP donnant lieu a 50% du transfert d’énergie.
Cette valeur devrait refléter I’affinité relative de la protéine fusionnée a I’accepteur

pour la protéine fusionnée au donneur (110) (Figure 1.8).
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Figure 1.8: Courbe théorique de saturation BRET. Le signal BRET représenté en
fonction des fusions du donneur-GFP/accepteur-Rluc permet de considérer les
mesures comme €tant quantitatives uniquement si la fluorescence et la luminescence
sont respectivement proportionnelles & la concentration des récepteurs-GFP et
récepteurs-Rluc Le BRETMax devrait refléter le nombre de dimeéres. Le BRET50
devrait correspondre au nombre de fusions -Rluc donnant lieu & 50% du transfert
d’énergie et refléterait I’affinité relative du protomeére-GFP pour le protomére-Rluc.
Tiré et adapté a partir de Mercier, J.F. et al. (110).

En tenant compte des considérations théoriques établies précédemment, Mercier et
al. ont confirmé I’existence d’homo- et d’hétérodiméres B; et Br-adrénergiques par
BRET (110). Les courbes de saturations ont été tracées suite a la co-transfection des
cellules HEK293 avec une quantité constante de récepteur (B; ou B-adrénergique)
fusionné au donneur Rluc et des concentrations croissantes de récepteur B; ou [3,-
adrénergique fusionné a I’accepteur GFP. Le signal BRET exprimé en fonction du
niveau de fluorescence (par rapport au niveau basal de fluorescence) permet

d’obtenir les courbes de saturation sous forme d’hyperbole. Toutefois, afin de
pouvoir interpréter de fagon quantitative les résultats montrant [’homo- et
I’hétérodimérisation des récepteurs B, et B;-adrénergiques, il est impératif que les
mesures de luminescence et de fluorescence soient directement proportionnelles a la
quantité de récepteur (110).

Les auteurs ont confirmé la relation linéaire entre la luminescence et la fluorescence

des protéines de fusion par rapport a la densité des récepteurs. Mercier et al.
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montrent qu’en illustrant le BRET en fonction du ratio récepteur-GFP/récepteur-Rluc
donne aussi lieu a une hyperbole qui atteint un seuil maximal (Figure 1.8). Les

valeurs de BRET50 obtenues a partir des courbes de saturation BRET, pour les

homo- et hétérodiméres P; et By-adrénergiques, sont similaires et suggérent que

I’affinité relative des protoméres f; et [3;-adrénergiques les un pour les autres est
semblable. Ainsi, dans les cellules exprimant les 2 sous-types de récepteurs de fagon
endogeéne I’hétérodimérisation serait aussi probable que ’homodimérisation. Dans le
cas ol le BRET détecté n’aurait pas été spécifique mais plutdt le résultat de
collisions aléatoires entre récepteurs-Rluc et -GFP, le signal BRET aurait donné lieu
a une droite aussi désigné le bystander BRET (110). Enfin, I’équipe a montré que le
BRET ne varie pas lorsque la densité des récepteurs est augmentée tout en gardant le
ratio récepteur-Rluc/récepteur-GFP équivalent a 1:1 montrant que le signal BRET

détecté est spécifique et indépendant de la densité des récepteurs (110).

1.3 IMPORTANCE DE LA DIMERISATION :

Les différentes méthodes décrites précédemment ont permis de montrer I’existence
d’interactions intermoléculaires entre les protomeéres de RCPGs. La dimérisation des
RCPGs est importante dans différents aspects de leur biosynthése et fonction. Etant
donné que ces récepteurs sont la plus importante cible pharmacologique des
médicaments, I’acquisition d’informations & leur sujet pourrait avoir de grandes

implications dans le développement et le criblage de nouvelles drogues (50).
1.3.1 LA DIMERISATION DANS LE CHAPERONING ET LE TRANSPORT :

La dimérisation semble étre importante dans le repliement et le transport adéquat des
RCPGs a la surface cellulaire et 1’étude du récepteur métabotropique GABAB est un
exemple qui illustre cette importance (72). Plusieurs travaux simultanés réalisés par
des équipes indépendantes ont montré que I’expression a la surface cellulaire d’un
récepteur GABAB fonctionnel requiert la co-expression des protomeéres GBRI
(GABABRI1) et GBR2 (GABABR?2) (88-90). L’expression de I’isoforme GBR1 seul,
dans les cellules de mammiferes, donne lieu a un récepteur retenu dans le RE.

Lorsque GBR2 est exprimé seul dans les cellules, il est retrouvé a la surface
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cellulaire. Toutefois, cet isoforme est incapable de lier I’agoniste GABA et d’activer
la signalisation cellulaire (88-90). La co-expression de GBR1 et GBR2 permet aux
deux protoméres d’atteindre la surface cellulaire en tant que protéines matures et
capables d’induire la signalisation cellulaire suite au traitement avec I’agoniste. Ala
lumiére de ces résultats, cette hétérodimérisation semble étre requise pour

I’expression & la surface cellulaire d’un récepteur GABAB fonctionnel (88-90).

L’interaction protéine-protéine entre GBR1 et GBR2 a été montrée par co-
immunoprécipitation dans un systéme d’expression hétérologue et dans des cellules
de cerveau exprimant les protoméres de fagon endogéne, ce qui souligne
I’importance physiologique de I’hétérodimérisation du récepteur GABAB (88-90).
L’isoforme GBR2 pourrait étre considéré comme une chaperone moléculaire qui est
définie comme étant une protéine qui assiste de fagon non covalente a I’assemblage
d’un complexe protéique. En effet, il a ét¢ montré que GBR2 est essentiel au bon
repliement, au transport a la surface cellulaire de GBRI1 ainsi qu’a la formation d’un
récepteur fonctionnel (88-90). La fonction de GBR2 en tant que chaperone
moléculaire est renforcée par I’étude de Margeta-Mitrovic et al. qui a permis
d’identifier le signal de rétention de GBRI dans le RE, situé dans la partie C-
terminale de GBR1 (121). Il a été proposé que I’hétérodimérisation GBR1-GBR2 a
lieu grice & une interaction de type coiled-coil dans la partie C—terminale des
protoméres. Cette derniére permet de masquer le signal de rétention de GBR1 dans le

RE, menant ainsi au ciblage du dimére a la surface cellulaire (121).
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Figurel.9: Roéle de la dimérisation des RCPGs dans le transport. La co-expression
des isoformes GBR1 et GBR2 est nécessaire afin que GBRI soit transporté a la
membrane plasmique. L’isoforme GBR2 exprimé seul est retrouvé a la membrane
plasmique, incapable de lier I’agoniste GABA, il ne peut activer les voies de
signalisation. L’hétérodimére GBR1/GBR2 atteint la surface cellulaire et forme un
récepteur GABAB fonctionnel. Tiré de Bouvier, M. (72).

L’importance de la dimérisation dans la maturation et le transport des récepteurs est
aussi observée dans le cas de mutants tronqués dominants négatifs du récepteur
vasopressine V2. Ces derniers, lorsque co-exprimés avec le récepteur de type

sauvage, le séquestrent empéchant son ciblage a la surface cellulaire (122).

1.3.2 DIMERISATION ET SIGNALISATION CELLULAIRE :

Le role des RCPGs dans la transduction des signaux en tant que dimére est illustré a
travers les travaux portant sur le récepteur GABAB (121). Il a été montré que la
mutation du motif de rétention de GBRI1 dans le RE permet son export a la surface
cellulaire. Toutefois, suite a la stimulation par 1’agoniste, la signalisation n’a lieu que
lorsque GBRI1 et GBR2 sont co-exprimés. Cela suggére que I’unité fonctionnelle

essentielle a la signalisation, induite par 1’agoniste, est le dimeére GBR1/GBR2. Le
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protomére GBR2 est plus qu’une chaperone moléculaire, puisqu’elle assure le

couplage a la protéine G (121).

Dans le cas du récepteur [3;-adrénergique, I’utilisation des peptides des domaines TM
du récepteur a permis de souligner I’importance de la dimérisation pour la
signalisation. Hébert et al. ont montré I’existence de dimeéres du récepteur [3,-
adrénergique par co-immunoprécipitation (13). Le traitement chimique du récepteur
avec des agents tels que le B-mercaptoethanol, dithiothreitol et des dénaturants (ex.
urée) suivi d’une analyse par immunobuvardage de type western, n’a pas permis de

défaire le dimére PB,-adrénergique. Les peptides TM ont interrompu la dimérisation et

la signalisation via le récepteur P;-adrénergique ce qui suggére un lien entre la

dimérisation et la signalisation du récepteur (13).

1.3.3 DIMERISATION ET DIVERSITE PHARMACOLOGIQUE :

L’homodimérisation d’un récepteur souléve des questions au sujet des mécanismes
moléculaires de reconnaissance des effecteurs et la transduction des signaux.
L’hétérodimérisation entre deux RCPGs, quant a elle, permet d’envisager une
importante possibilit¢é de combinaison de récepteurs augmentant la diversité
pharmacologique et le signalisation croisée entre les diverses voies de signalisation
cellulaire (72).

En 1999, Jordan et al. ont montré que I’hétérodimérisation entre deux récepteurs
différents est possible. Il a été montré que les récepteurs k-opioide et 3-opioide
fusionnés respectivement aux épitopes immunologiques c-myc- et Flag co-
immunoprécipitent (92). Par contre, aucune interaction n’est détectée entre le
récepteur x-opioide et p-opioide. Notamment, lorsque co-exprimés dans la méme
cellule, les récepteurs k- et d-opioides possédent des propriétés pharmacologiques
différentes que lorsque exprimés seuls (92). L’hétérodimére k—§ opioide aurait une
affinité plus importante pour des ligands partiellement sélectifs que pour les
agonistes et antagonistes répertoriés pour les récepteurs d’intérét. Les ligands
sélectifs, quant a eux, se lient & I’hétérodimére de fagon synergique et ont un effet

stimulant et additif sur la voie des MAPK (92). Ces observations permettent
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d’envisager que I’hétérodimérisation entre les sous-types des récepteurs d’opioides
augmente la diversité pharmacologique et permettent d’expliquer I’existence de sous-
types de récepteurs d’opioides identifiés pharmacologiquement pour lesquels aucun

geéne n’a pu étre cloné (92).

L’hétérodimérisation des récepteurs dopamine D2 et somatostatine SSTRS, qui sont
colocalisés dans les neurones corticaux, a été observée par FRET (111). Les diverses
études montrant P’interaction fonctionnelle entre le syst¢tme dopaminergique et celui
de la somatostatine ont permis d’envisager I’existence d’hétérodiméres dopamine
D2- somatostatine SSTRS5. Le mutant de délétion A318 du récepteur somatostatine
SSTRS, est incapable de signaliser, mais reste apte a lier la somatostatine (111). La
stimulation avec la somatostatine du mutant SSTR5-A318 co-exprimé avec le
récepteur dopamine D2 permet d’inhiber I’activité de 1’adénylate cyclase par trans-
complémentation. L’activité de I’adénylate cyclase est rétablie lorsque 1’on ajoute au
systtme un antagoniste du récepteur dopamine D2, montrant ainsi qu’il y a
complémentation et que les récepteurs d’intérét formeraient un hétérodimeére
fonctionnel. Il a aussi été observé que la dopamine et la somatostatine lient de fagon
synergique (effet additif) les récepteurs dopamine D2 et somatostatine SSTR5 de

type sauvage lorsque co-exprimés dans la méme cellule (111).

1.4 DIMERISATION CONSTITUTIVE OU LIGAND-DEPENDANTE ?

L’importance du ligand dans la dimérisation des RCPGs a pendant longtemps été
sujet de débats. Certains ont suggéré que la dimérisation était induite suite 3 la
stimulation avec I’agoniste ce qui constituerait une étape importante dans [’activation
du récepteur. C’est le cas de Mellado et al. qui ont étudié la dimérisation des
récepteurs de chimiokine CCR2, CCRS et CXCR4 (97-99, 123) dont le cas sera
discuté en détail plus loin. En ce qui concerne le récepteur de la somatostatine
SSTRS, il a été observé que le signal de pbFRET augmente lorsque I’agoniste est
ajouté dans le systéme suggérant que la dimérisation pourrait étre induite (102). Par
contre, beaucoup d’études ont montré que les diméres sont préformés et que la
dimérisation des RCPGs est indispensable lors de I’adressage a la membrane
cellulaire et pour la fonction du récepteur (ex. le récepteur GABAB) (88-90).

Mandrika et al. ont récemment montré par BRET que les récepteurs de
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mélanocortine humains 1 et 3 pouvaient former des homo- et hétérodiméres et que la
dimérisation était ligand indépendante (124). Grice a la grande variété des
techniques biochimiques, la dimérisation ligand-indépendante de plusieurs RCPGs
tels que les récepteurs dopamine D2, vasopressine V1 et V2, adénosine A2 a été
montrée (125), ce qui rend le concept de dimérisation constitutive des RCPGs

largement accepté.

1.5 LA DIMERISATION COMME CIBLE PHARMACOLOGIQUE ?

L’importance de la dimérisation dans la fonction du récepteur a été débattue
longtemps. Les différentes expériences ont permis de montrer qu’une telle interaction
pouvait €tre importante au moins pour certains récepteurs tels que le récepteur
GABARg (88-90). Dans le cas ou la dimérisation serait un pré-requis pour la fonction
des RCPGs, elle pourrait constituer une cible pharmacologique importante étant

donné le r6le physiologique essentiel de cette famille de récepteurs.

Plusieurs équipes ont essayé d’identifier la surface de dimérisation des RCPGs. 11 a
été proposé que le résidu G83 du domaine TM du récepteur de la glycophorine A
(GpA) et plus spécifiquement le motif LIXXGVXXG®VXXT est essentiel pour la
dimérisation de ce récepteur & un seul domaine TM (126-129). La substitution de ce
résidu par des acides aminés hydrophobes ou par de larges résidus polaires interfére
avec la dimérisation. En se basant sur ces résultats ainsi que sur I’analyse des
séquences des domaines TM du récepteur B,-adrénergique, le groupe de Hébert et al.
ont identifié¢ le motif *?LKTLGIIMGTFTL?* riche en glycine dans le domaine
TMB6 du récepteur. Ce dernier est semblable a celui retrouvé dans le cas du récepteur
GpA, ce qui suggére qu’il pourrait étre important dans la dimérisation du récepteur

B,-adrénergique (13).

Suite a la synthése d’un peptide comprenant les résidus 276 a 296 du domaine TM6,
I’équipe a testé I'effet du peptide TM6 sur la dimérisation ainsi que sur la
signalisation du récepteur f3;-adrénergique. Suite au traitement avec le peptide TM 6
la quantité de diméres Pp-adrénergiques détectés a la surface des cellules est

diminuée et cela en fonction du temps de traitement avec le peptide TM6 et de fagon
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dose dépendante. Ce peptide a aussi un effet inhibiteur sur la signalisation du
récepteur f3-adrénergique. En présence du peptide et malgré la stimulation avec
I’agoniste, la capacité du récepteur a activer I’adénylate cyclase est grandement
affectée (13). Les peptides TM6 dans lequel les résidus glycine sont remplacé par des
alanines et le peptide TM7 du récepteur dopamine D2 servant de contrdles n’ont eu
aucun effet ni sur la dimérisation ni sur la signalisation du récepteur 3,-adrénergique.
Notamment, I’effet du peptide TM6 est spécifique au récepteur étant donné qu’il n’a
eu aucun effet sur la production d’AMPc stimulée par le NaF ou la forskoline. Ces
résultats suggerent fortement I’importance de la dimérisation dans I’activation du
récepteur et suggérent I’implication des résidus du domaine TM6 dans Ia
dimérisation du récepteur B-adrénergique (13). Par contre, ces résultats seuls ne

permettent pas d’affirmer que la dimérisation est requise pour I’activation du
récepteur. I1 est possible que le peptide interfére dans les interactions

intramoléculaires dans les protoméres et que la perte de la dimérisation est une

conséquence et non la cause de I’activation du récepteur B,-adrénergique (72).

Par ailleurs, la mutation des résidus du motif riche en glycine 2’*GIIMGTFTL*
présents dans le domaine TM6 du récepteur B,-adrénergique a permis d’interrompre
la dimérisation et de montrer qu’elle est importante dans le transport des récepteurs a
la membrane plasmique (130). La mutation du résidu L284 (L284Y, L284G,
G280L/L284Y et G276L/G280L/L284Y) a affecté la capacité des récepteurs a
dimériser étant donné qu’une diminution de 40 & 50 % du signal BRET par rapport
au récepteur de type sauvage a été observé (130). La courbe de titration BRET du
triple mutant HA-f3;-adrénergique G276L/G280L/L284Y en comparaison avec celle
du récepteur de type sauvage a permis d’observer décalage vers la droite qui se
traduit par une diminution de la propension des mutants & dimériser. Notamment, les
mutants dont la dimérisation est effectée arrivent & la membrane plasmique avec
moins de 50% d’efficacité que le récepteur B,-adrénergique non muté. L’inhibition
de la dimérisation méne a la rétention des récepteurs dans le RE ce qui indique un
blocage dans leur biosynthése (130). Salahpour et al. ont montré que
I’homodimérisation du récepteur B,-adrénergique est indispensable & son transport

adéquat & la membrane plasmique. L’homodimérisation aurait un rdle important dans
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la biosyntése et le transport a la surface cellulaire des RCPGs et constiturait un

mécanisme de contrdle de qualité lors la synthése des récepteurs (130).

