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CXCR4,

un récepteur

de chimiokine aux
multiples talents

Sonia F. Desjardins, Yamina A. Berchiche,
€lie Haddad, Nikolaus Heveker

> CXCR4 est un récepteur de chimiokine qui inter-
vient dans diverses fonctions vitales, notam-
ment la domiciliation des cellules souches dans
la moelle osseuse, ainsi que le développement
immunitaire et neuronal. Il joue également un
role important dans plusieurs maladies, dont
certaines sont mortelles ou chroniques: CXCR4
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cellules cancéreuses vers les lieux de formation
de métastases et dirige des effecteurs immuns
vers les sites affectés lors de maladies inflam-
matoires telles que I’asthme et I"arthrite rhuma-
toide. Les interventions pharmacologiques qui
sur de longues périodes visent le récepteur CXCR4
doivent absolument tenir compte des fonctions
vitales au sein desquelles il exerce une action
dans I'organisme. Plusieurs éléments, dont I’état
oligomérique de CXCR4, peuvent modulerlanature
des signaux transmis par ce récepteur suite a la
liaison de son ligand. Le déchiffrage des effets
modulateurs qui en découlent devrait permettre
des interventions plus ciblées, par exemple en
utilisant des ligands allostériques qui bloquent
sélectivement certaines fonctions du récepteur,
pour ainsi adapter ses réponses fonctionnelles
aux besoins thérapeutiques. <
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CXCR4 entre en scene en 1996, lorsqu’il est identifié
en tant que cofacteur permettant la fusion du virus
de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
avec ses cellules cibles [1]. Il s’agit d’un récepteur
membranaire appartenant a la famille des récepteurs
a sept domaines transmembranaires couplés aux pro-
téines G (RCPG). Cette famille de récepteurs consti-
tue le plus important groupe de cibles pharmacologi-
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de chimiokines [2].

Les chimiokines sont connues comme responsables de

la migration cellulaire, en particulier la migration des
leucocytes, vers les tissus cibles. €Elles interviennent a
la fois dans I’inflammation, la maturation du systéme
immunitaire et la réponse immune. Uessor qu'a connu
le domaine des chimiokines et de leurs récepteurs, en
particulier grdce au séquencage du génome humain, a
permis d’établir le nombre de récepteurs des chimio-
kines a 19 et celui de leurs ligands a une cinquantaine
[3]. Cette divergence en nombre s’explique par une
promiscuité étendue entre ligands et récepteurs: la
plupart des récepteurs de chimiokines reconnaissant
plus d’une chimiokine et, inversement, la plupart des
chimiokines pouvant fixer plus d’un récepteur. CXCR4
semble constituer une exception a cette regle puisque
I’on ne connaft aucun autre ligand que la chimiokine
CXCL12 a I’heure actuelle. €n revanche, CXCL12 semble
lier également un autre récepteur: CXCR7 [4]. Lap-
parente monospécificité pour CXCL12 ne représente
pas la seule particularité de CXCR4. Contrairement
a la plupart des autres récepteurs de chimiokines, il
dispose d’un trés vaste patron d’expressions tissu-
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laires et se retrouve non seulement sur tous les types leucocytaires
(plaquettes incluses) mais également sur des cellules épithéliales,
endothéliales et neuronales. Ontogénétiquement, ce récepteur est
exprimé tres tot durant le développement embryonnaire, d’ailleurs
le role qu’il exerce dans la migration de précurseurs pendant I’'em-
bryogenese a été démontré. U'ablation du géne de CXCR4 dans des
modeéles murins mene a la mort périnatale des souriceaux par suite
de multiples défauts d’organogenese au niveau cérébral, cardiaque,
vasculaire et immunitaire (pour revue, voir [3]).

