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Le baclofene est un modulateur
allostérique du récepteur
CXCR4
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> Le bacloféne, commercialisé a Iorigine
sous le nom de Liorésal®, est un dérivé aro-
matique halogéné de I'acide gamma-ami-
nobutyrique (GABA). C’est un myorelaxant
inhibant les réflexes mono- et polysynap-
tiques au niveau de la moelle épiniére, dont
I'effet se concentre sur les muscles sque-
lettiques [1]. Le bacloféne a beaucoup fait
parler de lui récemment car sa prescription
vient d’étre élargie en France a une utilisa-
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tion dans le sevrage alcoolique [2, 3]. On
attribue ses effets a son action agoniste de
certains récepteurs au GABA, les récepteurs
GABAg, qui sont des récepteurs couplés aux
protéines G largement exprimés dans le
systéme nerveux [4, 5].

Plusieurs observations nous ont conduits
a penser que I'action du baclofene sur
son récepteur GABAg ne suffisait pas a
expliquer tous ses effets.

€n effet, nous montrons dans un article
paru récemment dans The Journal of
Neuroscience [6] que, outre son action
bien connue sur les récepteurs GABA,
le bacloféne agit également de maniere
allostérique en bloquant un autre récep-
teur transmembranaire couplé aux pro-
téines G, le récepteur CXCR4 de la chimio-
kine CXCL12/SDF1la (stromal cell-derived
factor).
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Figure 1. (Quantification des
effets du baclofene sur le
chimiotactisme induit par
CXCL12 sur des cellules de can-
cerdusein humain (de la lignée
MDA-MB-231). Une goutte
d’environ 1 mm de diametre,
préparée a partir d’'une solu-
tion d’agarose, est déposée
au fond d’une bofite de Petri
de 35 mm de diametre, puis la
solution contenant les cellules
de la lignée MDA-MB-231 est
gjoutée et la boite est mise a
incuber durant la nuit. Lorsque

la goutte est préparée a partir

| e o d’une solution d’agarose ne
n"“' g | contenant pas la chimiokine,

’ B B ¥ o les cellules restent en bor-
Gt ST dure de la goutte (a gauche)

‘-’ alors que lorsque la goutte est

faite a partir d’une solution

d’agarose contenant 100 nM

de CXCL12 (milieu), les cellules de la lignée MDA-MB-231 rampent sous la goutte, attirées par la chimiokine. Lorsque la goutte est préparée a partir

d’une solution d’agarose contenant a la fois 100 nM de CXCL12 et 10 uM de bacloféne (& droite), le chimiotactisme est largement inhibé et trés peu

de cellules parviennent a ramper sous la goutte. La quantification se fait en comptant le nombre de cellules ayant pénétré sous la goutte sur des

photos prises au microscope telles que celles présentées en dessous des schémas. Barre d’échelle : 100 pm. Les pointillés représentent la limite de

la goutte.
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CGP 55845 v —ﬂf d.\\ lﬁlino’luA CXCR4 avec un canal rapporteur, le
Bacloféne CGP 54626 0 19 canal potassique de type GIRK, a la
w 1 T * = == .
) %ZXCLIZ ui_g 0,8 ;I /Jr “o__.» . il membrane d’ovocytes de xénope et
GABA _ w7 _ AMD3100 25 06 / N ;?/.CXCLIZ de cellules HEK (human embryon-
T~ P oS 04 I A /&GP 5sg4s o .

TE 9 | t » (GP54626 nic kidney) afin de tester les effets

K+ 28 7 /j’ . » Baclofene
ég 0,01 o—F »—"» =* + GABA des agonistes et antagonistes des

e T O
3 ; lE <3 0,00 0,1 1 10 100 100010000 100000 récepteurs GABAg. Le récepteur peut
' Concentration (nM) étre activé par son ligand, le CXCL12,
e C ce qui conduit a I'activation d’une
Ovocytes de xénope® Cellules HEK protéine G et a 'activation du canal
ou cellules HEK plisbibaclafene GIRK (canal potassique activé par
1 nM CXCLL2 1nMCXCLI2  1nMCXCLI2

"N

2 min

les protéines G). Le récepteur CXCR4
peut étre bloqué de maniére compé-
titive par un antagoniste, ’AMD 3100.