Par ailleurs, Tarasova et al. ont montré que des peptides correspondant au TM2, 4 ,6
et 7 du récepteur de chimiokine CXCR4, peuvent bloquer les fonctions du récepteur.
L’hypothése étant que I’ajout d’un peptide correspondant & un domaine TM d’un
RCPG aurait un effet sur la fonction du récepteur puisqu’il interfére dans
I’association adéquate des domaines TM (131). Cette équipe a caractérisé les
peptides dérivant des domaines TM de CXCR4 en testant leur capacité & inhiber la
mobilisation de calcium induite suite a la stimulation de cellules exprimant CXCR4
avec ’agoniste SDF-1. Les peptides correspondant aux domaines TM2, 4 ,6 et 7 de
CXCR4 ont un effet antagoniste sur I’activité du récepteur puisqu’ils inhibent la
mobilisation de calcium intracellulaire induite suite a I’interaction de CXCR4 avec
son agoniste SDF-1. La concentration de peptides TM2 et TM6 permettant
I’inhibition totale de I’activité de CXCR4 est respectivement 5 + 1uM et 10 + 1uM.
Par contre, pour que I’effet antagoniste des peptides TM4 et TM7 soit complet la
concentration des peptides requise est respectivement supérieure a 50 uM et 100 WM.
L’effet antagoniste du peptide TM2 a été montré comme étant indépendant de la
densité des récepteurs présents a la surface cellulaire et de la concentration de SDF-1
dans un intervalle de 50nM a 300nM (Kd SDF-1 = 6nM). Quant aux peptides TM6 et
TM7, leur combinaison donne lieu a un effet synergique d’antagonisme sur la
signalisation de CXCR4 induite par SDF-1 et cela en comparaison avec I’effet des
peptides lorsque utilisés séparément. Cette synergie pourrait €tre causée par une

augmentation de I’affinité des deux peptides pour le récepteur (131).

Etant donné I’importance de CXCR4 dans I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles,
I’effet antagoniste des peptides TM2, 4, 6 et 7 sur la réplication du VIH-IRF a été
étudié (131). Des cellules CEM-SS infectées par la souche RF du VIH-1, qui cause la
mort cellulaire en absence d’un inhibiteur, ont été utilisées. La viabilité de ces
cellules a été testée suite & leur traitement avec les peptides TM de CXCR4. Ainsi,
les peptides TM2, TM4 et TM7 ont un effet antagoniste sur la fonction de CXCR4 et
peuvent inhiber I’infection des CEM-SS par le VIH-1 gg. Les auteurs proposent que

cet effet des peptides est causé par leur compétition pour I’interaction avec les
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domaines TM du récepteur. Dans le cas d’un excés de peptides, la majorité des
récepteurs sont inactifs étant donné que les domaines TM n’interagissent pas
ensemble mais plutdt avec les peptides TM de CXCR4. L’effet antagoniste des
peptides peut dépendre de I’interaction avec le récepteur mais aussi de sa capacité a
s’intégrer dans la membrane plasmique et la faible activité antagoniste de certains

peptides peut étre expliqué par leur incapacité a s’intégrer dans la membrane (131).

Hernanz-Falcon et al. ont montré qu’en mutant simultanément les deux résidus
[52V/V150A situés dans les domaines TM 1 et TM 4 du récepteur de chimiokine
CCRS5, ce dernier est non fonctionnel. En effet, la stimulation du double mutant avec
I’agoniste CCL5, contrairement au récepteur sauvage, ne permet pas d’observer de
mobilisation de calcium, ni de migration cellulaire et aucune activation de la voie
Jak/Stat. La dimérisation des mutants est aussi interrompue. Aussi, lorsque le
récepteur CCRS5 de type sauvage est mis en présence de peptides correspondant aux
domaines TM1 et TM4 mutés, I’homodimérisation du récepteur CCR5 sauvage ainsi
que son activation sont empéchés. Cela suggére que la dimérisation serait importante

pour la fonction du récepteur (132).

1.6 LES CHIMIOKINES ET LEURS RECEPTEURS :

1.6.1 HISTORIQUE :

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques qui possédent entre 60 et 80
acides aminés. Elles font partie des ligands les plus complexes & cause de leur grand
nombre et leur spécificité croisée pour leurs récepteurs. En effet, 50 différentes
cytokines chimiotactiques (chimiokines) ont ét¢ identifi€es jusqu’a présent (50). La
premiére a été identifiée en 1977 par Walz et al., qui ont séquencé le native platelet
Jactor 4, un facteur angiostatique et procoagulant retrouvé dans les o—granules des
plaquettes (133). D’autres équipes s’intéressant a I’identification de génes impliqués
dans la différentiation et I’activation cellulaire ont cloné les ADN complémentaire de
chimiokines telles que RANTES (regulated on activation normal T cell expressed
and secreted), MIP-lo. (Macrophage inflammatory protein-1c) et y-IP10 (-

interferon inductible protein-10) avant méme d’en connaitre la fonction (133).
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L’interleukine 8 (IL-8) est la premiére chimiokine dont I’activité chemoatractante a
¢été mise en évidence. Suite a ces travaux, il a aussi été montré que MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1), RANTES et I’eotaxine sont respectivement les

chemoattractants de cellules monocytaires, cellules T et d’éosinophiles (133).

Les récepteurs de chimiokine sont définis comme étant des RCPGs capables de
signaliser suite a I’interaction avec une ou plusieurs chimiokines (133). Dix-neuf
protéines humaines peuvent étre décrites comme étant des récepteurs de chimiokine
(Figure 1.10) (50). Les chimiokines et leurs récepteurs permettent aux cellules du
systtme immunitaire de communiquer entre elles. Elles sont importantes dans, entre
autres, I’homéostasie ainsi que dans la réponse immune innée et acquise. Tous les
processus impliquant le déplacement des cellules du systtme immunitaire dépendent
des chimiokines et de leurs récepteurs. Le mauvais fonctionnement du systéme de
chimiokines/récepteurs de chimiokines peut donner lieu & des pathologies graves
telles que I’arthrite rhumatoide, 1’asthme ainsi que plusieurs maladies immunitaires
(133).

Etant donné I’importance des chimiokines et de leurs récepteurs dans la réponse
immunitaire plusieurs virus comme les herpes et poxvirus ont développé des moyens
de perturber cette fonction (134, 135). En effet, ces virus possédent soit des protéines
servant d’antagonistes aux récepteurs de chimiokines soit codant pour des récepteurs
de chimiokines viraux dont I’activité est altérée mais pouvant interagir avec les
chimiokines produites par I’hote (136-138). Par exemple, le poxvirus Molluscum
contagiosum et le HHV8 (human herpes virus 8) produisent respectivement les
chimiokines virales MC148R et MIP-II, des antagonistes de large spectre, ce qui
suggeére I'importance des récepteurs de chimiokine dans la défense contre les
pathogenes (134, 135). Les othopoxvirus quant & eux codent pour des récepteurs de
chimiokine solubles qui peuvent compétitionner avec les récepteurs de I’hdte pour

les chimiokines telles que I’interféron y (136-138).

1.6.2 CHIMIOKINES ET DIMERISATION :

Les chimiokines sont classées dans 4 grandes familles selon les acides aminés

séparant les résidus cystéine conservés dans la partie N-terminale de la chimiokine.
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Ainsi, ces cytokines chimiotactiques sont réparties dans les familles CXC, CC, C et
CX3C ou la lettre X désigne un acide aminé quelconque (133). Les chimiokines des
familles CXC, CC et C possedent 4 résidus cystéines conservés contrairement a
celles de la famille C qui ne possédent que 2 cystéines conservées. Les chimiokines
d’une sous-classe de la famille CC possedent 6 cystéines conservées. La plupart des
chimiokines appartiennent soit a la famille CXC ou CC des chimiokines. La
lymphotactine humaine o et P ainsi que la fractalkine font partie des rares
chimiokines appartenant respectivement aux familles C et CX3C (50, 133) (Figure
1.10).

C chemokines CC chemokines CXC chemokines CX3C chemokines
—(Cp fﬂ,kﬁcu : — e
': (“-C‘é . to %o~ || ExEe~)
DD ) )\
GPCRs: XCR1 GPCRs: CCR1-11 CPCRs: CXCR1-6 GPCRs. CX.CR1

Nature Reviews | Molecular Cell Bioloay

Figure 1.10: Schéma de classification des chimiokines et leurs récepteurs. Tiré de
Sodhi, A. et al. (139).

Les chimiokines des familles CC et CXC ont des structures semblables (133). Il a éte
montré que leur partie N-terminale posséde une structure désordonnée tandis que la
partie C-terminale suivant le dernier résidu cystéine est une hélice o.. Notamment,
des ponts disulfure entre le premier et le quatrieme résidu cystéine ainsi qu’entre la
deuxiéme et troisieéme cystéine sont indispensables pour la structure de la protéine et

la formation des 3 feuillets- séparés par de courtes boucles (50).

La plupart des structures de chimiokines suggerent qu’elles sont sous forme
dimérique (140). La surface de contact entre les chimiokines de la famille CC est
différente de celles de la famille CXC. La dimérisation des chimiokines CC implique
leur partie N-terminale qui s’intercale dans les feuillets- du protomére avec lequel
elle interagit (50). Quant aux chimiokines CXC, la surface d’interaction est

constituée du feuillet-f1 et rend accessible la partie N-terminale de la chimiokine
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(140). Des études de mutagenése ont montré que cette partic N-terminale serait
indispensable pour I’interaction avec le récepteur menant a son activation. Le fait de
tronquer la partie N-terminale de la chimiokine donne lieu dans la plupart des cas a
des antagonistes ou des agonistes partiels (133). Certaines chimiokines telles que
CXCL8/CXCL4 peuvent hétérodimériser (141, 142) et les chimiokines CCL3 et
CCL4, quant & elles, sont sécrétées sous forme hétérodimérique (142). Ces cytokines
chimiotactiques peuvent aussi interagir avec les glycosaminoglycanes, ce qui
favoriserait leur agrégation permettant d’accroitre leur concentration locale a la
surface cellulaire (143, 144). Ainsi, ’oligomérisation pourrait étre un phénomene
favorisé in vivo méme dans le cas de faibles concentrations de chimiokines. D’autres
études suggérent I’absence de la dimérisation entre certaines chimiokines (ex. la

chimiokine MCP-3) (145).

La dimérisation des chimiokines peut étre considérée comme étant un phénoméne
général qui a lieu dans des conditions physiologiques précises (50). Toutefois, le fait
d’interrompre la dimérisation des chimiokines n’affecte pas leur capacité a interagir
ni méme d’activer leur récepteur ce qui suggere que la forme active est la forme
monomérique (50, 133). Malgré les effets synergiques de certaines chimiokines,
telles que CXCL8 et CCL8 (MCP-3) (146) ainsi que CXCL11 et CXCL12 (SDF-1),
sur le chimiotactisme des cellules exprimant leurs récepteurs, ce phénoméne serait dii
a des événements post-récepteurs et ne serait pas causé par la dimérisation des

chimiokines (50).

1.6.3 LES RECEPTEURS DE CHIMIOKINES :

Les récepteurs de chimiokines sont des RCPGs classés selon la ou les chimiokines
qu’ils lient. En effet, il existe 6 membres de la famille CXCR, 11 membres de la
famille des récepteurs CCR, 1 membre dans chacune des familles XCR et CX3CR
(la lettre R désigne le récepteur) (50, 133). Ils ne sont pas exclusifs aux cellules
leucocytaires et peuvent étre exprimés a la surface des cellules endothéliales,
épithéliales, de neurones ainsi qu’a la surface des cellules microgliales du cerveau
(133). Ces RCPGs possédent entre 25 et 80 % d’identité de séquence et ils ont en
commun plusieurs caractéristiques. En effet, les récepteurs de chimiokine possédent

entre 340 et 370 acides aminés, un segment N-terminal acide, une séquence
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DRYLAIVHA (ou son équivalent) dans leur seconde boucle intracellulaire et une
courte troisiéme boucle intracellulaire basique en plus d’un résidu cystéine dans

chacune des 4 boucles extracellulaires (133).

Les résidus cystéines permettent la formation de ponts disulfure entre respectivement
la premiére et deuxiéme boucle extracellulaire ainsi qu’entre la troisiéme boucle
extracellulaire et la partie N-terminale du récepteur. Ces ponts disulfures sont
importants dans le bon repliement de la protéine, I’interaction avec le ligand et/ou la
capacité d’activer les voies de signalisation intracellulaires (147-149). La partie N-
terminale ainsi que les boucles extracellulaires des récepteurs de chimiokine jouent
un role important dans I’interaction avec les chimiokines. La deuxiéme boucle
extracellulaire des récepteurs tels que CCR2 et CCRS5 semble jouer un r6le important
dans la spécificité de Pinteraction avec les chimiokines de la famille CC (148, 150,
151). Des anticorps monoclonaux dirigés contre cette boucle inhibent la liaison des
ligands (150). Par ailleurs, lorsque la partie N-terminale de CXCRI est remplacée
par celle de CXCR2 et vice versa, la spécificité des ligands est échangée (152). Cela
montre I’importance des résidus de la partie N-terminale des récepteurs CXCR1 et
CXCR2 dans laffinité de liaison de la chimiokine (50). Les expériences de
mutagenése dirigée ont permis de montrer la complexité du site d’interaction du
récepteur avec la chimiokine puisqu’il est composé de plusieurs domaines non
contigus et d’au moins 2 sites d’interaction. La premiére interaction avec la partie N-
terminale du récepteur permet I’établissement de la seconde, c’est-a-dire celle de la
chimiokine avec les boucles extracellulaires ainsi que ’extrémité des domaines TM

menant a ’activation du récepteur (150, 153, 154).

1.6.4 SIGNALISATION ET SPECIFITE DES RECEPTEURS DE CHIMIOKINES :

La signalisation via les récepteurs de chimiokines est diversifiée méme si la plupart
d’entre eux sont couplées a une protéine Gai sensible a la PTX (Figure 1.11). Lors
de D’activation de la protéine G, il a été montré que les sous-unités Gfy sont
responsables du mouvement dirigé des cellules (chimiotactisme) (133). Cet effet de
la chimiokine est dii & une distribution asymétrique des effecteurs intracellulaires
comme le protéine kinase B (PKB) et non au grand nombre de récepteurs présents a

la surface cellulaire (133).
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Suite a la stimulation du récepteur par sa chimiokine et a I’activation de la protéine
G, la sous-unité Gpy active les phospholipases C B2 et B3 phosphoinositides
spécifiques. Ces derniéres vont permettre la formation d’inositols-1,4,5-triphosphates
(IP3) et de diacylglycérols. L’augmentation de la concentration intracellulaire des
IP3 permet d’augmenter la concentration de calcium intracellulaire important pour le
chimiotactisme (155). Le calcium n’est pas nécessaire pour le mouvement dirigé et
les changements de forme des cellules en mouvement, mais il est indispensable dans
le milieu extracellulaire puisqu’il assure la réversibilité des interactions entre les
molécules d’adhésion et la surface sur laquelle la cellule se déplace. L’activation des
phospholipases permet la formation des IP3 mais aussi des diacylglycérols qui
activent la protéine kinase C (PKC). Cette kinase contribue a la phosphorylation du
récepteur menant & sa désensibilisation et I’inhibition de la signalisation (155). La
sous-unité GPy active aussi la IB-phosphatidylinositol kinase 3 y (PI3Ky) et la
production de phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate permettant I’activation de la
PKB (155) et de la voie des MAPK (mitogen-activated protein kinases) (156-159).

La PI3Ky permet aussi |’activation de facteurs de transcription comme NFxB

(nuclear factor xB) (160).

L’activation de la sous-unité Goi suite a [I’interaction du récepteur avec sa
chimiokine, permet de stimuler la signalisation via les kinases de la famille Src
(Steroid receptor coactivator) (155).L’activation des petites GTPases telles que Rho,
Rac et cdc42 est important dans les réarrengements du cytosquelette des cellules lors
du chimiotactisme (161-163). Aussi, la signalisation via les récepteurs de
chimiokines permet d’activer les kinases Jak (Janus kinase) qui peuvent recruter et
phosphoryler les facteurs de transcription STAT (signal transducer and activator of

transcription) et ainsi induire I’expression de geénes cibles (160).
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Figure 1.11: Représentation schématique de certaines voies de signalisation activées
par les récepteurs de chimiokines. La liaison de la chimiokine a son récepteur permet
de stimuler plusieurs voies de signalisation de fagon protéine G dépendante. Adapté a
partir de Thelen, M. (155).

La signalisation induite suite a 1’interaction des récepteurs de chimiokines avec leurs
ligand est importante pour la prolifération, I’expression des molécules d’adhésion
ainsi que le chimiotactisme (133). Par ailleurs, la diversité dans la signalisation des
récepteurs de chimiokines peut étre due au fait que plusieurs récepteurs spécifiques
pouvant lier une méme chimiokine sont co-exprimés dans la méme cellule (164).
Aussi, une méme voie de signalisation peut étre induite par plusieurs couples
chimiokine/récepteur (165) et un récepteur peut stimuler plusieurs voies de
signalisation (166). Il a été montré que les récepteurs de chimiokines comme CCRS,
CXCR4 et CCR2 peuvent homo- ou hétérodimériser ce qui permettrait aussi

d’augmenter la diversification de la signalisation (83, 98, 114, 132, 167-169).
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1.7 LE RECEPTEUR DE CHIMIOKINE CXCR4 :

CXCRA4, aussi dénommé “’fusin’’, est le premier récepteur de chimiokine identifié
comme étant un co-récepteur a I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles (170). Bleul
et al. et Oberlin et al. ont établi la spécificité de CXCR4 pour la chimiokine SDF-1
(aussi appelée CXCL12) (171). Ce polypeptide de 352 acides aminés est exprimé a la
surface d’une grande variété de cellules. En effet, CXCR4 est retrouvé a la surface de
la plupart des cellules hématopoiétiques, incluant neutrophiles, monocytes,
lymphocytes T, lymphocytes B et leurs précurseurs, les cellules progénitrices CD34+
du sang et de la moelle osseuse ainsi que les cellules dendritiques dérivées du sang. Il
est aussi présent & la surface des cellules de Langerhans, de macrophages, et des
cellules T matures et immatures dans le thymus (165, 172, 173). CXCR4 est retrouvé
a la surface des cellules endothéliales vasculaires et des neurones dans le systéme

nerveux central et périphérique en plus des microglies et des astrocytes (174).