CXCR4, cible thérapeutique prometteuse mais délicate

Depuis sa découverte comme cofacteur d’entrée du VIH, CXCR4 a été
associé a de nombreuses maladies [5]. Chez I’homme, des mutations
de CXCR4 entrainant une hyper-activation de I’axe SDF-1/CXCR4
sont associées a une neutropénie avec myélokathexis, le syndrome
de WHIM (Warts Hypogammaglobulinemia Infections and Myeloka-
thexis) [6, 7]. Cette neutropénie est caractérisée par une rétention
anormale de neutrophiles matures dans la moelle osseuse [8]. De
plus, ’expression de CXCR4 sur des cellules cancéreuses permet leur
migration vers des sites distants de la tumeur primaire, ot elles for-
ment des métastases. Cela concerne en particulier la formation de
métastases dans la moelle osseuse, les poumons et le foie, qui sont
les sites les plus importants de production de CXCL12 [9]. Il a été mis
également en évidence que la production de CXCL12 dans la moelle
osseuse est responsable de la domiciliation et de la rétention de
cellules souches qui assurent le développement et le renouvellement
du systéme hématopoiétique [10]. De plus, I'inhibition pharmaco-
logique de CXCR4 dans des modeles de maladies inflammatoires,
tels que asthme [11] et Parthrite rhumatoide [12], entraine une
amélioration symptomatique, suggérant I"implication de CXCR4 dans
la migration des leucocytes effecteurs comme les neutrophiles et les
cellules T vers le site affecté. Finalement, dans un autre domaine, il
semble que CXCR4 et CXCL12 modulent, par un mécanisme encore mal
défini, la perception de la douleur puisque leur présence module la
pharmacologie des récepteurs des opioides [13].

Il est évident que I'identification d’un récepteur impliqué dans la
pathogenése de maladies aussi importantes que le SIDA, le cancer,
’asthme et P'arthrite rhumatoide allait donner lieu a des espoirs de
nouvelles thérapies. Or, le récepteur CXCR4 est une cible délicate,
puisqu’il remplit des fonctions homéostatiques dans I’organisme.
On pouvait donc s’attendre a ce que le simple blocage, c’est-a-dire
I’inhibition, de CXCR4 par des antirétroviraux donne lieu a des effets
secondaires non acceptables, excluant I'utilisation a long terme d’an-
tagonistes de CXCR4. Ueffet le plus marqué de ce genre d’interventions
thérapeutiques est la mobilisation de cellules souches hématopoié-
tiques de la moelle osseuse qui migrent alors dans la circulation
sanguine [14]. Cet effet de mobilisation pourrait devenir intéressant
pour des traitements de courte durée dans un contexte de greffe de
cellules hématopoiétiques [15]. Toutefois, il exclut clairement les
antagonistes de CXCR4 de I'arsenal antirétroviral, dans une perspec-
tive de thérapie permanente, a moins que I’on ne soit en mesure de
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cibler individuellement les différentes fonctions de
CXCR4 [16]. Nous avons démontré que cette séparation
entre I'inhibition de la fonction corécepteur du VIH de
CXCR4 et les fonctions naturelles de CXCR4 est en prin-
cipe possible [17]. Toutefois, les bases moléculaires de
cette séparation, par exemple le site d’interaction de
ces antiviraux sélectifs sur CXCR4, restent a élucider.