B. U'application de concentrations

croissantes de bacloféne sur des ovocytes de xénope coexprimant le CXCR4 et le GIRK induit des courants potassiques d’amplitude croissante,

montrant que dans ces cellules, le bacloféne se comporte comme un agoniste du CXCR4. €n haut sont présentés des exemples d’enregistrements,

en bas les courbes concentrations-réponses obtenues a partir d’enregistrements similaires pour le bacloféne (en bleu) et pour d’autres agonistes-

antagonistes des récepteurs GABAg. C. 'application de CXCL12 sur des cellules HEK coexprimant le CXCR4 et le GIRK induit des courants potassiques

qui sont partiellement bloqués de maniére réversible par le baclofene.

Le bacloféne modifie les réponses

du récepteur CXCR4

Les chimiokines sont des substances
chimioattractantes qui jouent un role
important dans le systeme immunitaire
et dans le cancer, mais exercent aussi
leurs actions dans le systéme nerveux
[7, 8]. Parmi les chimiokines, CXCL12/
SDFla a beaucoup attiré I'attention
notamment parce que I'un de ses deux
récepteurs, le CXCR4, est également
un des corécepteurs du VIH, le virus de
Pimmunodéficience humaine [9].

Une étude [10] avait montré que des
agonistes et des antagonistes du récep-
teur GABAg peuvent empécher les effets
chimioattractants du SDFla sur des
cellules cancéreuses exprimant spon-
tanément le récepteur CXCR4, ce que
nous avons confirmé [6] (Figure 1). De
méme, nous avons observé fortuitement
qu’un antagoniste des récepteurs GABAg,
le CGP 55845A, inhibe complétement les
actions de la chimiokine sur les courants
calciques membranaires de certains
neurones du cerveau, effets connus pour
étre dus a la stimulation du CXCR4 [11].
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Nous avons d’abord pensé que les récep-
teurs GABAg et CXCR4 pouvaient intera-
gir dans la membrane des cellules : en
effet, on sait que CXCR4 peut former des
hétérodimeres avec d’autres récepteurs
couplés aux protéines G [12, 13]. Tou-
tefois, en collaboration avec une équipe
américaine! nous avons fait exprimer &
la membrane d’ovocytes de xénope les
deux récepteurs marqués, I'un par un
composé fluorescent émettant dans le
rouge, I'autre par un composé fluores-
cent émettant dans le vert; une ana-
lyse par microscopie TIRF (total internal
reflexion fluorescence) nous a permis de
constater que les deux types de récep-
teurs ne sont pas colocalisés dans la
membrane.

Toujours dans ce systeme, nous avons
ensuite fait exprimer a la membrane
le CXCR4 avec un canal ionique rap-
porteur, le canal potassique activé par
les protéines G appelé GIRK (G-protein

! Le laboratoire de €hud Isacoff, Department of Molecular
and Cellular Biology and Helen Wills Neuroscience Insti-
tute, University of California, Berkeley, Berkeley, CA 94720,
€tats-Unis.