La chimiokine SDF-1 posséde deux variants suite & un épissage alternatif. Ainsi,
SDF-1o. et SDF-1p différent par une extension de 4 acides aminés dans la partie C-
terminale de SDF-1B (175). Ces deux variants sont les seuls ligands et agonistes
endogénes de CXCR4 et leur effet sur le récepteur n’est pas distinguable. Les 2
variants SDF-1 induisent I’augmentation de la concentration du calcium
intracellulaire et le chimiotactisme dans les cellules transfectées ainsi que dans les

cellules primaires in vitro (133).
1.7.1 ROLES DU RECEPTEUR DE CHIMIOKINE CXCR4 :

CXCR4 et son unique ligand SDF-1 jouent un réle important dans le développement
embryonnaire. Les souris CXCR4" ou SDF-1" possédent le méme phénotype (176-
178) ce qui suggére I’exclusivité de la chimiokine pour son récepteur et vice-versa.
Ces souris CXCR4™ ou SDF-17" meurent durant la période périnatale puisqu’elles
ont des défauts de formation des septum ventriculaires du coeur, de la vascularisation
gastrique, du développement du cerveau, de la myelopoiése dans la moelle osseuse,
de la maturation des cellules B et de la lymphopoiése. Par contre, le role de CXCR4

chez I’adulte reste mal compris. Une étude réalisée par Peled et al. a toutefois
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suggéré que CXCR4 régule I’ancrage des cellules souches humaines transplantées
dans des souris NOD/SCID (179).

CXCR4 et SDF-1 sont impliqués dans plusieurs phénomenes physiologiques qui ne
sont que partiellement compris. Toutefois, leur implication dans I’adressage des
leucocytes dans la moelle osseuse et la transmigration endothéliale (179, 180) ainsi
que la néovasculatisation (181) a été montrée. En plus de son réle important dans
plusieurs phénoménes physiologiques, CXCR4 est aussi impliqué dans plusieurs
pathologies. Il est I’'un des co-récepteurs a ’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles.
La glycoprotéine gp120 de I’enveloppe du VIH-1 peut interagir avec CXCR4 en
présence du récepteur CD4 (167). Aussi, la glycoprotéine gpl120 purifiée est
neurotoxique puisqu’elle induit I’apoptose des cellules neuronales humaines hNT de
maniére CXCR4-dépendante, ce qui est conséquent avec le fait que les chimiokines
peuvent réguler la signalisation des cellules neuronales de I’hippocampe. La gp120

peut aussi induire le chimiotactisme des monocytes (133).

Afin de bloquer ’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles, plusieurs anticorps anti-
CXCR4 comme le prototype 12G5 (182) ainsi que d’autres molécules comme les
peptides dérivés de SDF-1 (183, 184), les peptides synthétiques T134 et T140 (185)
et le bicylame AMD3100 (105, 186, 187) ont été développés. Il a été montré que ces
molécules ne sont pas sélectives et bloquent I’activité de CXCR4 en plus de sa

fonction de co-récepteur.

CXCR4 ainsi que plusieurs autres récepteurs de chimiokines (ex. CCR2, CXCR2) et
leurs ligands respectifs sont impliqués dans des maladies inflammatoires telles que
I’arthrite rhumatoide, [1’asthme bronchial et [1’athérosclérose. Lors d’une
inflammation chronique ou d’une maladie auto-immune I’induction des chimiokines
est probablement semblable a celle observée dans le cas d’invasions par des
pathogénes. Le systéme immunitaire est incapable de distinguer entre un pathogéne
et une inflammation chronique et les chimiokines recrutent les leucocytes qui grace a
leur fonction effectrice perpétuent I’inflammation en endommageant le tissu tout en
gardant le signal d’inflammation constant (133). La propagation des métastases dans
les cancers épithéliaux comme les cancers du poumon et du sein implique CXCR4 et

SDF-1. Miiller et al. ont montré que les cellules mammaires d’une tumeur primaire
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surexpriment CXCR4. Ces cellules migrent de la tumeur primaire vers les sites de
métastases grace a un gradient de SDF-1. La chimiokine SDF-1 est produite par les
organes métastatiques tel que le foie, la moelle osseuse ainsi que les poumons en ce

qui concerne le cancer du sein (188).

1.7.2 SIGNALISATION DU RECEPTEUR CXCR4 :

La stimulation de CXCR4 avec la chimiokine SDF-1 permet d’induire divers
signaux, qui varient d’un type cellulaire & un autre. Comme la plupart des récepteurs
de chimiokine, CXCR4 est couplé a une protéine Gai (189) et peut Etre couplé a une
protéine Gog (190). CXCR4 peut activer, suite a son interaction avec SDF-1, la voie
de la PI3-kinase (phosphatydylinositol 3 -kinase), I’augmentation de la concentration
de calcium intracellulaire ainsi que des kinases intracellulaires telles de Pyk-2
(proline-rich kinase 2) et des kinases apparentées a la famille src (191, 192). L’effet
de la signalisation de CXCR4 sur la cytosquelette est médiée par des petites GTPases
telles que Rho, Rac et cdc42 qui permettent 1’activation de différentes cascades de
kinases comme la Janus kinase 2 et la LIM kinase 1 respectivement impliquées dans
la migration des cellules hématopoiétiques progénitrices et le chimiotactisme des
cellules T (161, 163, 193). Notamment, SDF-1 peut induire [’activation
transcriptionnelle de geénes cibles en stimulant les voies des MAPK, NF«kB et
JAK/STAT (99, 161). En effet, il a été montré que la signalisation SDF-1/CXCR4 a
des effets anti-apoptotiques sur les cellules souches hématopoiétiques CD34" (194,
195) et permet d’augmenter P’expression des métalloprotéases MMP (matrix
metalloprotease) dans plusieurs types cellulaires (133). Ces observations sont

pertinentes étant donné le role suggéré de CXCR4 et SDF-1 dans le cancer.

La désensibilisation du récepteur de chimiokine CXCR4, implique sa
phosphorylation qui a lieu au moins au niveau de sa partie intra-cytoplasmique C-
terminale (196). La désensibilisation de CXCR4 peut étre induite en stimulant
d’autres récepteurs de chimiokine tel que le récepteur CCRS (133). De plus, il a été
montré qu’il existe un crosstalk fonctionnel entre les récepteurs d’opioides et les

récepteurs de chimiokine CXCR4 et CCRS5 (197-199).
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1.8 LE RECEPTEUR DE CHIMIOKINE CCR2 :

Le récepteur de chimiokine CCR2 joue un réle important dans I’inflammation et de
ce fait dans diverses pathologies inflammatoires comme I’athérosclérose et I’asthme
(133). 11 existe deux variants de ce récepteur obtenu par épissage alternatif. En effet,
CCR2a et CCR2b possédent respectivement 360 et 374 résidus dont les séquences
sont identiques jusqu’au résidu 313 situé dans la partie intracellulaire C-terminale de
la protéine. Ces deux variants ont des propriétés semblables et leurs ARNSs respectifs
sont détectables dans les monocytes, les cellules DC et NK dérivés du sang ainsi que
dans les lymphocytes T (133). Dans les neutrophiles et éosinophiles, la forme CCR2b

est celle prédominante (133).

CCR2 peut lier plusieurs chimiokines inflammatoires telles que MCP-1 (moncyte
chemoattractant protein), MCP-2, MCP-3, MCP4 ainsi que MCP-5 murin (133) et
cela avec des affinités élevées et semblables. Seule la chimiokine MCP-1 est
sélective envers les récepteurs avec lesquels elle interagit. Notamment, la protéine
Tat du VIH est un agoniste de CCR2, ce qui peut constituer un mécanisme de
recrutement des cellules cibles aux sites d’infections par le VIH (200). Le récepteur
CCR2 murin posséde 80% d’identité avec son équivalent humain (201) Des
expériences de neutralisation de chimiokine dans les souris, ont permi de montrer
que des formes aigués et la rechute d’encéphalomyélites autommiunes
expérimentales sont régulées par I’expression différentielle des chimiokines MIP-1a
et JE/MCP-1 (202, 203). Ces observations impliquent directement le récepteur CCR2

dans la rechute de diverses formes d’encéphalomyélites (133).

Les souris CCR2 7 se développent normalement. Toutefois, lorsqu’une inflammation
péritonéale est induite chez ces souris aucun recrutement des macrophages n’est
possible. Notamment, suite & une injection intraveineuse de B-glucan de levure, les
souris CCR2 7 possédent des granulomes plus petits et une production d’interféron vy
moins importante dans les ganglions lymphatiques est observée (133). Cela suggere
’implication de CCR2 dans I’immunomodulation et le recrutement des monocytes et
macrophages au site d’inflammation. Ces souris présentent aussi un défaut quant a

I’hyperactivité bronchiale normale induite par un allergene (133).
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Le récepteur CCR2 et sa chimiokine MCP-1 jouent un réle important dans le
développement des plaques athérosclérotiques humaines (202). Les souris
apolipoprotéine E™ sont spontannément hypercholestérolémiques et développent de
I’athérosclérose sévére. Les souris CCRZ'/'/apolipoprotéine E” sont aussi
hypercholestérolémiques mais la taille des lésions athérosclérotiques est diminuée de
50% par rapport aux lésions développées par des souris apolipoprotéine E”. Cela
indique que CCR2 est impliqué dans la formation de plaques athérosclérotiques
(204).

Le récepteur CCR2, comme la majorité des récepteurs de chimiokine, est couplé a
une protéine Goi. La signalisation via CCR2 permet la mobilisation de calcium, le
chimiotactisme ainsi que I’activation de la transcription de génes cibles grice a la

voie Jak 2/ STAT3 (58).
1.9 OLIGOMERISATION DES RECEPTEURS DE CHIMIOKINES :

Les expériences de co-immunoprécipitation, de FRET ainsi que de BRET ont permis
de montrer que les récepteurs de chimiokine CCR2, CCR5, CXCR1, CXCR2 et
CXCR4 peuvent former des homo- et hétérodiméres (83, 98, 114, 123, 132, 168,
169).

Rodriguez-Frade et al. ont montré par co-immunoprécipitation que le récepteur
CCR2 homodimérise (98). En effet, les récepteurs c-myc-CCR2 et YSK-CCR2 co-
transfectés dans des cellules HEK293 co-précipitent. Les diméres CCR2 sont
détectés uniquement aprés stimulation avec un anticorps anti-CCR2 agoniste ou avec
’agoniste naturel MCP-1. Aussi, les auteurs soutiennent que I’homodimére est
fonctionnel puisque la stimulation avec I’agoniste induit la dimérisation et
I’activation de CCR2 soit la mobilisation de calcium, la transmigration des cellules
exprimant CCR2 a travers une membrane reconstituée et I’activation de la voie
Jak2/Stat3. Le mutant CCR2 Y 139F a été montré comme étant capable de dimériser,
toutefois suite 4 la stimulation avec les agonistes il n’y a pas de mobilisation de
calcium ni de transmigration des cellules exprimant le mutant CCR2 Y139F (98).
Notamment, ce mutant aurait un effet dominant négatif sur la signalisation du

récepteur CCR2 sauvage avec lequel il peut dimériser. Dans ces expériences, le
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dimére CCR2 est détecté suite & une co-immunoprécipitation suivie d’un
immunobuvardage de type western uniquement apres le traitement des cellules
exprimant CCR2 avec un agoniste (anticorps anti-CCR2 ou MCP-1). A cet effet, les
auteurs postulent que I’homodimérisation de CCR2 a lieu suite & la stimulation avec
un agoniste et que cette dimérisation induite par le ligand fait partie du processus

d’activation de la signalisation du récepteur (98).

Cette méme équipe a obtenu des résultats semblables pour les récepteurs CXCR4 et
CCRS5 (97, 99, 132). Vila-Coro et al. ont montré 1’existence d’homodiméres CXCR4
suite & un crosslinking avec le disuccinimidyl suberate (DSS) suivie d’une
immunoprécipitation (99). Comme dans le cas de CCR2, I’équipe n’a pu constater
I’existence de I’homodimére CXCR4 que suite au traitement des cellules avec
I’agoniste SDF-1 et ont conclu que la dimérisation était induite par le ligand. Les
auteurs ont montré que la stimulation avec SDF-1 induisait son homodimérisation
qui serait nécessaire a la stimulation de multiples voies de signalisation (99). En
stimulant des cellules exprimant de fagon endogéne le récepteur CXCR4 avec
I’agoniste naturel SDF-1, il y a mobilisation de calcium et transmigration cellulaire.
Ces effets stimulant de SDF-1 sur son récepteur sont protéine Gai-dépendant
puisqu’en traitant les cellules avec la PTX, I’agoniste n’entraine ni la mobilisation de
calcium ni la transmigration cellulaire. Aussi, Vila-Coro et al. ont montré que suite a
une stimulation de CXCR4 avec SDF-1, la voie Jak/STAT est activée. Les kinases
Jak 2 et Jak 3 ainsi que les facteurs de transcription STAT 2, 3 et 5 sont recrutés,
phosphorylés et les facteurs STAT sont transloqués au noyau (99). Grace a
I’immunoprécipitation, Vila-Coro et al. ont aussi montré I’existence de diméres

CCRS uniquement suite au traitement avec 1’agoniste RANTES (97).

L’intérét pour les récepteurs de chimiokines a grandi suite a I’identification des
récepteurs CXCR4 et CCR5 comme étant des co-récepteurs a I’entrée du VIH-1 dans
les cellules cibles (205). Une meilleure compréhension du fonctionnement et de la
dimérisation des récepteurs de chimiokine est importante pour le développement de
médicaments visant 4 empécher I’entrée virale, sa propagation ainsi que la
progression du SIDA. L’étude de certaines mutations survenues dans certains
récepteurs de chimiokines a montré qu’elles conférent une résistence lors de I’entrée

virale ou ralentissent la propagation du SIDA. Le mutant de délétion A32 du
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récepteur CCRS5 donne lieu a un récepteur retenu dans le RE et les individus
homozygotes présentent une résistance importante a I’infection par le VIH (205). La
mutation V641 dans le domaine TM 1 du récepteur CCR2 a été associée a un
ralentissement de la propagation du SIDA. Il a été proposé que ce phénoméne
pourrait étre dii au fait que le mutant CCR2 V64I hétérodimérise avec les récepteurs
CXCR4 et CCRS5 (206) et la dimérisation pourrait constituer un phénomeéne qui
permet de bloquer I’entrée virale (97). Les auteurs ont montré qu’un anticorps anti-
CCR2 et les agonistes respectifs de CXCR4 et CCRS peuvent induire
I’hétérodimérisation de CCR2 avec CXCR4 et CCRS. Suite a cette
hétérodimérisation, I’infectivité des cellules exprimant ces récepteurs de chimiokine
par le VIH-1 est bloquée (205). Les auteurs observent les diméres uniquement suite a
la stimulation avec I’anticorps anti-CCR2 ou les chimiokines SDF-1 et CCL5 et
postulent encore une fois que la dimérisation a lieu uniquement suite a I’ajout des

chimiokines (97, 205, 206).

Par ailleurs, I’influence du ligand sur ’activation et la dimérisation du récepteur a
pendant longtemps €té un sujet de débat. Toutefois, les nouvelles méthodes (telles
que le BRET) permettent la détection des diméres et suggérent que le phénomeéne
serait indépendant des ligands. Mellado et al. ainsi que Vila-Coro et al. ont suggéré
que la dimérisation de CCR2 ainsi que celle de CCRS était ligand-dépendante (97,
206). Par contre, d’autres équipes de recherche ont montré que cette oligomérisation
était ligand-indépendante (114, 168). En effet, ’analyse par BRET de fractions
cellulaires a permis de montrer que I’homodimére CCRS5 est formé peu de temps
apres la synthése des protoméres dans le RE (114). Deux études ont aussi montré que
la dimérisation de CXCR4 était ligand-indépendante (114, 169). Etant donné la
divergence des résultats concernant les récepteurs de chimiokine, il est nécessaire
d’apporter des réponses quant a I’organisation des dimeéres et les implications de la

dimérisation dans la fonction des récepteurs.
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1.10 BUTS ET OBJECTIFS :

Dans le but de comprendre le réle de la dimérisation dans I’activation du récepteur
CXCR4 et de déterminer si la dimérisation est un phénoméne dynamique ou non,
plusieurs objectifs devront étre atteints. Le premier objectif de mon projet est de
déterminer si les récepteurs CXCR4 et CCR2 forment des homo- et/ou des
hétérodimeres constitutifs ou si la liaison du ligand est nécessaire. Le deuxiéme
objectif consiste a étudier ’effet des ligands sur la structure et la fonction des
récepteurs en présence de peptides inhibiteurs de I’activit¢ CXCR4 correspondant
aux domaines TM 2, 4, 6 et 7 de CXCR4. 1l a été€ montré que ces peptides dérivant
des domaines TM de CXCR4 s’associent rapidement au récepteur et I’empéchent de
signaliser en plus de bloquer ses fonctions de co-récepteur a I’entrée du VIH-1 dans
les cellules cibles (131). Nous voulons déterminer si I’effet inhibiteur des peptides
TM réside en leur association a D’interface des protoméres au sein du dimére,
interférant ainsi avec la dimérisation de CXCR4 et avec son activité. Ce mode
d’action de peptides TM a été suggéré suite a la caractérisation du peptide TM 6 du
récepteur B2-adrénergique qui semble interférer avec la dimérisation ce RCPG (13).
I1 a aussi été proposé que de tels peptides interférent avec 1’assemblage des domaines
TM induisant la distorsion du récepteur (207). Enfin, le troisi¢éme objectif de mon
projet est d’étudier I’influence de mutations introduites dans CXCR4, qui changent

son activité, sur sa conformation.