Structure-fonction
des récepteurs couplés aux protéines G

Afin de mieux cibler CXCR4, il est important de réexa-
miner la représentation admise de I’activation d’un
récepteur. Le premier modele d’activation des RCPGs
proposé ressemblait a un simple interrupteur a bascule :
selon ce modele, en I'absence de ligand, le récepteur est
inactif (désigné R) ; a I"opposé, la liaison du ligand induit
I’adoption d’une conformation active (désigné R*). Cela
permettrait alors de transmettre un signal a I’intérieur de
la cellule [18]. Devant les nombreuses données expéri-
mentales qui le disqualifiaient, ce modeéle élémentaire
a di étre revu pour faire place a un modele linéaire qui
integre plusieurs conformations intermédiaires, dont
celle d’une activité basale en I'absence de ligand [19].
La conception que I'on se faisait du récepteur a ainsi
évolué de I'interrupteur a bascule a celle de modulateur.
Toutefois, ce récent modéle n’inclut toujours pas les
données expérimentales qui concernent le phénomene
appelé «sélectivité fonctionnelle» [20]. €n effet, les
RCPG peuvent transmettre une grande variété de signaux
moléculaires différents qui aboutissent a des consé-
quences fonctionnelles distinctes. A titre d’exemple,
CXCR4 peut activer différentes cascades de signalisations
menant a des fonctions aussi diverses que I’activation
transcriptionnelle de génes cibles, des remaniements
rapides du cytosquelette ou encore la migration cel-
lulaire [21-24]. Le terme «sélectivité fonctionnelle »
décrit alors le fait que certains ligands activent pleine-
ment une partie de ces voies de signalisation et n’ont
aucun effet sur d’autres. Cela suggere qu’il n’existerait
pas qu’'une seule conformation pleinement active (R¥)
de récepteur et que le terme «activité » devrait donc
obligatoirement étre accompagné d’une précision quant
a Ieffet auquel il se réfere. Différentes conformations
de récepteur transmettraient ainsi différentes activités.
Selon ce nouveau modele, certes encore sujet a débats
dans la communauté des chercheurs étudiant les RCPG,
la représentation métaphorique du récepteur évoque
alors une manette de jeu, adoptant de multiples posi-
tions (conformations) avec différentes conséquences
fonctionnelles, plutét qu’un interrupteur entre deux états
extrémes [20, 25, 26].
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Notre volet de recherche consacré aux conformations de CXCR4 vise
a confirmer - ou a invalider - ce nouveau concept et @ en intégrer
les conséquences dans les stratégies de développement de théra-
pies ciblant CXCR4. A cette fin, nous nous servons d’une technologie
récente qui permet d’observer les comportements des récepteurs
dans des cellules vivantes. Cette technologie, le Bioluminescence
Resonance Energy Transfer (BRET), repose sur le transfert non-
radiatif d’énergie sur une distance donnée. Le donneur d’énergie,
I’enzyme luciférase (RLuc) de Renilla reniformis, fusionné au récep-
teur, est co-exprimé avec un récepteur fusionné a un accepteur, la
Yellow fluorescent protein (YFP) de Aequoria victoria. ’oxydation
d’un substrat par la luciférase méne alors a I’émission de lumiere
qui excite la YFP lorsque la distance séparant accepteur et donneur
est courte (inférieure a 100 A), comme dans le cas de molécules
associées ou proches. A son tour, la YFP émettra alors une fluores-
cence mesurable a sa longueur d’onde spécifique, ce qui permet des
déductions sur I’interaction entre les récepteurs fusionnés [27].
Grdce a cette technique, notre équipe a démontré que CXCR4 forme
un homodimere constitutif [28]. De plus, nous avons établi que "ap-
plication de différents ligands naturels et synthétiques sur le dimere
de récepteur module le BRET qui en résulte, ce qui permet "obser-
vation des changements conformationnels du récepteur induits
par ces ligands. Différents ligands ayant des effets fonctionnels
différents entrainent des changements conformationnels distincts;
ce fait suggere qu’il existe un lien direct entre conformation et
signalisation. Nous avons également observé que des modulateurs
allostériques de CXCR4, qui empéchent IYinduction de flux calciques
intracellulaires et la migration en réponse @ CXCL12 sans bloquer la
fixation de la chimiokine au récepteur, inhibent ces changements
conformationnels. De fagon intéressante, ces modulateurs bloquent
également entrée du VIH suggérant ainsi que ce processus requiert
également un mouvement du récepteur. Ces analyses ont été com-
plétées par I"analyse conformationnelle de mutants de CXCR4. Nos
données suggeérent que des conformations distinctes de récepteur
sont non seulement associées a des activités différentes, mais
qu’elles peuvent aussi étre capables d’activer la protéine Goti de
facon similaire [29]. Ce résultat renforce, de facon indépendante,
I’idée d’une plasticité importante des RCPG, comme cela avait été
proposé il y a quelques années dans un modéle théorique [25, 26].
Ce modele propose que les récepteurs forment des populations com-
prenant un trés grand nombre de conformations possibles et que des
sous-populations de ces conformations correspondent a des acti-
vités distinctes [30]. €n conséquence, il parait alors concevable de
bloquer sélectivement certaines de ces conformations (par exemple,
celles que le récepteur doit adopter pour permettre I"entrée du VIH),
mais pas d’autres : celles nécessaires a la transmission de signaux
intracellulaires essentiels.