activated inward rectifier K* channel)
(Figure 2). Quand le CXCR4 est activé
par son ligand CXCL12/SDFla, I'activa-
tion du récepteur ouvre le canal GIRK,
ce qui se traduit par un courant mesu-
rable a la membrane par des techniques
d’électrophysiologie (Figure 2A). Nous
avons caractérisé l'interaction des
agonistes/antagonistes des récepteurs
GABAg avec le CXCR4 et montré que ces
substances modifient I'effet du SDFla
sur son récepteur par une action allos-
térique. De maniere intéressante, dans
les ovocytes de xénope, les substances
agonistes/antagonistes des récepteurs
GABAp se comportent comme des ago-
nistes du CXCR4 (Figure 2B). Ce résultat
contredit nos observations initiales d’un
blocage de CXCR4 par ces substances. A
I’aide de la technique TIRF, nous avons
montré que les récepteurs CXCR4 ne
forment pas de dimeres lorsqu’ils sont
exprimés a la membrane des ovocytes
de xénope, contrairement a ce qui est
décrit dans les cellules de mammiferes
[14, 15]. Nous avons alors utilisé un
autre systeme cellulaire, les cellules
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Figure 3. Vérification d’une interaction directe entre CXCR4 et bacloféne par la technique d’inter-

férométrie par diffusion rétrograde de la [umiére. A. Dispositif expérimental permettant de réali-

ser des mesures d’interférométrie par diffusion rétrograde de la lumiere. Dans chaque puits de la

puce est disposé un liquide contenant des vésicules lipidiques en suspension exprimant le CXCR4 a

leur surface et différentes concentrations des ligands a tester. Le changement de phase induit par

la liaison du ligand sur son récepteur est mesuré grace a la caméra (adapté de [16]). B. Schéma

représentant les vésicules formées de bicouches lipidiques contenant exclusivement la protéine

CXCR4 a leur surface. C. Courbe de changement de phase en fonction de la concentration de

ligand obtenue pour CXCL12 (le ligand du CXCR4). Le Kp obtenu est conforme a celui obtenu avec

d’autres techniques. La dopamine est utilisée comme controle négatif. D. Courbe de changement

de phase en fonction de la concentration de ligand obtenue pour le baclofene, démontrant que le

baclofene se lie directement au CXCR4 avec une affinité similaire a celle avec laquelle il se lie au

récepteur GABA; (la dopamine est utilisée comme contrdle négatif).

HEK, et exprimé les récepteurs CXCR4 a
la membrane de ces cellules humaines.
Dans ces conditions, les agonistes/
antagonistes des récepteurs GABAg se
comportent effectivement comme des

bloqueurs allostériques du récepteur.

Le bacloféne se lie directement
au CXCR4
€n collaboration avec une autre équipe

américaine?,

nous avons pu confirmer
I’existence d’une interaction directe entre
ces agonistes/antagonistes des récep-
teurs GABAg et le CXCR4 en exprimant ce
récepteur dans des bicouches lipidiques

et en utilisant la technique d’interfé-

% Le laboratoire de Darryl Bornop, Vanderbilt University/
Department of Chemistry, 7300 Stevenson Center, Nashville,
Tennessee 37235-1822, £tats-Unis.
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rométrie par diffusion rétrograde de la
lumiére (back scattering interferometry
ou BSI), qui permet de quantifier les inte-
ractions entre deux molécules — et donc
la liaison d’un ligand a son récepteur
(Figure 3) [16]. Son principe (Figure 3A,
B) consiste a éclairer avec un rayon laser
un canal rempli d’un petit volume de
liquide contenant des membranes en sus-
pension exprimant le récepteur d’intérét.
A Paide d’une caméra, on mesure les
changements de position des franges
d’interférence qui varient de maniere
prédictive en fonction des événements de
liaison. Lorsque le ligand se fixe sur son
récepteur, 'indice de réfraction varie en
fonction de la concentration de ligand,
et la courbe obtenue permet de mesu-
rer une constante de dissociation (Kp).
Nous avons d’abord contrdlé que le Ky du

CXCL12 pour son récepteur était conforme
a celui attendu et qu’'un neurotransmet-
teur contrdle ne se liant pas au récep-
teur - la dopamine - n’induisait pas de
changement de phase (Figure 3C). Nous
avons ensuite pu montrer que le baclo-
fene (Figure 3D) se lie au CXCR4 avec une
affinité similaire a son affinité pour le
récepteur GABA, Il en a été de méme pour
le GABA lui-méme et deux antagonistes
connus des récepteurs GABA [6]. Le site
d’action précis sur la molécule reste a
déterminer et des études en cristallogra-
phie sont en cours, mais nous avons pu
montrer par la technique de FRET (fluo-
rescence resonance energy transfer) [6]
qu’il s’agit d’un site relativement distant
du site de liaison de la chimiokine sur son
récepteur.