La dimérisation des récepteurs CXCR4 et CCR2, I’effet des ligands ainsi que des
peptides TM sur la structure des récepteurs sera suivie par BRET. Par ailleurs, les
récepteurs CXC4 et CCR2 sont couplés & des protéines Gai et I’activation de la
signalisation via ces protéines G permet d’inhiber la production d’AMPc par
I’adénylate cyclase. L’AMPc produit par les cellules peut étre quantifié. Les effets
des peptides et des ligands sur la fonction des récepteurs seront évalués suite a la
quantification de I’AMPc produit suite au traitement des cellules exprimant les

récepteurs CXCR4 et/ou CCR2 avec les ligands et/ou les peptides TM CXCR4.
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Gréce au BRET nous avons montré que les récepteurs de chimiokine CXCR4 et CCR2
forment des diméres constitutifs (en absence de ligand). Les ligands n’induisent pas
I’association ou la dissociation des diméres mais plutét des changements
conformationnels au sein des homo- et hétérodiméres CXCR4 et CCR2 contitutifs.
Aussi, nous avons montré que les différents ligands (agoniste, agoniste partiel et
agoniste inverse) stabilisent différentes conformations des récepteurs. Les peptides TM
CXCR4 n’inhibent pas la dimérisation et ne causent pas de distorsions majeures des
conformations initiales des récepteurs. Toutefois, les peptides semblent figer les
récepteurs dans leur conformation a 1’état basal ce qui empéche les changements

conformationnels induits par les ligands et inhibe la fonction des récepteurs.

J’ai appris & maitriser la technique de BRET ainsi que la méthode d’extraction et de
quantification des AMPc produits suite & la stimulation des récepteurs avec leur agoniste
en assistant Yann Percherancier lors de la réalisation des diverses expériences. J’ai
repris les expériences de titration de BRET des homodiméres CXCR4 en absence et en
présence de BSA afin de déterminer son effet sur les ECsy déterminés pour les ligands
de CXCR4. Jai réalisé les constructions des fusions du récepteur CCR2 aux
fluorophores Rluc et YFP. Aussi, j’ai déterminé le niveau d’expression des récepteurs a
la surface cellulaire grace a I’analyse par cytométrie de flux des cellules transfectées
dans le cadre des expériences de BRET et de 1’analyse fonctionnelle des récepteurs.
Notamment, mon analyse par cytométrise de flux a permi de montrer que le niveau
d’expression des récepteurs CXCR4 détectés dans des cellules transfectées lors des
expériences BRET est comparable au niveau d’expression du récepteur endogéne

détecté dans des cellules PBMC.
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Summary

Homo- and heterodimerization have emerged as prominent features of G-protein
coupled receptors (GPCR) with possible impact on the regulation of their activity. Using
a sensitive bioluminescence resonance energy transfer (BRET) system, we investigated
the formation of CXCR4 and CCR2 chemokine receptor dimers. We found that both
receptors exist as constitutive homo- and heterodimers and that ligands induce
conformational changes within the pre-formed dimers without promoting receptor dimer
formation or disassembly. Ligands with different intrinsic efficacies yielded distinct
BRET modulations, indicating the stabilization of distinct receptor conformations. We
also found that peptides derived from the transmembrane domains of CXCR4 inhibited
activation of this receptor by blocking the ligand-induced conformational transitions of
the dimer. Taken together, our data support a model in which chemokine receptor homo-
and heterodimers form spontaneously and respond to ligand binding as units that
undergo conformational changes involving both protomers even when only one of the

two ligand binding sites is occupied.
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I Introduction

Through recent years, the concept of GPCR dimerization raised questions about
the molecular details and functional role of such oligomeric assembly (for a recent
review see (1)). Given the clinical interest of GPCRs, insights into the structural and
functional organization of the receptor complexes have the potential to facilitate the
design of new drug candidates with increased efficacy and selectivity. Resonance
Energy Transfer (RET) techniques have emerged as methods of choice to study receptor
dimerization in living cells. Although most RET studies indicate that many if not all
GPCR exist as dimers or higher oligomers under basal conditions, apparent
contradictions exist concerning their potential dynamic regulation upon ligand binding.
Whereas numerous authors did not find any effects of ligands on constitutive RET
signals in their systems (2-8), others observed ligand-promoted increases or decreases
that were interpreted as either the formation (9-11) or the dissociation (12-15) of GPCR
dimers in response to receptor activation. Conformational changes within pre-existing
constitutive dimers have also been proposed as alternative explanations for agonist or
antagonist-induced changes in RET (16-18).

Chemokine receptors, such as CCR2 and CXCR4, have been reported to form
homo- and heterodimers (3,4,19-24). In early co-immunoprecipitation studies, Vila-
Coro et al. proposed that the dimerization of CXCR4 is induced upon activation by its
chemokine ligand SDF-1 (21). In contrast, data obtained with RET techniques revealed
that CXCR4 homo-dimers form spontaneously in the absence of ligand (3,4,24). In one
study, no significant effect of SDF-1 was observed on the constitutive energy transfer
(4), while a small but reproducible increase was detected by others (24). Like for
CXCR4, agonist stimulation of CCR2 was found to promote the formation of dimers as
revealed by chemical cross-linking followed by immunoprecipitation suggesting that
receptor dimerization and activation are interconnected processes (19).
Heterodimerization between CXCR4 and CCR2 has initially been proposed to occur
only in the case of a frequent genetic variant of CCR2, termed CCR2V64I but not for
the wild type form of CCR2 (20). Given that CCR2V64] was associated with delayed
AIDS progression (25-27), such specific heterodimerization pattern could have

important pathophysiological consequences. Indeed, it was speculated that the AIDS-
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protective phenotype of the variant could be due to its blocking HIV entry via CXCR4
(20). In line with this proposition, the same authors proposed that the antiviral properties
of a monoclonal anti-CCR2 antibodies resulted from its ability to force the
heterodimerization of CCR2 with CXCR4 (23).

Taken together, the results summarized above raise a number of questions
concerning the dynamic nature of the homo- and heterodimerization processes
regulating GPCR function. Among these, the question of whether receptor ligands can
induce homo- or heterodimer association or dissociation, or if they promote
conformational changes within preformed dimers that remain stable through the
activation cycle is still highly debated. The potential role of CXCR4/CCR2
heterodimerization in inhibiting HIV entry makes it a particularly relevant model to
study this question. In addition to their role in HIV infection, these chemokine receptors
have been shown to be involved in cancer metastasis as well as in various aspects of
inflammatory diseases including the directed migration of leukocytes during acute
immune responses and homing (28-34). Therefore, understanding the dynamics of
CXCR4/CCR2 homo- and heterodimerization following ligand binding takes a
particular importance when considering their potential as drug targets for numerous
disease states

In the present study, we took advantage of bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) approaches to study CXCR4/CCR2 homo- and heterodimers in the
course of receptor activation. We found that CXCR4 and CCR2 exist as constitutive
homo- and heterodimer and that different ligands promote distinct conformational
rearrangements of preformed stable oligomers. Our data also indicate that peptides
derived from CXCR4 transmembrane domains block receptor activation by preventing
the agonist-promoted conformational rearrangement of both CXCR4 homo- and
CXCR4/CCR2 heterodimers.

Experimental procedures:

Plasmids
The cloning of CXCR4-YFP and CXCR4-RLuc have been described previously (3).
CCR2-YFP and CCR2-RLuc were constructed by ligating the coding sequence of
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CCR2, following its amplification by PCR, into the pGFP-N1-Topaze (Perkin Elmer
Life Sciences) and (hRLuc)-N3 (BioSignal) backbones of the CXCR4-YFP and -Rluc
using the HinDIII and Agel or HinDIII and BamHI sites, respectively. The constructs
were sequenced to ensure the absence of unwanted mutations. The 64V and 641 variants
were obtained by site-directed mutagenesis using the Kunkel method. The amino acid
sequence of the fusion linker regions between the terminal receptor residue and the
initiator methionine of either YFP or RLuc were as follows: CXCR4-YFP:
FHSSKPVATMVSKG, CXCR4-RLuc: FHSSKPGDPPARATMTSKYV, CCR2-YFP:
SAGLGPVATMVSKG, and CCR2-RLuc: SAGLGDPPARATMTSKYV. The sequences

of the linker regions and of the mutated residues were verified by direct sequencing.

Reagents

SDF-1 and MCP-1 were purchased from PeproTech and AMD3100 was obtained from
the NIH AIDS Research & Reference Reagent Program. TC14012, a T140 analogue
with similar biological properties was synthesized as previously described (35). The
sequences of the CXCR4 transmembrane domain-derived peptides as described in
Tarasova et al. (36) were synthesized using Fmoc solid phase synthesis as described
before (37), purified to >95% purity and characterized by MALDI-TOF mass
spectrometry. The sequences of the peptides are as follows: CXCR4-TMII:
LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD-OH, CXCR4-TMIV:
VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH, CXCR4-TMVI:
VILILAFFACWLPYYIGISID-OH, CXCR4-TMVII: DDEALAFFHCCLNPILYAFL-
NH,. f2AR-TMVI-1 (NH,-GIIMGTFTLCWLPFFIVNIVH-COOH) and B2AR-TMVI-2
(NH,-AIIMATFTACWLPFFIVNIVH-COOH) were described in (38). They were
dissolved as 10mM stocks in DMSO and used freshly diluted at indicated

concentrations.

Cell culture and transfection
HEK?293T cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented
with 10% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin and streptomycin, 2 mM L-

glutamine (all from Wisent). 24h before transfection, cells were seeded at a density of
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500 000 cells per well in 6-well dishes. Transient transfections were performed using the
FuGENE-6 transfection reagent (Roche) in Optimem medium (Gibco BRL.) Usually
0,1ug CXCR4-RLuc or CCR2-RLuc was transfected alone or with increasing quantities
of YFP- tagged CXCR4 or CCR2. Total amount of DNA transfected in each well was
completed to 2ug with empty vector. Following overnight incubation, transfection
medium was replaced with fresh Dulbecco’s modified Eagle’s medium for three hours
to allow cell recovery. Transfected cells were then seeded in 96 wells white plates with
clear bottom pre-treated with poly-D-lysine and left in culture for 24h before being
processed for BRET assay.

Flow cytometry

Transfected HEK293T cells were detached with phosphate-buffered saline (PBS)
containing 1mM EDTA 24h after cotransfection with CXCR4-RLUC and CXCR4-YFP
as indicated. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated on a Ficoll
(Amersham) gradient from whole blood. The cells were stimulated with10ug/ml
Phytohemagglutinin (PHA) and cultured for seven days in RPMI containing 10% fetal
bovine serum and 50IU/ml IL-2. For CXCR4 staining, the cells were incubated 45
minutes at 4°C in PBS containing 2% fetal bovine serum with anti-CXCR4
phycoerythrin (PE)-conjugated 12G5 monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology,
CA). They were then washed 3 times with PBS and cell surface expression of CXCR4
was quantified by flow cytometry on a FACSCalibur flow cytometer ( BD Biosciences).

BRET Assays

For routine BRET measurements, cells were washed once with PBS 36 to 48 hours after
transfection and Coelenterazine H (Nanolight Technology) added to a final
concentration of 5 uM in PBS. Readings were then collected using a multi-detector plate
reader MITHRAS LB940 (Berthold) allowing the sequential integration of the signals
detected in the 480+20 nm and 530+20 nm windows, for Luciferase and YFP light
emissions respectively. The BRET signal is determined by calculating the ratio of the
light intensity emitted by the Receptor-YFP over the light intensity emitted by the
Receptor-RLuc. The values were corrected by subtracting the background BRET signal
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detected when the Receptor-RLuc constructs was expressed alone. To assess the effects
of ligands, SDF-1, AMD3100, TC14012 and MCP-1 were added at the indicated
concentration and incubated at 37°C for five minutes before the addition of
coelenterazine H and BRET reading. When indicated, ligands were added in presence of
0,1% BSA (Sigma). For experiments with transmembrane peptides, the cells were pre-
incubated with the different peptides in PBS for 15 minutes at 37°C before agonist
exposure.

For acquisition of full BRET spectra, cells were transfected as described above
with different amount of CXCR4-YFP for a given quantity of CXCR4-RLuc (0,1ug).
Cells were detached and resuspended in PBS containing 0,1% w/v glucose. 200 000
cells were seeded in 100ul PBS in 96 well with clear bottom (corning) and BRET scan
was performed in a Flex-station 2 (Molecular devices) by reading luminescence between
400nM and 600nM immediately after the addition of coelenterazine for cells expressing
different [acceptor]/[donor] ratios.

For BRET titration experiments, net BRET ratios were expressed as a function of
the [acceptor]/[donor] ratio (39). Total fluorescence and luminescence were used as a
relative measure of total expression of the acceptor and donor proteins, respectively.
Total fluorescence was determined with MITHRAS using an excitation filter at 485nM
and an emission filter at 535nM. Total luminescence was measured in the MITHRAS,
10 minutes after the addition of coelenterazine and the reading taken in the absence of

emission filter.

cAMP production

To determine cAMP accumulation, HEK293T cells were seeded in 24-well
microplates at 10° cells/well (coated with 0.1% poly-D-lysine) 24h prior to the
experiment and labelled for 2-3h in DMEM without FBS containing 2 pCi/ml of [*H]-
adenine (NEN). Since CXCR4 is coupled to Gi proteins, the relative efficacy of SDF-1
to inhibit forskolin-induced cAMP production was monitored in different conditions.
Cells were stimulated in presence of 20uM forskolin (Sigma) alone or 20uM forskolin
and 1nM SDF-1 for 30 min at 37 °C in DMEM containing 50mM Hepes, pH 7.4; 0,1%
BSA, 1 mM IBMX (Sigma) and supplemented or not with 10uM of each of the CXCR4
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TM peptides. The reaction was terminated by removing the DMEM / IBMX / ligand
solution and the addition of ice-cold 5% trichloroacetic acid. [’HJcAMP was purified by

sequential chromatography (Dowex resin/aluminum oxide).

Binding assays

SDF-1 binding to CXCR4 was assessed indirectly by flow cytometry as
previously published (40) Briefly, the ability of SDF-1 to compete for the binding of the
monoclonal anti-CXCR4 antibody 12GS5 to CEM cells was used to determine SDF-1
binding. SDF-1 was co-incubated at 4°C for 30 minutes with the antibody and SDF
binding determined by the loss of 12GS5 labelling, as determined by flow cytometry. To
test whether CXCR4 TM peptides interfered with SDF-1 binding to CXCR4, the
peptides were incubated with the cells 15 minutes prior to addition of SDF-1 and 12GS5.
Control tubes were incubated with peptides and 12GS5, without SDF-1.

For T14012 binding assay, CXCR4-expressing HEK293T cells were detached
with SmM EDTA, washed twice in binding buffer (50 mmol/L Hepes pH 7.4, 1 mmol/L
CaCl2, 5 mmol/L MgCl2, 0.5% BSA) and resuspended at final concentration of 5x10°
cells/ml. Total SDF-1 binding was measured with 0.1 nM *’[-SDF-1 (2200 Ci/mmol,
NEN) as tracer, and TC14012 competition assay were performed with 100nM TC14012
in the presence or absence of 10uM of each CXCR4 peptide. The samples were
incubated for 90 minutes at 20°C and binding was terminated by rapid filtration through
glass fiber (GF/C) filters (Whatman, Maidstone, UK) using ice-cold PBS containing
0,5M NaCl. The retained radioactivity was counted in a gamma counter (1271

RIAgamma Counter, LKB Wallac).

Data analysis
Data obtained in BRET assays were analyzed using Prism 3.0. Statistical significance
of the differences between the different conditions were calculated using one-way

ANOVA analysis of variance with a Bonferroni post-test for p value less than 0,05.
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Results
Constitutive CXCR4 dimers revealed by BRET

The existence of constitutive CRCR4 dimers was probed by monitoring the
occurrence of intermolecular interactions among CXCR4 molecules under basal
conditions using a proximity-based BRET assay. For this purpose, a constant amount of
CXCR4-RLuc expression vector was cotransfected with increasing amounts of CXCR4-
YFP encoding plasmid. The entire emission spectrum between 400 and 600 nm was then
analyzed for various CXCR4-YFP/CXCR4-RLuc (energy acceptor/energy donor) ratios
following the addition of the luciferase substrate coelenterazine. As shown in Fig.2.1,
increasing the expression level of CXCR4-YFP led to a progressive increase in the
amount of light emitted in the 510-550 nm region that resulted from the transfer of
energy from the luciferase to the YFP with the ensuing emission of light by the latter
(Fig. 2.1A). The occurrence of BRET between Rluc and YFP was further illustrated by
the reduction in emission observed in the 450-510 nm part of the spectrum that
correspond to the region of overlap between RLuc (energy donor) emission and YFP
(energy acceptor) excitation wavelengths allowing the energy transfer. The basal BRET
observed in the absence of any receptor ligand indicates, in agreement with previous
reports (3,4,24) that CXCR4 exist as constitutive homodimers. For all subsequent BRET
experiments, the emission of light was measured only in the 460-500 nm and 510-550
nm windows corresponding to the Rluc and YFP emission peaks respectively and the
BRET defined as the ratio of light detected in these two channels following
coelenterazine addition. As can be seen in Fig. 2.2A, the BRET signal increased as a
hyperbolic function of the CXCR4-YFP/CXCR4-Rluc ratio. The saturation of the BRET
titration curve is indicative of a specific protein-protein interaction, since random
molecular collisions that would give rise to bystander BRET would be expected to
increase nearly linearly over a wide range of YFP/RLuc (39,41). The selectivity of the
observed signal is further supported by the fact that co-expression of CXCR4-RLuc with
an unrelated GPCR, GBR2-YFP, led to marginal signal that progressed linearly over the
same range of energy acceptor /donor. The positive BRET signal did not result from a
non-physiological over-expression of the receptors, since CXCR4 immunostaining

followed by flow cytometry analysis revealed that the highest expression levels reached
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in transfected HEK293T cells (1pg CXCR4-YFP + 0.1ug CXCR4-RLuc) was still lower

than those observed in activated peripheral blood mononuclear cells (Fig 2.1B).