Il est alors possible d’envisager que des ligands allostériques de
récepteurs, qui se lient de fagon non compétitive avec le ligand
naturel, puissent moduler "activité des RCPG, CXCR4 inclus. €n pous-
sant ce concept plus loin encore, il semble possible que la modula-
tion allostérique fasse partie du fonctionnement naturel des RCPG.
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€n effet, ces récepteurs ne forment pas seulement des
homodiméres mais également des hétérodimeres avec
d’autres RCPG [31]. Un nombre croissant d’exemples
démontre que I’hétéromérisation entre RCPG peut
moduler leurs fonctions [32, 33]. Il devient alors
nécessaire d’explorer en profondeur ce phénomene
afin de pouvoir I'exploiter sous forme d’interventions
pharmacologiques ciblées.

Optimiser les réponses fonctionnelles de CXCR4

Le sang provenant d’un cordon ombilical représente
une source précieuse de cellules souches hémato-
poiétiques pouvant servir a des transplantations chez
I’enfant (voir I’article de €. Charrier et al. de I"équipe
de Michel Duval dans ce numéro de M/S)
(). Lors d’une greffe par injection intra-
veineuse de cellules souches, celles-ci migrent vers la
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moelle osseuse ou elles permettent la reconstitution
d’un systeme myéloide et lymphoide. Le sang de cor-
don présente certains avantages sur les autres sources
de cellules souches hématopoiétiques que sont la
moelle osseuse et les cellules souches périphériques.
On retiendra en I'occurrence leur plus grande disponi-
bilité et une diminution de la fréquence et de la gravité
de la réaction du greffon contre I’hdte (appelé GVHD,
graft versus host disease) [34]. Cependant, un obsta-
cle lié a cette source de cellules souches tient a la fai-
ble quantité de ces cellules disponibles pour la greffe,
ce qui implique une prise non optimale avec pour
conséquence un délai parfois plus long pour la recons-
titution immunitaire post-greffe. Un des éléments clés
de la prise de la greffe est I’étape de domiciliation, ou
homing, des cellules CD34" dans la moelle du receveur,
étape déterminée par le couple CXCR4/CXCL12 [35]. La
chimiokine CXCL12 est, en effet, constitutivement pro-
duite par les cellules stromales de la moelle osseuse.
In vitro, elle est la chimiokine induisant la migration
des cellules souches humaines CD34" la plus puissante
[36]. Cette migration, tout comme le taux de domi-
ciliation dans des modeles murins, peut étre modulée
par des molécules telles que C3a et FTY720 [37, 38]
par un mécanisme non-identifié. De fagon remar-
quable, ces molécules sont également des ligands de
RCPG. Notre équipe étudie actuellement I"hypothese
selon laquelle la fixation de C3a et FTY720 sur CXCR4
pourrait étre due a I’hétérodimérisation des RCPG avec
CXCR4, qui aurait pour conséquence la modulation
de la réponse fonctionnelle de CXCR4 a CXCL-12. Nos
observations confirment qu’un nombre de RCPG dont
les ligands modulent le taux de migration de cellules
vers la chimiokine CXCL12 peuvent effectivement for-
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