€n conclusion

Nous montrons que le bacloféne, outre
ses effets bien connus sur les récepteurs
GABAg, exerce aussi un effet allostérique
sur les récepteurs CXCR4 qui pourrait
participer a ses mécanismes d’action.
Dans la mesure ou certains neurones
expriment CXCR4 au niveau de synapses
GABAergiques, ce travail ouvre de nou-
velles perspectives sur I'implication des
effets antagonistes du bacloféne et du
GABA lui-méme sur le CXCR4 au niveau du
systéme nerveux. Cette étude ouvre éga-
lement de nouvelles perspectives théra-
peutiques dans le traitement de certains
cancers ; elle incite a rester vigilant sur
les effets putatifs du bacloféne sur le
systeme immunitaire des patients traités,
en particulier ceux atteints de cancer ou
d’infection par le VIH. ¢

Baclofen and other GABAg receptor
agents are allosteric modulators of the
CXCL12 chemokine receptor CXCR4
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Controle de la mitophagie
par les microARN

Une étape clé de ’érythropoiese
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Didier Trono?

> Un adulte en bonne santé produit
jusqu’a cent milliards de nouveaux
globules rouges chaque jour, afin d’en
maintenir les stocks sanguins. Le globule
rouge, ou érythrocyte, contient I’hémo-
globine responsable de transporter "oxy-
gene des poumons vers I’ensemble du
corps. LU'érythrocyte a son origine dans
la moelle osseuse, dérivant de la cellule
souche hématopoiétique via un processus
complexe de prolifération et de différen-
ciation [1, 2]. Il reste encore beaucoup
a apprendre sur les mécanismes molécu-
laires de ces événements, non seulement
pour comprendre la cause de certains
troubles hématologiques, mais aussi pour
envisager un jour la production de glo-
bules rouges en laboratoire — un enjeu
important pour la transfusion.
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Le systeme KRAB/KAP1

Les génomes des vertébrés supérieurs
codent pour des centaines de protéines a
doigt de zinc dotées d’'un domaine KRAB
(KRAB-ZFP). Ces protéines reconnaissent
des séquences spécifiques de I"ADN via
leurs doigts de zinc, et y recrutent leur
cofacteur universel KAP1 via le motif
KRAB (Krueppel-associated box). KAP1,
également connu sous les noms de
TRIM28 (protéine a motif tripartite 28),
TIF1B (facteur de transcription intermé-
diaire 1$3), ou Krip-1 (KRAB-interacting
protein 1), agit ensuite comme une
plate-forme pour un complexe multi-
moléculaire qui réprime la transcription
par I'induction d’hétérochromatine [3,
4]. Le systéme KRAB/KAPL a probable-
ment d’abord évolué pour minimiser les

threshold calcium currents in rat substantia nigra. Eur
J Neurosci 2008 ; 28 : 862-70.
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perturbations du génome induites par
I’invasion des rétroéléments [5], mais
des données récentes indiquent qu’il
contréle également de multiples aspects
de la physiologie des mammifeéres [6, 7].

Défaut de mitophagie en I’absence de
KAP1

Afin d’étudier le role potentiel de ce
systéeme dans I’hématopoiése, nous
avons construit une souris adulte dont
le géne codant pour KAP1 est invalidé
sélectivement (knock-out, KO) dans
les lignées hématopoiétiques. Le phé-
notype de ces souris se caractérise par
une série d’anomalies hématologiques
dont la plus remarquable est une ané-
mie due a un arrét de différenciation
des précurseurs des érythrocytes - les
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