Ligand-induced modulation of the CXCR4 homodimer BRET signal

To assess the effect of ligand binding on the BRET signal observed for the
CXCR4 homodimer, full BRET titration curves were obtained in the presence and
absence of the CXCR4 agonist, SDF-1, or the polyphemusin II-derived inverse agonists
peptide analogue, TC14012 (35). As can be seen in Fig. 2.2A, the addition of SDF-1
increased while TC14012 decreased the maximal BRET signal (BRETmax) observed.
Interestingly, neither compound affected the shape of the curve so that the concentration
of CXCR4-YFP needed to reach 50% of the BRETmax (BRETsg) remained unaffected
by the treatments. Since the BRETs, represents the propensity of the protomers to
interact with one another (ie: their relative affinity), our data indicate that the ligand
treatments did not change the number of complexes. Rather, the BRETmax increase
most likely reflects conformational changes, within preformed receptor dimers, that
affect the distance between the energy donor and acceptor. SDF-1 was without effect on
the marginal signal observed between CXCR4-RLuc and the unrelated GBR2-YFP
confirming the selectivity of the effect.

The dose-dependence of the ligand effect is illustrated in Fig. 2.2B. In cell
expressing a given CXCR4-RLuc/CXCR4-YFP ratio, the agonist SDF-1 and inverse
agonist TC14012 dose-dependently increase and decrease the basal BRET signal,
respectively. Interestingly, the bicyclam weak partial agonist AMD3100 (42) increase
the BRET signal albeit to lower extent than the full agonist SDF-1. The unrelated, CCR2
selective, chemokine MCP-1 was without effect on the BRET signal confirming that
ligand interaction with CXCR4 is required to promote BRET changes. The dose-
response curves were carried out both in the absence and presence of the carrier protein
BSA (0.1%). As can be seen in the table inset, the presence of BSA significantly
increased the apparent potency of the compounds indicating the occurrence of non-
specific adsorption or inactivation of the diluted ligands in the absence of carrier. The
EC50 determined for SDF-1 in the presence of BSA was well within the range of Kds
previously reported for SDF-1 binding to CXCR4 (4nM to 85 nM)(43-47)) whereas the
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EC50 for TC14012 and AMD3100 are comparable to the IC50s obtained in binding
competition experiments using ['*1]-SDF-1 as the radio-ligand (42).

The pharmacological selectivity of the ligand-promoted BRET changes was
further demonstrated by the competitive nature of the effects. Indeed, as shown in Fig.
2.3., TC14012 dose-dependently blocked the ability of 100nM SDF-1 to increase the
BRET signal and eventually reverse this increase revealing the inhibitory action of the
inverse agonist (Fig. 2.3A.). Similarly, increasing concentration of the partial agonist
AMD3100 progressively blocked the SDF-1-promoted BRET increase until it reached
the modestly elevated level corresponding to the partial agonistic activity of AMD3100
(Fig. 2.3B). Taken together, these results indicate that three compounds with different

intrinsic efficacies led to distinct conformational changes of the CXCR4 dimer.

CCR2 homo- and heterodimers

CXCRA4 has been previously demonstrated to form heterodimers with CCR2, but
it remained unclear whether these heterodimers are spontaneously formed or induced by
the presence of one or both receptor ligands (20,23,48). In order to clarify this issue, we
first investigated the formation of constitutive CCR2 homodimers and their modulation
by the CCR2 selective agonist MCP-1. As can be seen in Fig. 2.4A, saturating
hyperbolic BRET titration curves revealed the spontaneous formation of CCR2
homodimer. Similarly to what was observed for the constitutive CXCR4 homodimer,
the selective agonist increased the maximal BRET signal without affecting the BRETs,
indicating that the conformation and not the number of dimers was affected by the
ligand binding. The pharmacological selectivity of the effects was again confirmed by
the fact that the CXCR4 selective agonist SDF-1 was without effect on the CCR2 dimer
BRET signal (Fig. 2.4B).

As was the case for each of the receptors expressed individually, co-expression
of CCR2 and CXCR4 led to the formation of constitutive heterodimers revealed by
specific basal BRET signals and hyperbolic saturating BRET titration curves between
CCR2-RLuc and CXCR4-YFP as well as in the reverse orientation (between CXCR4-
RLuc and CCR2-YFP) (Fig. 2.5A). Interestingly, the selective binding of ligands to a

single protomer was sufficient to promote heterodimer BRET changes for the two BRET
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orientations. However, the pattern of ligand effects was different from that observed for
each of the homodimers. In addition, the BRET pair orientation influenced the ligand
response pattern. When considering the CXCR4-RLuc/CCR2-YFP orientation, the
addition of the CCR2 agonist MCP-1 led, as was the case for the CCR2 homodimer, to
an increase of the heterodimer BRET signal. In contrast, the CXCR4 agonist SDF-1,
which promoted an increase of the CXCR4 homodimer BRET, decreased the BRET
signal originating from the heterodimer. The CXCR4 inverse agonist TC14012 for its
part had similar effect on the homo- and heterodimer leading to a decrease in the BRET
signal (Fig.. 2.5B, left panel). When the reverse BRET partner orientation (CCR2-
RLuc/CXCR4-YFP) was investigated, the CXCR4 ligands SDF-1 and TC14012
retained their inhibitory effect on the heterodimer BRET signal. However, MCP-1,
which increased the BRET observed between CXCR4-RLuc and CCR2-YFP, led to a
dramatic reduction of the BRET signal obtained for the CCR2-Rluc/CXCR4-YFP pair
(Fig. 2.5B, right panel). Taken together, these results clearly indicate that the orientation
of the ligand-promoted BRET changes cannot be used as a direct reflection of the
intrinsic ligand efficacy. Rather, it appears to be dependant on both the nature of the
ligand and the BRET pairs considered, both the identity of the receptor protomers and
the relative position of the energy donor and acceptor within the dimers influencing the
responses observed.

The observation that MCP-1 can either increase or decrease the BRET signal
emanating from the CXCR4/CCR2 heterodimer depending on the relative RLuc/YFP
orientation can hardly be reconciled with the hypothesis that BRET changes reflect
ligand-induced dimer association or dissociation. Indeed, the same ligand should not
lead to opposite effects on the same receptor heterodimer. Given that both the distance
and the orientation between the energy donor and acceptor determine the BRET
efficacy, the distinct BRET modulations observed most likely reflect conformational
rearrangements that change either the distance or the relative orientation between the
fluorophores. Since these parameters are affected by the initial relative position of the
RLuc and YFP within the dimers, it is to be expected that the same conformational
switch imposed by a ligand could result in very different BRET changes when different

BRET configurations are considered.
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A previous study suggested that CXCR4/CCR2 heterodimers could be formed
only with the CCR2V64I variant form of the receptor and not with the wild-type CCR2
(20). Given that the CCR2 641 variant is associated with delayed AIDS onset in HIV-
infected individuals, the finding was suggestive that the phenotype of the 64l variant
could be mediated by an inhibition of CXCR4 usage by HIV as a result of its
heterodimerization (26) (23). To reassess this possibility, we systematically used both
CCR2 variants to measure both basal and ligand-modulated BRET signals generated by
homo- and hetero-dimers but failed to detect any significant difference between them
(data not shown). Therefore, the mechanism for the observed protective phenotype
against AIDS progression of CCR2V64I is not related to its ability to heterodimerize
with CXCR4.

Effects of peptides derived from the CXCR4 transmembrane domains on both CXCR4
homo- and heterodimers

Previous work had found that peptides derived from CXCR4 transmembrane domains
are rapidly associating with the receptor, blocking its signalling as well as its HIV-1
coreceptor function (36). We asked whether these effects could result from the
dissociation of constitutive CXCR4 dimers, a mechanism that had been suggested for
the effect of a peptide derived from TMVI of the B-adrenergic receptor (38). For this
purpose, the effect of four peptides derived from TMII, IV, VI and VII was assessed on
the basal CXCR4 homodimer BRET signal. As shown in Fig. 6A, none of the peptides
affected the constitutive BRET signal as shown by the unaltered BRET titration curves
ruling out peptide-promoted dissociation as the basis of their functional inhibitory
action. However, all peptides blocked the SDF-1-induced BRET increase, TMII and IV
being the most efficacious (Fig. 2.6B) indicating that inhibition of the agonist-promoted
conformational change could underlie the mechanism of action of the peptides.
Interestingly, the efficacies of the peptides in the BRET assay was similar their relative
ability to block SDF-1 promoted inhibition of adenylyl cyclase activity (Fig 2.6D).
Indeed, whereas TMII and TMIV acted as complete inhibitors in both assays, TMVI and
TMVII acted as partial blockers at 10uM. When considering the inverse-agonist
TC14012, only TMII significantly attenuated the ligand-promoted BRET reduction,
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TMIV, VI and VII leading only to marginal inhibition that did not reach statistical
significance (Fig. 2.6B). The inhibitory action of the peptides appears to be directly
linked to the inhibition of the activation process and not of the ligand binding to the
receptor since neither SDF-1 nor TC14012 binding to CXCR4 was affected by the
peptides (data not shown). The differential effect of the peptides on the agonist- and
inverse agonist-promoted changes further confirmed that the two ligands promoted
distinct conformational changes that are differentially affected by the peptides. The
effect was specific for CXCR4 since the peptides did not interfere with the MCP-1-
induced increase of the CCR2 homodimer BRET signal (Fig. 2.6C). In addition, two
peptides derived from the B2-adrenergic receptor TMVI (38) were without effect on the
SDF-1 promoted increase in BRET between CXCR4-Rluc and CXCR4-YFP (data not
shown).

We then examined the effect of the CXCR4-derived peptides on the
CXCR4/CCR2 heterodimer. In the absence of ligands, similarly to what was observed
for the CXCR4 homodimer, the four peptides were without effect on the basal
heterodimer BRET signal obtained between CCR2-Rluc and CXCR4-YFP (Fig. 2.7A).
However, all four peptides blocked, albeit to different extents, the SDF-1-promoted
BRET change while only TMII significantly affected the TC14012-induced BRET
reduction (Fig. 2.7B). This pattern of inhibition, which is similar to that observed for the
CXCR4 homodimer suggests that comparable CXCR4 conformational changes occur
upon ligand binding whether the receptor is part of an homodimer or within a
CXCR4/CCR2 heterodimer. Interestingly, a modest (around 25%) but statistically
significant reduction of the heterodimer BRET response to the CCR2 selective agonist
MCP-1 was also observed upon treatment with the CXCR4 derived TMII, TMIV and
TMVI peptides (Fig. 2.7B). This observation suggests that the heterodimer
conformational changes induced by ligand binding to a single receptor protomer may
not only involve changes within the ligand-bound receptor. Instead, trans-receptor
conformational reorganisation may be transmitted to the CXCR4 protomer upon ligand
binding to the CCR2 protomer, and these transmitted conformational changes could be

blocked by the CXCR4-derived peptides. Alternatively, the observed effects may be due
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to the capacity of the CXCR4-bound peptides to reduce CCR2 movements within the

heterodimer.

Discussion:

Recent appreciation that GPCRs exist as dimers has raised a number of questions
regarding the molecular dynamics and functional role of such oligomeric organization.
Among these, whether dimerization is a constitutive phenomenon or is promoted by
ligand binding remains highly debated. The role of dimerization in the receptor
activation process also remains poorly understood. In this paper we present evidence
indicating that at least for CXCR4 and CCR2, receptors exist as constitutive homo- and
heterodimers and that ligand binding induce conformational changes within pre-existing
complexes without promoting the formation or dissociation of dimers. Taking advantage
of CXCR4-derived peptides that can non-competitively block receptor function, we also
show that ligand promoted changes in dimer conformations are intimately linked with
receptor function.

Previous studies have led to conflicting interpretations concerning the dynamic
nature of GPCR dimers. In particular, while many authors interpreted ligand-promoted
changes in Resonance Energy Transfer signals between GPCR protomers as evidence
for receptor dimer formation or dissociation, (9,12-14,48), others concluded to
conformational changes within constitutive receptor dimers (16,17,41).

When considering CXCR4 and CCR2, early co-immunoprecipitation studies
suggested that dimers only formed following stimulation with chemokines (20-22).
Later work using either fluorescence or bioluminescence resonance energy transfer
methods revealed the existence of spontaneous CXCR4 dimers (3,4,24). In two of these
studies, the effect of the agonist SDF-1- was assessed on the basal RET signals.
Whereas a modest increase that did not reach statistical significance was observed in
one study (4), a reproducible increase was observed in the other (24). However, the data
obtained did not allow to determine whether the RET augmentation represented an
increase in dimer formation or a conformational change within the preformed dimers.

In the present study, in addition to confirming the existence of constitutive

CXCR4 homodimers, our BRET results demonstrate that both CCR2 homodimers and
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CXCR4/CCR2 heterodimers can form spontaneously. Three lines of evidence supported
that the basal BRET signals observed truly represent specific constitutive dimerization,
and are not simply non-specific “bystander BRET” that would result from tight random-
packing of monomeric receptors: 1) BRET titration experiments gave rise to saturating
hyperbolic curves that are characteristic of specific protein-protein interactions and not
random molecular collisions (39), 2) No specific BRET signal could be detected
between either CXCR4 or CCR2 and the unrelated GABADbR2, 3) Receptor occupancy
resulted in either ligand-specific increases or decreases of the BRET signal; such a result
would not be expected if the basal BRET signal resulted from non-specific random
collisions. In addition, the receptor expression levels of the transfected cells used in this
study are similar to those observed in primary lymphocytes, thereby excluding that
dimerization is a result of receptor overexpression.

Our study also provides a conclusive demonstration that ligand-promoted
modulation of CXCR4 and CCR2 homo- and heterodimer BRET signals does not result
from changes in dimer numbers, but rather from the rearrangements of preformed
dimers. First, the BRET titration curves revealed that the BRETsgs, which would be
expected to change if the propensity to form dimers was affected (39,49) were unaltered
in the presence of an agonist or an inverse agonist suggesting that the ligands did not
affect the apparent affinity of the receptor protomers for one another. Changes in
BRETmax in the absence of apparent altered affinity is best explained by
conformational changes that change the distance and/or orientation between the energy
donor and acceptor affecting the energy transfer efficacy. Second, the dependence of the
MCP-1-promoted change in BRET signal on the orientation of the CXCR4/CCR2
heterodimer BRET partners (ie: MCP-1 increased the BRET signal for the CXCR4-
RLuc/CCR2-YFP pair while it decreased it for the CCR2-RLuc/CXCR4-YFP) is hardly
compatible with ligand-promoted dimer formation or dissociation. In fact, that the
fluorophore fusion orientation alone would determine whether MCP-1 induces dimer
association or dissociation seems highly unlikely. Rather, the dependence of the BRET
changes (ie: increase or decrease) on the BRET pair configuration probably reflects
structural particularities of the respective pairs studied. Indeed, the specific initial

structural state determined by the particular combination of a receptor C-terminal fused
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to either the energy donor or acceptor could greatly influence how the same
conformational switch is sensed by the BRET partners.

When considering the extent of the BRET changes promoted by various ligands
for the CXCR4 homodimer, our results seem to contradict the previously reported
CXCR4 model proposed by Trent et al. (50). In this model, the inverse agonist T140 is
predicted to induce only minor rearrangements while more important changes are
expected from the binding of the weak agonist AMD3100. It should, however, be
pointed out that the model only considered the monomeric form of the receptor and
maybe more importantly that the initial state was assimilated to a fully inactive
conformation (based on the available rhodopsin structure (51)) Taking into account the
previous report that CXCR4 displays a level of spontaneous activity that can be
inhibited by TC14012 but is almost not affected by AMD3100 in cells (42), one could
propose that the average basal dimer conformation detected by BRET represents a
partially activated conformation that resembles the one stabilized by AMD3100. It
follows that AMD3100 would not promote important conformational changes thus only
marginally affecting the basal BRET signal while the stabilization of a fully inactive
conformation by TC1402 would be translated in considerable BRET changes which is
what we observed in living cells.

In the case of the CXCR4 and CCR2 homodimers, ligand-induced changes in
BRET signals nicely parallel the intrinsic efficacy of the ligands; agonists promoting
signal increases (a full agonist yielding a greater response than a partial agonist) while
an inverse agonist decrease the signal. It would therefore be tempting to speculate that
the direction of the BRET changes reflects specific conformational changes that can be
directly linked to the signalling efficacy. However, the data obtained with the
CXCR4/CCR2 heterodimer questions such direct relationship. Indeed, the CCR2
agonist MCP-1, either increased or decreased the BRET signal depending on the BRET
partner orientation used (see above) demonstrating that the direction of ligand-induced
BRET signal inflection may depend on C-terminal structural constraints, and thus differ
in different systems. It would thus be prudent to conclude that different BRET changes

reflect distinct ligand-stabilized receptor conformations but cannot be used to predict



72

intrinsic efficacies. Similar conclusions had already been suggested by other authors
(16).

Although no direct relationship between the direction of the BRET changes
induced by ligands and their intrinsic efficacies can be strictly established, our data with
the CXCR4-derived TM peptides strongly suggest that the conformational changes
detected are linked to receptor activity. The original underlying rationale for testing the
effect of the inhibitory peptides developed by Tarasova et al. (36) was that TM-derived
peptides could bind to the protomer interface within dimers, thereby interfering with
dimerization and inhibiting receptor activities. Indeed, the activity of a similar peptide
has been suggested to result from the disruption of the p2-adrenergic receptor dimers
(38), an interpretation that is in line with the proposed roles of TM domains in other
GPCR dimer interfaces (52,53). Hernanz-Falcon et al. recently reported that
simultaneous mutation of two residues located in the first and fourth TM domains
abolished CCRS5 dimerization, and that small peptides corresponding to these regions
had the same effect (48). Alternatively, it has been proposed that TM-peptides can act
by interfering with intramolecular TM packing, and thus inducing receptor distortion
(54). Our finding that CXCR4 TM-derived peptides did not affect basal BRET levels
indicate that they did not function by inhibiting dimerization or by causing major
distortion in the initial conformation since both of these should have caused detectable
BRET changes. Our data rather suggest that peptide binding stabilizes the initial
conformation hampering the occurrence of any ligand-promoted conformational
changes. Given the anti-HIV activity of these peptides ((36) and N.H. data not shown),
this interpretation has important implications for the role of CXCR4 in HIV entry, as it
suggests that the peptides could block envelope-induced conformational changes of
CXCR4 that are mandatory for viral entry. Whether the apparently different efficacy of
the various peptides to inhibit both function and ligand-promoted conformational
changes reflects the respective importance of specific TM domains in the dimerization
process remains to be investigated.

The observation that CXCR4-derived TM peptides could block the
conformational rearrangement of the CXCR4/CCR2 heterodimer promoted by the

selective CCR2 agonist MCP-1 provides some clues about the functional organization of
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chemokine receptor dimers. Indeed, these results demonstrate that the presence of only
one selective chemokine is sufficient to change the conformation of the heterodimer. In
addition, it is tempting to speculate that conformational changes could be transmitted in
trans from one protomer to the other. Such inter-protomer transmission of
conformational changes would suggest that the activity of one receptor could be affected
by ligand binding to the other. This type of transactivation has been previously shown
for the metabotropic GABAb receptor where agonist binding to the GABABRI
protomer lead to the functional engagement of the heterotrimeric G protein by the
GABADbBR2 protomer (55,56). The occurrence of trans-dimer conformational
rearrangements could have great impact on the therapeutic use of receptor ligands since
they may not only impinge on the activity of their cognate receptor, but also on that of
the heterodimer partner. Alternatively, however, our results could also be explained by
the capacity of the CXCR4-derived peptides to interfere with CCR2 movements within
the heterodimer.

The fact that CXCR4/CCR2 heterodimers are conformationally responsive to
selective ligands of either receptor could have potentially important physisological
implications. Cell migration frequently involves several chemokines, and the
mechanisms leading to the integration of these multiple signals is poorly understood
(57-59). Since many chemokine receptors are co-expressed in the same cell types, and
can be involved together in a single migration process, a role for heterodimers in
integrating the multiple signals could be envisioned. For example, CCR2 and CXCR4
have been shown to both contribute to accumulation of activated/memory T-cells in
lymph node (60). Whether they play sequential roles or are simultaneously activated,

possibly by the intermediate of receptor heterodimers, will require further investigations.
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Figure legends:

Fig 2.1. A): Light emission BRET spectra for CXCR4 homodimerisation. Spectra of
HEK293T cells coexpressing a fix amount of BRET donor (CXCR4-RLuc) and various
levels of acceptor (CXCR4-YFP). Net BRET signals and BRET spectra were
determined in parallel. Results are expressed as % of the maximum signal obtained
when CXCR4-RLuc is transfected alone. B): CXCR4 expression of transfected and
primary cells: Relative CXCR4 expression in transiently transfected HEK293T cells
(0.1 ug CXCR4-Luc and 1 ug CXCR4-YFP) and in activated peripheral mononuclear
blood cells (PBMC) by flow cytometry using the anti-CXCR4-PE antibody.

Fig 2.2. Ligand effect on CXCR4 homodimers expressed at physiological levels in
HEK293T cells. HEK293T cells were transiently transfected with 0,1 ug of CXCR4-
RLuc and different amounts ranging from 0,03 to 1 pg (A) or 1 ug (B) of CXCR4-YFP.
A): Saturation-curves with and without ligands (700nM SDF-1 or 500nM TC14012).
Saturation curves were obtained by plotting net BRET as a function of the
[Acceptor]/[Donor] ratio (for more detail see methods section). As a control of

specificity, CXCR4-RLuc BRET was also monitored with increasing quantities of
GBR2-YFP in presence (O) or absence () of 700nM SDF-1. Result represents one

experiment out of 5 giving similar results. BRETsy measured without ligand or in
presence of SDF-1 or TC14012 are respectively 45,8+3; 46+4,7 and 57,2+5,2. B): Dose-
response of ligand induced change in CXCR4/CXCR4 homodimerisation BRET. 48
hours following transfections, cells were activated for 5 min at 37°C with increasing
concentration of SDF-1, AMD3100 , MCP-1 or TC14012 before BRET measurement.
The inset compares the EC50s (in nM) found for SDF-1, TC14012 and AMD3100 in the
presence or absence of 0.1% BSA used as carrier protein. The results represent the

average = S.E.M. of four independent experiments done in duplicate. For all panels, A:

SDF-1, ¥: TC14012, ¢: AMD3100, m: MCP-1, @: no ligand.
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Fig 2.3. TC14012 and AMD3100 competition of SDF-la induced changes in
CXCR4 homodimerisation BRET signal. HEK293T cells were transfected with 0,1pg
CXCR4-RLuc and a saturating quantity (1,0 pg) of CXCR4-YFP plasmids. Ligands
were added either alone (100 nM SDF-1, 500nM TC14012 or 2uM AMD3100 ), or
100nM SDF-1 was mixed with increasing quantities of TC14012 or AMD3100 . Results

are the average of three independent experiments performed in duplicates.

Fig 2.4. MCP-1 effect on CCR2 homodimers. A): HEK293T cells were transfected
with 0,1pg CCR2-RLuc and increasing quantities (from 0,01 to 1,0pg) of either CCR2-

YFP (®;A) or GBR2-YFP (O) vectors. Net BRET measured in presence (A) or

absence (®;0) of 200nM MCP-1 is plotted as a function of the [Acceptor]/[Donor] ratio

as in Figure 2. BRETsy measured for CCR2 homodimer in absence and presence of
MCP-1 were respectively 84,2+11,1 and 61,8+5,8 . B): Cells transfected with 0,1pg
CCR2-RLuc and a saturating excess (1,0 pg) of CCR2-YFP plasmids were stimulated
with 200nM MCP-1 or 200nM SDF-1. Results are the average of three independent

experiments performed in triplicate.

Fig 2.5. SDF-1, TC14012 and MCP-1 effects on CXCR4-CCR2 heterodimers.
HEK293T cells were transfected with 0,1pg of either CXCR4-RLuc or CCR2-RLuc and
different amounts ranging from 0,03 to 1,0 pug (A) or saturating excess (1,0 ug)(B) of
CCR2-YFP or CXCR4-YFP expression vectors. A): CCR2-RLuc/CXCR4-YFP and
CXCR4-RLuc/CCR2-YFP saturation curves were obtained by plotting net BRET as a
function of the [Acceptor]/[Donor] ratio as explained in material and methods. B):
HEK?293T cells transfected either with CXCR4-RLuc/CCR2-YFP (left panel) or CCR2-
RLuc/CXCRA4-YFP (right panel) were stimulated with either 200nM SDF-1¢, 500nM
TC14012 or 200nM MCP-1 for 5 min at 37°C before BRET measurement.

Fig 2.6. Effects of CXCR4 TM peptides on CXCR4 homodimers. A): Saturation-
curve of CXCR4 homodimers in the presence and absence of CXCR4 TM peptides.
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Transiently transfected cells were incubated for 15min at 37°C in presence or absence of
10uM of CXCR4 TM 2, 4, 6 or 7 before BRET measurement. Longer peptide
incubation times (lh to overnight) yielded identical results (not shown). B) Cells
transfected with 0,1ug CXCR4-RLuc and saturating excess (1,0 pg) of CXCR4-YFP
were incubated with 10uM of CXCR4 TMII, TMIV, TMVI or TMVII as in A) before
being stimulated with 200nM SDF-1 or 100nM TC14012. Asteriks indicates
signification of the difference between the TM treated condition and control condition
(vehicle alone, black bar) with ***: p<0,001 **:p<0,01 *:p<0,05. Absence of asterisk
means that p>0,05. C): Cells transfected with 0,1pg CCR2-RLuc and saturating excess
(1,0 pg) of CCR2-YFP were left untreated or were treated with 10uM of each CXCR4
TM peptides as in (B), but were activated with 200nM MCP-1. D): HEK293T cells
transfected with CXCR4-Luc and CXCR4-YFP were stimulated for 30min at 37°C with
20uM forskolin alone or 20uM forskolin plus 1nM SDF-1 in the presence of the vehicle
(control) or 10uM of each CXCR4 TM peptides. The cAMP production was assessed by
measuring the accumulation of [3 H]-cAMP in cells pre-labelled with [*H]-adenine and
expressed as % of the maximal SDF-mediated inhibition in the absence of peptide.
Results are expressed as the mean +S.E.M of 3-5 independent experiments carried out

in triplicate.

Fig 2.7. Effects of CXCR4 TM peptides on CCR2-CXCR4 heterodimers. A):
Saturation-curve of CCR2-CXCR4 heterodimers in the presence and absence of CXCR4
TM peptides. HEK293T cells transfected with 0,1 pg CCR2-Luc and increasing
quantities of CXCR4-YFP were incubated for 15min at 37°C in presence or absence of
10uM of CXCR4 TMII, TMIV, TMVI or TMVII before BRET measurement. B):
HEK293T cells transfected with 0,1 pg CCR2-RLuc and a saturating excess (1,0 pg) of
CXCR4-YFP were treated with 10uM of each CXCR4 TM peptides and stimulated
with either 200nM SDF-1, 100nM TC14012 or 200nM MCP-1. Results are expressed as
the mean +S.E.M of 5 independent experiments carried out in triplicate. Asteriks
indicate statistical significance of the difference between the TM treated condition and
control condition (vehicle alone, black bar) with ***: p<0,001 **:p<0,01 *:p<0,05.

Absence of asterisk means that p>0,05.
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3. RESULTATS ADDITIONNELS
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La technique de transfert d’énergie par résonance de bioluminescence (BRET) est
une méthode de choix pour étudier la conformation de diméres de récepteurs dans
des cellules vivantes. Le BRET nous a permis de montrer que CXCR4 forme des
homo- et hétérodimeres constitutifs et que les ligands induisent des changements
conformationnels différents qui résultent en des réponses de signalisation distinctes
(208). Dans I’objectif d’en apprendre d’avantage sur la relation entre la conformation
et la fonction du récepteur CXCR4 nous avons choisi de caractériser par BRET la
conformation de récepteurs mutants dont la signalisation est altérée (capacité a
inhiber la production d’AMPc). Nous avons introduit des mutations ponctuelles dans
le motif DRY, présent dans la deuxi¢me boucle intracellulaire de CXCR4, impliqué
dans la transition conformationnelle du récepteur (50, 51, 53-58, 60, 62). Aussi, nous
avons muté le résidu N119 présent dans le domaine TM3 de CXCR4 important dans

I’activation suite a la liaison du ligand (64).
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3.1 MATERIELS ET METHODES:

3.1.1 PLASMIDES, REACTIFS, CULTURE CELLULAIRE, TRANSFECTION, MESURES DE
BRET ET PRODUCTION D’AMPC :

Les plasmides, les réactifs, les conditions de culture cellulaire, la méthode
transfection, les mesures de BRET ainsi que la méthode de production d’AMPc
utilisés afin de réaliser les expériences avec les mutants de CXCR4 correspondent a

ceux utilisés dans I’article Percherancier et al. (208).

3.1.2 MUTAGENESE DIRIGEE :

Les mutants CXCR4 ont été obtenus par mutagenése dirigée grace a la méthode de
Kunkel en utilisant les oligonucléotides de mutagenése suivants : D133N, 5’ATC AGT
CTG AAC CGG TAC CTG GCC ATC3’, R134A, 5’ATC AGT CTA GAC GCC TAC CTG3’;
Y135A, 5°CTG GAC CGC GCG CTG GCC ATC3’; N119D, 5°GAC ACT GTC GTA GAG GTC
GAC TGT GTA GAT3’; N119K, 5°GAC ACT GCT GTA AAG CTT GAC TGT GTA GAT3’;
N119S, 5°CAT CTA CAC AGT AAG CTT ATA CAG CAG3".

3.1.3 CYTOMETRIE DE FLUX :

Les cellules HEK293E transfectées sont détachées & 1’aide d’une solution de PBS
(phosphate-buffered saline) contenant ImM EDTA 24 heures aprés transfection.
Marquage des récepteurs CXCR4 a la surface cellulaire: Les cellules sont
incubées pendant 45 minutes & 4°C dans du PBS contenant 2% de sérum de veau
fetal (SVF) en présence d’un anticorps anti-CXCR4 12G5 monoclonal conjugué a la
phycoérythrine (Santa Cruz Biotechnology). Les cellules sont lavées 3 fois avec du
PBS. Marquage intracellulaire des récepteurs CXCR4 : Les cellules détachées en
utilisant le PBS 2 mM EDTA sont incubées pendant 2 minutes a 4°C avec un tampon
acide pH3 contenant 50mM de glycine et 120mM NaCl. Elles sont ensuite lavées 2
fois avec une solution PBS 2% SVF et incubées pendant 10 minutes a température de
la piece avec une solution PBS 2% SVF 0,05% saponine. Ce détergent perméabilise
les membranes cellulaires (Sigma Aldrich). Le traitement avec la saponine est suivi

d’une incubation avec I’anticorps anti-CXCR4 12G5 monoclonal conjugué a la



38

phycoérythrine. Enfin, les cellules sont lavées 3 fois avec la solution de PBS 2%
SVF 0,05% saponine. L’expression a la surface et celle intracellulaire des récepteurs
CXCR4 est quantifiée par cytométrie de flux en utilisant le FACSCalibur flow

cytometer (BD Biosciences).

3.2 DESCRIPTION ET DISCUSSION DES RESULTATS ADDITIONNELS :

3.2.1 EXPRESSION DES MUTANTS DU RECEPTEUR CXCR4 :

Etant donné I’importance du motif DRY dans la transition conformationnelle des
RCPGs (50, 51, 53-58, 60, 62, 209)et du résidu N119 dans la fonction du récepteur
CXCR4 (47, 64, 65) nous avons choisi de les muter. Les mutants du récepteur
CXCR4 (Figure 3.1) ont été obtenus par mutagenése dirigée en utilisant la méthode
de Kunkel. Afin de quantifier leur expression cellulaire par cytométrie de flux, des
cellules HEK293E ont été transfectées avec 0,1; 0,5 ou 2 ug d’ADN du récepteur
CXCR4 sauvage ou des mutants. Les récepteurs présents a la surface cellulaire sont
marqués avec un anticorps anti-CXCR4 monoclonal couplé & un fluorophore (la
phycoérythrine). Quant aux récepteurs présents intracellulairement, les membranes
des cellules HEK293E transfectées sont perméabilisées avec la saponine, un
détergent qui permet de former des bréches dans la membrane plasmique sans
induire la lyse cellulaire. Suite a cette perméabilisation, les récepteurs CXCR4 et les
mutants sont marqués avec [’anticorps anti-CXCR4 monoclonal couplé a la

phycoérythrine. Leur expression cellulaire est déterminée par cytométrie de flux.

La figure 3.2A montre I’expression relative a la surface cellulaire de CXCR4 et des
mutants. Ces derniers, sont détectables a la surface des cellules HEK293E
transfectées et leurs densités sont comparables avec celle de CXCR4 sauvage lorsque
0,1; 0,5 ou 2 ug d’ADN sont transfectés. Le fait d’augmenter la quantit¢é d’ADN
transfecté méne a I’augmentation de la densité des récepteurs a la surface cellulaire.
Les phénotypes d’expression des mutants restent différentiables lorsque I’on
augmente la quantité d’ADN transfecté dans les cellules, ce qui montre que les voies
de traduction des protéines ou de transport a la surface cellulaire ne semblent pas étre

saturées.
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La quantification de CXCR4 et des mutants présents dans les cellules a permis
d’obtenir le ratio de I’expression relative surface/intracellulaire des récepteurs
(Figure 3.2B). Le ratio de récepteurs surface/intracellulaire indique si un mutant est
bien acheminé & la membrane plasmique ou s’il est constitutivement internalisé. La
proportion des récepteurs présents & la surface cellulaire par rapport a celle
intracellulaire est comparable entre CXCR4 et les mutants entre eux, ce qui suggére
qu’ils ne seraient pas internalisés constitutivement. La proportion de récepteurs
mutants-CXCR4 D133N, R134A et Y135A présents a la surface cellulaire est
quelque peu inférieure & ce qui est détecté intracellulairement. Ces récepteurs
pourraient étre internalisés de fagon plus importante que CXCR4 sauvage. Il est aussi
possible que la mutation entraine un mauvais acheminement du récepteur a la
membrane plasmique. Dans le cas des récepteurs histamine H; (59), o2-adrénergique
(57), muscarinique M1 (210) et le récepteur alB-adrénergique (211), la mutation de
I’acide aspartique du motif E/DRY donne lieu & des récepteurs dont I’expression a la
membrane plasmique des cellules est inférieure par rapport au récepteur de type
sauvage. En ce qui concerne le résidu arginine, le mutant R126N du récepteur de
chimiokine CCR5 ne semble pas affecter son expression & la membrane plasmique
(209). Par contre, les mutants R143A, R143E, R143H et R143N du récepteur a1B-
adrénergiques sont moins présents a4 la membrane plasmique que le récepteur
sauvage puisqu’ils sont constitutivement désensibilisés (60). Quant au résidu tyrosine
du motif DRY, sa substitution par une phénylalanine dans le récepteur de chimiokine
CCR2 donne lieu & un mutant Y139F dont seule la capacité a signaliser est altérée
(58). La substitution des résidu du motif DRY semble altérer I’expression a la
membrane plasmique de bon nombre de récepteurs (57, 59, 210, 211) probablement &
cause de I’importance de motif dans la stabilisation du récepteur (52). Cette stabilité
serait altérée causant I’internalisation du récepteur ou son mauvais acheminement a

la membrane plasmique.

3.2.3 ANALYSE BRET DES MUTANTS CXCR4 :

Nous avons montré la dimérisation constitutive a 1’état basal du récepteur CXCR4
par BRET (208). En ce qui concerne les mutants CXCR4, nous avons étudié leur
capacité a dimériser a I’état basal par BRET. Pour ce faire, une quantité constante de

CXCR4 sauvage ou mutant-Rluc est co-transfectée avec respectivement une quantité
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constante mais saturante de CXCR4 sauvage ou mutant-YFP. Les mesures de BRET
sont effectuées suite & ’addition du substrat de la luciférase, la coelenterazine H. La
figure 3.3 présente BRET net a I’état basal mesuré pour les différents mutants en

comparaison avec celui de CXCR4 sauvage.

Le phénoméne BRET semble avoir lieu dans le cas de tous les mutants CXCR4. La
différence d’amplitude dans le signal BRET des mutants DI33N et R134A, en
comparaison avec le récepteur sauvage pourrait étre due au fait que les mutants
auraient différentes conformations a I’état basal (Figure 3.3). En ce basant
uniquement sur ces résultats préliminaires il est impossible d’affirmer avec certitude
que les conformations de base de ces mutants sont réellement différentes de celle du
récepteur sauvage et il est possible que ce que nous observons serait dii & une
diminution du nombre de diméres. Afin de pouvoir comparer quantitativement les
résultats BRET a |’état basal entre mutants et le récepteur de type sauvage, il est
important que le ratio donneur-Rluc/accepteur-YFP soit un paramétre contrdlé. Il est
impératif de vérifier que la luminescence et la fluorescence mesurées des protéines
de fusion sont directement proportionnelles a la quantité des récepteurs (110). Les

expériences visant a controler ces paramétres sont en cours.

3.2.4 EFFET DES LIGANDS SUR LE SIGNAL BRET DES MUTANTS CXCR4 :

Dans le but d’approfondir la caractérisation des mutants, nous avons étudié I’effet de
I’agoniste SDF-1 et de I’agoniste inverse TC14012 sur leur signal BRET. Nous
avons co-transfecté les fusions-Rluc et YFP dans les mémes conditions que lors de la
mesure du BRET a I’état basal. Les cellules HEK293E transfectées sont stimulées
avec un exces d’agoniste SDF-1 ou de I’agoniste inverse TC14012 suivie de la
lecture BRET.

Le traitement avec SDF-1 semble induire des changements conformationnels menant
a I’augmentation du signal BRET par rapport & 1’état basal en ce qui concerne
CXCR4 sauvage et les mutants, & I’exception de R134A et N119K. En ce qui
concerne le mutant N119K, ce résultat semble corréler avec ceux obtenus par Zhang
et al. lors la caractérisation de ce méme mutant de CXCR4 (64). Ce groupe a montré

que le mutant N119K est inapte a signaliser méme s’il est présent & la surface
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cellulaire. Son affinité pour SDF-1 est comparable a celle du récepteur sauvage mais
le traitement avec I’agoniste n’induit pas I’internalisation du mutant N119K (64). Il
est possible que la conformation a I’état basal du mutant N119K soit figée et que
I’interaction avec SDF-1 ne puisse pas induire les changements conformationnels

nécessaires a I’activation du récepteur.

Quant 8 CXCR4 N119S, le traitement avec SDF-1 induit une diminution de BRET et
suggére que le ligand stabilise une conformation éloignant le donneur et I’accepteur.
Nous avons montré dans notre article (208) que le sens de la variation du BRET suite
au traitement avec un ligand serait une caractéristique de la paire BRET considérée et
qu’il est difficile d’envisager un lien directe entre le sens de la variation du BRET et
’efficacité de signalisation. En effet, ce mutant a été caractérisé par Zhang et al. (64)
comme €tant constitutivement actif tout en restant inductible suite au traitement avec

’agoniste.

Le traitement avec I’agoniste inverse TC14012 semble induire une diminution du
signal BRET d’une amplitude semblable pour CXCR4 sauvage et les mutants a
I’exception de CXCR4 R134A. Dans ce cas, aucune variation du signal BRET n’est
observée suite au traitement avec les ligands SDF-1 et TC14012. 11 est possible que
ce mutant soit incapable de subir les changements conformationnels induits par les
ligands. Une caractérisation approfondie est nécessaire étant donné que nous ne
connaissons pas encore |’affinit¢é de CXCR4 R134A ni celles des autres mutants

DRY pour les différents ligands.

Le résidu arginine du motif E/DRY semble étre important pour le couplage des
RCPGs a la protéine G et la subtitution de ce résidu donne lieu a des récepteurs dont
la fonction est réduite ou abolie (60, 62, 212, 213). La mutation du résidu arginine au
sein du récepteur histamine H2 donne lieu a un récepteur dont la capacité a signaliser
est réduite (59). Dans le cas du récepteur de la vasopressine V2, le mutant R137H est
impliqué dans la perte d’eau des personnes atteintes de diabéte néphrogénique
insipide. Le mutant R137H a été caractérisé comme étant incapable de coupler a la
protéine Ga, il est constamment associ¢ a la [-arrestine, ce qui rend le récepteur
constitutivement désensibilisé (61). Wilbanks et al. ont montré que la substitution de

’arginine au sein des récepteurs a1B-adrénergique et de I’angiotensine II de type 1A
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augmente I’affinité des récepteurs pour la PB-arrestine et les récepteurs sont
constitutivement désensibilisés (60). Dans le cas du récepteur de chimiokine CCRS,
le mutant R126N posséde une aussi grande affinité pour la f-arrestine. En ce qui
concerne le récepteur CXCR4, la mutation du résidu arginine du motif E/DRY
semble donner lieu & un récepteur qui ne peut pas changer de conformation suite a la
stimulation avec SDF-1. 1] est possible que nos observations soient dues au fait que

la mutation change I’affinité du récepteur pour SDF-1.

3.2.5 SIGNALISATION DES MUTANTS CXCR4 :

La concentration de SDF-1 permettant d’inhiber au maximum la production d’AMPc
a été déterminée lors des expériences effectuées pour notre article (208). Nous avons
mesuré P’inhibition de la production d’AMPc dans des cellules HEK293E,
transfectées avec une quantité constante de CXCR4 sauvage, marquées avec de
I’adénine [3H]. Les cellules sont stimulées avec différentes concentrations de SDF-1
et les AMPc produits sont quantifiés (Figure 3.5). L’augmentation de la
concentration de SDF-1 méne a I’inhibition de la production de I’AMPc. La courbe
d’inhibition montre qu’a de petites concentrations telles que 1pM et 10pM de SDF-1
aucune inhibition de la production d’AMPc n’est observée. La concentration
d’agoniste qui inhibe 50% de la production d’AMPc (IC50) est d’environ 1nM SDF-
1 et I’effet maximal de 1’agoniste est observée suite au traitement des cellules avec
une concentration de 100nM SDF-1 (Figure 3.5). Nous avons aussi testé la capacité
des fusions CXCR4-Rluc et CXCR4-YFP & inhiber la production de I’AMPc dans les
mémes conditions que CXCR4 de type sauvage. Nos résultats montrent que les
fusions -Rluc et YFP n’alteérent pas la capacité de CXCR4 a inhiber la production
d’AMPec suite au traitement avec SDF-1.

Nous avons €tudié, la capacité des mutants a inhiber la production d’AMPc suite & la
stimulation avec une concentration de 100nM de SDF-1. De fagon semblable les
cellules HEK293E sont transfectées avec des quantités constantes de CXCR4
sauvage ou mutants et marquées avec de I’adénine [3H]. Suite a la stimulation des
cellules avec une concentration saturante pour CXCR4 de type sauvage de SDF-I,

I’ AMPc produit est quantifié.
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La capacité des mutants a inhiber la production d’AMPc suite au traitement avec
I’agoniste semble étre comparable a celle de CXCR4 sauvage a I’exception des
mutants R134A et N119K. Ce résultat était attendu dans le cas du mutant N119K
étant donné qu’il a été caractérisé comme étant incapable de signaliser mais que son
affinité pour le ligand est semblable a celle du récepteur de type sauvage (64). Le
mutant CXCR4 R134A semble inhiber trés faiblement la production d’AMPc suite a
la stimulation avec I’agoniste. Une caractérisation plus approfondie de ce mutant
ainsi que des autres mutants du motif DRY est nécessaire. Nous ne pouvons nous
prononcer plus en détail quant a leurs capacités a inhiber la production d’AMPc,
étant donné que nous n’avons pas encore a notre disposition les courbes d’inhibition
de la production d’AMPc suite a la stimulation avec différentes concentrations de
SDF-1. Nous ne savons pas si 100nM SDF-1 est une concentration saturante en
agoniste puisqu’il est aussi possible que les mutations ont altéré I’efficacité et/ou la
puissance de I’interaction avec SDF-1. Dans le cas des mutants N119D, N119K et
N119S, Zhang et al. ont monté que les mutants lient SDF-1 avec des valeurs d’ICs
semblables a celle du récepteur sauvage (64) et la concentration de 100nM SDF-1

utilisée dans nos expériences est saturante pour ces mutants.
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3.3 FIGURES ADDITIONNELLES
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Figure 3.1 : Représentation schématique du récepteur de
chimiokine CXCR4. Les acides aminés mutés dans la TM3 et
dans le motif DRY présent dans la 2° boulce intracellulaire sont
désignés en rouge. Le pont disulfure entre les boucles
extracellulaires 1 et sont est identifié. Adapté a partir de Brelot et
al. J. Biol.Chem 275: 23736-23744
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Figure 3.2 : Expression des mutants du récepteur CXCR4. Les cellules
HEK?293E ont été transfectées avec 0,1; 0,5 ou 2ug de CXCR4 sauvage ou mutant.
L’expression de CXCR4 et des mutants (A) a la surface cellulaire a été€ déterminée
suite au marquage des récepteurs avec un anticorps anti-CXCR4 PE. Le marquage
des récepteurs intracellulaires a nécessité une perméabilisation des membranes
plasmiques avec 0,05% saponine précédent le marquage avec l’anticorps anti-
CXCR4 PE. La densité des récepteurs a ét¢ déterminé grace & une analyse par
cytométrie de flux. (B) Le ratio d’expression surface/intracellulaire est représenté.
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Figure 3.3 : Analyse BRET des mutants CXCR4. Des cellules HEK293E
transfectées transitoirement avec 0,03 ug de CXCR4 Wt-Rluc et un excess saturant
(1pg) de CXCR4 WT-YFP ou 0,01 pg de CXCR4 mutant-Rluc et un excés saturant
(1ug) de CXCR4 mutant-YFP ont été utilisées pour les mesures de BRET. Les
résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendentes réalisées en
duplicata.Le pourcentage de BRET Net pour chaque mutant en comparaison avec
CXCR4 Wt a I’état basal est représenté.
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Figure 3.4 : Effet des ligands sur les mutants CXCR4. Des cellules HEK293E
transfectées de fagon transitoire avec 0,03 ug de CXCR4 Wt-Rluc et un excess
saturant (1ug) de CXCR4 WT-YFP ou avec 0,01 pg de CXCR4 mutant-Rluc et
un excess saturant (1pug) de CXCR4 mutant-YFP ont été stimulés avec 200nM
SDF-1 (A) ou 1uM TC14012 (B) pendant 5 min a 37°C précédent les mesures
BRET. Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendentes
réalisées en duplicata.
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Figure 3.5 : Inhibition de la production d’AMPc par CXCR4.
Des cellules HEK293E transfectées de fagon transitoire ont été
stimulées pendant 30 min a 37 °C avec 20 pM forskoline seule ou
20 uM forskoline en présence de plusieurs concentrations de
SDF-1. La production d’AMPc est déterminée en mesurant
’accumulation de [3H] AMPc dans des cellules pré-marquées avec
[3H]adenine est exprimée en pourcentage de I’effet maximal
d’inhibition de SDF-1 via CXCR4 Wt. La fléche indique la
concentration saturante a laquelle il y a inhibition totale
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Figure 3.6 : Inhibition de la production d’AMPc par les mutants
CXCR4. Des cellules HEK293E transfectées de fagon transitoire ont
été stimulées pendant 30 min a 37 °C avec 20 uM forskoline seule ou
20 puM forskoline en présence de 100 nM SDF-1. La production
d’AMPc est déterminée en mesurant I’accumulation de [*HJAMPc dans
des cellules pré-marquées avec [*H]adenine est exprimée en
pourcentage de I’effet maximal d’inhibition de SDF-1 de CXCR4 Wt.
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4.1 HOMO- ET HETERODIMERISATION CONSTITUTIVE (LIGAND-INDEPENDANTE) DE
CXCR4ETCCR2 :

Plusieurs études ont essayé de trouver réponse a la question si la dimérisation des
RCPGs est induite par le ligand ou constitutive. Des équipes, dont Fernanz-Falcon et
al. ont interprété les changements dans le signal de transfert d’énergie par résonance
suite au traitement par le ligand comme étant une association ou une dissociation des
protoméres (112, 132, 214, 215). D’autres ont suggéré que le ligand induit des
changements conformationnels au sein du dimére de récepteur pré-formé (115, 216,

217).

Nos résultats BRET montrent que les homodiméres CXCR4 (Figure 2.2) sont
constitutifs tout comme les homodiméres CCR2 (Figure 2.4) ainsi que les
hétérodiméres CCR2/CXCR4 (Figure 2.5). Le signal BRET détecté en absence de
ligand correspond a celui de la dimérisation ligand-indépendante des récepteurs
d’intérét et n’est pas le résultat de collisions aléatoires non spécifiques qui pourraient
€tre causées par I’importante densité de récepteurs monomériques. Les courbes de
titration BRET ont donné lieu & des courbes de saturation hyperbolique qui sont
caractéristiques de celles obtenues dans le cas d’interactions protéine-protéine
spécifiques (110) et aucun signal BRET n’a été observé entre CXCR4 ou CCR2 et le
récepteur GABABR2 non apparenté. Les ligands de CCR2 et/ou CXCR4 ont induit
une baisse ou une augmentation du signal BRET qui n’aurait pas eu lieu dans le cas
d’un signal BRET non spécifique a 1’état basal. Ces €léments viennent & 1’appui de
nos conclusions concernant les diméres constitutifs formés par CXCR4 et CCR2.
Notamment, le niveau d’expression des récepteurs transfectés est comparable a celui
observé dans les lymphocytes primaires, ce qui permet d’exclure le fait que la
dimérisation observée a I’état basal soit causée par une densité trop importante des

récepteurs transfectés (Figure 2.1A).

Les premiéres études de co-immunoprécipitation des récepteurs CXCR4 et CCR2 ont
suggéré que les diméres sont induits suite au traitement avec leurs chimiokines
respectives (99, 123, 206). Ces équipes ont utilisé la méthode de crosslinking avant la

co-immunoprécipitation. Les résultats de ce groupe peuvent, a la lumiére de nos
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propres études, s’expliquer de la fagon suivante : il est possible que la stimulation des
diméres préformés avec leurs ligands induit des changements conformationnels qui
augmentent la capacité de crosslinking ce qui favorise la détection des dimeres par
co-immunoprécipitation uniquement suite au traitement avec les ligands. Cela aurait
mené a la conclusion des auteurs, selon laquelle la dimérisation des récepteurs
étudiés serait ligand-dépendante (50). Le groupe de Mellado et al. a étudié la
dimérisation du récepteur CCRS par FRET et ils ont été dans I’incapacité de
reproduire les résultats qu’ils ont obtenus par crosslinking suivi de
I’immunoprécipitation de ce récepteur. En utilisant le FRET I’équipe a montré que la

dimérisation de CCRS était ligand-indépendante (97, 132).

Un variant naturel du récepteur CCR2 (CCR2V64I) a été associé au ralentissement
de la progression du SIDA (218) méme si ce récepteur n’est pas un co-récepteur a
I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles. Des études ont montré que seul le mutant
CCR2 mais pas le récepteur de type sauvage peut hétérodimériser avec CXCR4 (205,
206). Ces observations ont permis aux auteurs de suggérer que I’interaction de CCR2
V641 avec CXCR4 empécherait le VIH-1 de se servir de CXCR4 comme co-
récepteur lors de I’entrée virale (205, 206). Nos résultats BRET montrent que
CXCR4 peut hétérodimériser avec CCR2 de type sauvage ou CCR2 V64l avec la
méme efficacité (Figure 2.5) (208).

4.2 CHANGEMENTS CONFORMATIONNELS INDUITS DANS LES HOMO- ET
HETERODIMERES CXCR4/CCR2 :

Notre étude montre que suite au traitement avec les ligands, les variations observées
dans le signal BRET des homo- et hétérodiméres CXCR4 et CCR2 sont le résultat de
changements conformationnels du dimeére et non un changement dans le nombre de

dimeéres de récepteurs (Figure 2.2-2.4).

Le BRETS50 correspond & la concentration d’accepteurs YFP donnant lieu a 50% du
transfert d’énergie et refléte 1’affinité relative des protoméres les uns pour les autres.
Les valeurs de BRETS50 obtenues & partir des courbres de saturation BRET des homo-
et hétérodimeres CXCR4 et CCR2 sont inchangées (Figure 2.2-2.4). Dans le cas ou

le traitement avec les ligands changerait le nombre de diméres, les valeurs de
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BRETS50 seraient affectées aussi (110). En ce qui concerne les homo et hétérodiméres
CXCR4 et CCR2, les valeurs de BRET50 déduites a partir des courbes de titration
BRET ne varient pas en présence des agonistes SDF-1 et MCP-1 et de I’agoniste
inverse TC14012 en comparaison avec le BRET50 a I’état basal. Cela suggére que
I’affinité des protoméres les uns pour les autres n’est pas altérée par les ligands. Les
variations du signal BRET maximal, observées suite aux traitements avec les ligands,
ne seraient pas causées par un changement dans le nombre de diméres et pourraient
étre expliquées par les changements conformationnels des diméres. Ces changements
conformationnels permettraient de varier la distance et/ou I’orientation du donneur et

de I’accepteur affectant ainsi I’efficacité du transfert d’énergie.

Le fait que I’agoniste MCP-1 induit une augmentation de BRET pour la paire BRET
CXCR4-Rluc/CCR2-YFP tandis qu’il induit une diminution du BRET sur la paire
CCR2-Rluc/CXCR4-YFP montre aussi que les ligands induisent des changements
conformationnels dans le dimére mais n’affectent pas le nombre de diméres (Figure
2.5B). Les expériences montrant que la variation du signal BRET induite par
I’agoniste MCP-1 dépend de [I’orientation des partenaires de BRET pour
I’hétérodimére CXCR4 et CCR2 viennent & I’encontre de I’idée que les ligands ont la
capacité de changer le nombre de diméres suggérant que les dimeres sont constitutifs.
Il est peu probable que I’orientation des fusions Rluc et YFP détermine a elles seules
I’association ou la dissociation des diméres suite au traitement avec MCP-1. Le sens
de la variation (augmentation ou diminution) du signal BRET serait une
caractéristique des paires BRET considérées. L’orientation a 1’état basal du donneur
Rluc ou de I’accepteur YFP fusionnés a la partie C-terminale du récepteur CXCR4
ou CCR2 pourrait se traduire par des signaux de BRET différents suite a un méme

changement conformationnel induit par le ligand.

Des travaux effectués en utilisant les méthodes de transfert d’énergie par résonance
comme le FRET et le BRET ont permis de montrer I’existence de diméres
constitutifs de CXCR4 (114, 169, 219). L’effet de I’agoniste SDF-1 sur le signal du
transfert d’énergie par résonance (RET) a été considéré dans deux études. Babock et
al. ont observé une augmentation dans le signal RET suite au traitement avec SDF-1
mais cette variation était statistiquement non significative (169). Quant a Toth et al.,

ils ont observé une augmentation reproductible du signal RET suite au traitement des
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diméres CXCR4 avec I’agoniste (219). Toutefois, ces études n’ont pas permis
d’affirmer si l’augmentation du signal RET était le résultat d’un changement

conformationnel ou I’augmentation du nombre de diméres de CXCR4

4.3 LES LIGANDS STABILISENT DIFFERENTES CONFORMATIONS DE RECEPTEUR :

Les résultats obtenus quant a I’ampleur des variations du signal BRET induit par
I’agoniste inverse TC14012 ou I’agoniste partiel AMD3100 de I’homodimere
CXCR4 différent du modele proposé par Trent et al. (220). Ces auteurs ont prédis
que D’agoniste inverse TC14012, induirait des changements conformationnels
mineurs tandis que ’effet de 1’agoniste partiel AMD3100 sur la conformation de
CXCR4 serait plus considérable. Toutefois, dans le modéle de Trent et al. c’est
uniquement la forme monomérique du récepteur qui a été considérée. 1l serait juste
de proposer que la conformation moyenne du dimére détectée par BRET a I’état
basal pourrait ressembler & celle stabilisée par ’AMD3100 en considérant I’étude
ayant montré que CXCR4 posseéde un niveau d’activité constitutive a I’état basal qui
n’est pas affectée par I’agoniste partiel AMD3100 mais peut €tre inhibé par le
TC14012 (64). Cela suggere que I’AMD3100 n’induirait pas de changements
conformationnels importants qui se traduit par une faible variation du signal BRET
par rapport au signal a I’état basal. Par contre, la stabilisation d’une conformation
inactive du dimére par le TC14012 se traduirait par un important changement dans le

signal BRET, ce qui coincide avec nos observations dans les cellules vivantes.

Les divers ligands ont un effet différent sur les homodiméres CXCR4 et CCR2
(Figure 2.2-2.4). Les agonistes donnent lieu & une augmentation du signal BRET
tandis que I’agoniste inverse le diminue. Ces effets sur le BRET correspondent a
’efficacité intrinséque des ligands, ce qui suggére que le sens de la variation du
signal BRET pourrait refléter les changements conformationnels spécifiques aux
diméres tout en étant directement lié a I’efficacité de signalisation. Les résultats
obtenus dans le cas de I’hétérodimére CXCR4/CCR2 montrent que I’agoniste MCP-1
donne lieu 4 une augmentation du signal BRET dans le cas de la paire BRET
CXCR4-Rluc/CCR2-YFP et a une diminution dans le cas de la paire CCR2-
Rluc/CXCR4-YFP. Cela rend difficile d’envisager un lien direct entre le sens de la

variation du signal BRET et ’efficacité de signalisation. Le sens de la variation du
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signal BRET, induite par le ligand, dépendrait des contraintes structurales de la partie
C-terminale des protoméres, un paramétre qui varie d’un systtme BRET a un autre.
Ainsi, les variations de BRET pourraient refléter différentes conformations
stabilisées par des ligands mais ne peuvent étre reliées a I’efficacité intrinséque des

ligands.

4.4 EFfFET DES PEPTIDES TM CXCR4 SUR L’HOMO- ET L’HETERODIMERE
CXCR4/CCR2 :

Une étude a montré que des peptides correspondant aux domaines TM de CXCR4
s’associent au récepteur et bloquent sa signalisation ainsi que sa fonction de co-
récepteur a I’entrée du VIH dans les cellules cibles (131). Aussi, I’étude de Hébert et
al. suggére que la fonciton du récepteur B2-adrénergique est affectée en présence
d’un peptide TM6 P2-adrénergique puisqu’il interfére avec la dimérisation du
récepteur (13). A cet effet, nous avons voulu déterminer si I’effet des peptides TM

CXCR4 résulterait de la dissociation de I’homodimeére constitutif.

Le lien direct entre le sens de la variation du signal BRET induit par les ligands et
leur efficacité intrinséque n’a pas pu €tre établi. Nos résultats obtenus en utilisant des
peptides dérivés des domaines TM de CXCR4 suggeérent que les changements
conformationnels détectés dans notre systeme sont directement reliés a I’activité du
récepteur (Figure 2.6-2.7). Nous pensions que les peptides développés par Tarasova
et al. (131) pourraient interagir avec les protomeres au sein du dimére, interférer avec

la dimérisation et inhiber I’activité des récepteurs.

Les peptides TM CXCR4 n’ont eu aucun effet détectable sur le BRET a I’état basal,
suggérant qu’ils n’ont pas inhibé la dimérisation et n’ont pas causé la distorsion des
protoméres dans leur conformation basale. Par contre, les peptides bloquent
I’augmentation du signal BRET induit par SDF-1, indiquant qu’ils empéchent le
changement conformationnel du dimére induit par le ligand. Notamment, I’efficacité
des peptides a bloquer le changement conformationnel du dimére CXCR4 est
comparable & leur efficacité a bloquer I’inhibition de I’activité adnénylate cyclase
induite par SDF-1. Nos résultats suggérent que les peptides stabilisent la

conformation initiale du dimére et empéchent les changements conformationnels
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induits par les ligands étant donné qu’ils n’interférent pas avec la liaison de ces
derniers. Notamment, ces peptides ont une activité anti-VIH (131) et I’interprétation
de nos résultats quant a leur mode d’action a d’importantes implications dans le role
de CXCR4 dans I’entrée du VIH dans les cellules cibles. Les peptides pourraient
bloquer les changements conformationnels essentiels du récepteur induit par

I’enveloppe et nécessaires a I’entrée virale.

Le mode d’action de peptides TM utilisés dans plusieurs études ainsi que leurs effets
sur la dimérisation des RCPGs souléve des questions. Il a été suggéré que de tels
peptides il interférent dans la formation des diméres (131, 132) et il a aussi été
proposé que de tels peptides interférent avec l’assemblage des domaines TM

induisant la distorsion du récepteur (207).

Tarasova et al.ont supposé que I’ajout d’un peptide correspondant & un TM d’un
RCPG aurait un effet sur la fonction du récepteur puisqu’il interfere dans
I’association adéquate des domaines TM (131). Cette équipe a donc montré que les
peptides TM inhibent la mobilisation de calcium intracellulaire induite par I’agoniste
SDF-1 en plus d’inhiber I’activité co-récepteur de CXCR4 a I’entrée du VIH-1 dans
les cellules cibles. Les auteurs proposent que cet effet des peptides est causé par leur
compétition pour |’interaction avec les domaines transmembranaires du récepteur et
dans le cas d’un exces de peptides la majorité des récepteurs sont inactifs étant donné
que les domaines transmembranaires n’interagissent pas ensemble mais plutdt avec
les peptides TM (131). Dans les expériences de Hébert et al. (13) un peptide a été
montré comme étant capable d’interrompre la dimérisation et de ce fait la

signalisation du récepteur [3;-adrénergique supportant ’idée que les domaines TM

pourraient jouer un réle important dans la dimérisation d’autres RCPGs (222, 223).

Notamment, Hernanz-Falcon et al. ont montré que le double mutant I52V/V150A
CCRS dont les résidus mutés sont situés dans les domaines TM 1 et TM 4 du
récepteur est non fonctionnel. Le double mutant ne peut signaliser suite 3 la
stimulation avec I’agoniste CCL5 et ces mutations ménent a I’interruption de la
dimérisation du récepteur CCRS5. Cette équipe a montré que le traitement des
récepteurs CCRS5 sauvage avec des peptides correspondants aux domaines TM1 et

TM4 dont les résidus 152V/V150A sont mutés affecte la dimérisation et la fonction
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du récepteur CCRS (132). Ces résultats suggerent que les domaines TM sont
importants pour la dimérisation des récepteurs. Les peptides TM semblent
interrompre I’interaction entre les protoméres CCRS5 ce qui affecte aussi la capacité
des récepteurs a signaliser suite a la stimulation avec leur chimiokine. Nous
montrons que les peptides TM CXCR4 n’affectent pas le BRET a I’état basal ce qui
suggére qu’ils n’agissent pas en interrompant la dimérisation et qu’ils ne causent pas
de distorsion majeure dans la conformation initiale des diméres. Nos résultats
suggérent que les peptides stabilisent la conformation basale des récepteurs et

empéchent les changements conformationnels induits pas les ligands (208).

4.5 CARACTERISATION DES MUTANTS CXCR4 :

Nous montrons que le récepteur CXCR4 forme des homodiméres constitutifs (208).
L’utilisation des peptides TM a permis de montrer que ces derniers ne causent pas la
dissociation du dimére mais ils agissent plutét en inhibant les changements
conformationnels induits par I’agoniste au sein du dimeére de récepteurs. Ces
mouvements des protoméres semblent nécessaires a I’activation de la signalisation
suite au traitement avec 1’agoniste (208). Afin d’en apprendre d’avantage sur I’effet
de la structure sur la fonction du récepteur CXCR4, nous avons choisi de muter le
motif DRY présent dans sa deuxiéme boucle intracellulaire. Ce motif conservé est
important dans le maintient de la conformation inactive des RCPGs et lors de leur
activation suite au traitement avec I’agoniste (50, 51, 53-58, 60, 62, 224).
Notamment, nous avons aussi muté le résidu N119 présent dans le domaine TM3 de
CXCR4 parce qu’il serait important dans les changments conformationnels
permettant au récepteur d’interagir avec la protéine Ga (64). La caractérisation de
ces mutants devrait nous permettre d’apprendre d’avantage sur I’importance de ces
résidus pour la fonction du CXCR4 dont I’importance physiologique est

considérable.

Nous avons étudié la conformation des mutants CXCR4 par BRET. En comparaison
avec le récepteur de type sauvage, les mutations introduites semblent affecter la
conformation du récepteur a I’état basal (sans stimulation avec le ligand). La
stimulation des mutants avec [I’agoniste SDF-1, induit un changement

conformationnel tel que le transfert d’énergie entre la luciférase et la YFP est
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augmenté dans le cas de tous les mutants & I’exception de CXCR4 R134A et N119K.
Le transfert d’énergie entre les fluorophores est diminué dans le cas du mutant
N119S apres le traitement avec SDF-1. Ces variantions dans le transfert d’énergie
suite au traitement avec |’agoniste suggérent que les récepteurs adoptent des
conformations variées par rapport au récepteur de type sauvage. Par contre, le
traitment des récepteurs avec ’agoniste inverse TC14012 méne a la diminution du
signal BRET dans le cas du récepteur sauvage et des mutants a 1’exception de
CXCR4 RI134A. Ainsi, le traitement avec SDF-1 induirait des changements
conformationnels variés d’'un mutant a un autre, tandis que I’effet du TC14012
ménerait & des changments dans la conformation de tous les récepteurs en diminuant
le transfert d’énergie. Les changements conformationnels observés par BRET
semblent se refléter dans les variations de I’activité des mutants, ce qui suggére
’existence de plusieurs conformations du récepteur en accord avec ce qui a été

constaté dans le cas de plusieurs RCPGs (6, 221).

Le motif DRY présent au sein des RCPGs (50, 51, 53-58, 60, 62) et le résidu
asparagine du domaine TM3 des récepteurs de chimiokines (64) sont important pour
la fonction des récepteurs. Le récepteur CXCR4 est indispensable lors de processus
physiologiques comme [I’embryogénése, la maturation et le déploiment des cellules
du systéme immunitaire (176-178). Ce récepteur de chimiokine joue aussi un réle
important dans plusieures pathologies comme la propagation des métastases dans les
cancers épithéliaux et I’entrée du VIH dans les cellules cibles (133). La
caractérisation de ces mutants permettra de déterminer leur effet sur la structure et

leur importance pour la fonction de CXCR4.

L’affinité des ligands pour les mutants du motif DRY sont & évaluer. Les expériences
permettant de tracer les courbes d’inhibition de la production d’AMPc suite au
traitement des mutants avec différentes concentrations d’agoniste sont en cours. Ces
courbes permettront de déterminer les IC50 des mutants qui reflétent leur activité et
donc leur capacité a inhiber la production d’AMPc. En ce qui concerne les
expériences de BRET, il est nécessaire de confirmer que la luminescence et la
fluorescence des fusions mesurées sont directement proportionnelles a la quantité des

récepteurs (110). Aussi, il serait intéressant de tracer les courbes de saturation BRET
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pour les mutants CXCR4 ce qui permettrait d’évaluer leurs BRET50 qui témoigne de

I’affinité des protomeres les uns pour les autres.

Sachant que la stimulation de CXCR4 permet d’activer plusieurs voies de
signalisation menant & diverses réponses cellulaires comme le chimiotactisme et la
transcription de geénes cibles (99,161, 163, 193), nous aimerions déterminer si
I’adoption d’une conformation particuli¢re favoriserait une réponse cellulaire par
rapport a une autre. Ainsi, nous voulons déterminer par BRET Peffet des mutations
sur le couplage des récepteurs aux protéines G. La capacité des récepteurs a induire
I’échange du GDP pour le GDP au sein de la protéine G servant a son activation sera
évalué grace a des expériences de liaison au [**S]GTPYS. Notamment, nous allons
étudier par immunobuvardage de type western, la capacité des mutants CXCR4 a
activer la voie de signalisation des MAPK suite a leur stimulation avec 1’agoniste.
L’aptitude des mutants & induire la transcription du géne rapporteur luciférase via
I’activation du facteur de transcription Elk-1 ainsi que leur capacité a stimuler le
mouvement dirigé des cellules (chimiotactisme) en présence de concentrations

croissantes d’agoniste sera aussi estimé.

I1 a été suggéré que les récepteurs possédent uniquement une conformation inactive
et que la liaison du ligand permettrait au récepteur d’adopter sa conformation active
ce qui mene a I’enclanchement de la signalisation (6, 221). Toutefois, les expériences
ainsi que les considérations théoriques qui en résultent ont permis d’envisager
Pexistence de plusieurs conformations dont certaines peuvent étre considérées
comme étant actives (6, 221). La technique de spectroscopie de fluorescence a
permis, grice & une molécule fluorescence liée de fagon covalente au récepteur p2-
adrénergique, de montrer |’existence temporaire de plusieurs conformations du
récepteur. Les ligands utilisés induiraient, quant & eux, différentes conformations du
récepteur (6, 221). Aussi, ’activité constitutive de certains RCPGSs aquise suite a
I’introduction de mutations appui ’idée qu’il existe plusieurs conformations de
récepteurs (38). Ces résultats suggérent qui les récepteurs possédent différentes
conformations actives qui peuvent étre ligand-sélectives. L’existence de telles
conformations permettrait d’envisager le développement de drogues qui
modifieraient sélectivement certaines fonctions du récepteur (6, 221). Etant donné

I’importance du récepteur CXCR4 dans I’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles, la
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mise au point d’antagonistes non-compétitifs permettant d’empécher le changement
conformationnel induit par la liaison du virus constituerait un moyen de stopper

I’entrée virale.
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5. CONCLUSION :

Le BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) est une technique de choix
pour étudier la dimérisation dans les cellules vivantes. Grace a cette méthode, nous
montrons que les récepteurs CXCR4 et CCR2 forment des homo- et hétérodiméres
de fagon constitutive. Les ligands induisent des changements conformationnels au
sein des dimeéres sans promouvoir 1’association ou la dissociation des protoméres.
Les variations de BRET semblent refléter différentes conformations stabilisées par
des ligands distincts. En utilisant des peptides dérivés des domaines
transmembranaires (TM) de CXCR4, qui peuvent bloquer de fagon non compétitive
la fonction du récepteur, nous montrons que les changements conformationnels du
dimére induits par le ligand sont étroitement liés avec la fonction du récepteur. En
effet, ces peptides empéchent les changements conformationnels induits par les

ligands au sein du dimére ce qui affecte la fonction des récepteurs (208).

Les mutants de CXCR4 ont été générés dans 1’objectif d’en apprendre d’avantage sur
la relation entre la structure et la fonction du récepteur CXCR4 qui est impliqué dans
des pathologies telles que I’arthrite rhumatoide (133), I’asthme (225) et I’entrée du
VIH dans les cellules cibles (206). Les résultats préliminaires obtenus grace au
BRET, suggeérent que les différents ligands, induisent des changements
conformationnels distincts d’un mutant & un autre. Aussi, il semble y avoir une
corrélation entre le signal BRET mesuré et la capacité des mutants a signaliser suite a
la stimulation avec I’agoniste. Ainsi, différentes conformations du récepteur

donneraient lieu a des activités distinctes.
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