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. INTRODUCTION

1. CCR5

Les récepteurs aux chimiokines constituent une grande famille de récepteurs a sept domaines
transmembranaires exprimés dans divers types cellulaires, particulierement les populations de
leucocytes. Les chimiokines assurent la coordination de la différentiation, de la distribution
anatomique, du trafic intracellulaire, et des fonctions effectrices de ces populations leucocytaires,

régulant ainsi les réponses immunitaires innées et adaptatives.

1.1. Classification des chimiokines et de leurs récepteurs

Les chimiokines sont des protéines solubles, de faible poids moléculaire (8-14 kDa ou 60-80
résidus). Leur classification au sein de 4 groupes est basée sur leur structure selon le nombre et
I’espacement de cystéines conservées (Figure 1):. Les CC-chimiokines ont les 2 premiéres
cystéines adjacentes, alors que dans les CXC-chimiokines, les 2 premiéres cystéines sont séparées
par un acide aminé. Les CXC-chimiokines peuvent étre subdivisées en deux sous-groupes selon
la présence ou I'absence d’un motif ELR (Glu-Leu-Arg) au niveau de leur domaine amino-
terminal. Les CX5C-chimiokines, ou 3 acides aminés séparent les deux premiéeres cystéines, ne
comportent a ce jour qu’un seul membre, la ffactalkine. Cette chimiokine présente aussi la
particularité d’étre ancrée dans la membrane plasmique par un domaine transmembranaire. La
lymphotactine est aussi le seul membre de la famille des C-chimiokines, et ne contient que 2 des

4 cystéines conservées.

Une classification basée sur la fonction et le profil d’expression a également été proposée.
Les chimiokines sont classées en chimiokines inflammatoires (dont la sécrétion est inductible) et
en chimiokines constitutives (ou homéostatiques) (Rucker et al., 1996). Les chimiokines
inflammatoires sont exprimées dans les tissus enflammés par les cellules épithéliales ou
stromales ainsi que par les leucocytes résidents ou recrutés, en réponse a une stimulation par les
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1,...) ou suite au contact avec un pathogene. Ce groupe
de chimiokines est spécialisé dans le recrutement, vers le site inflammatoire, de cellules de
I'immunité non-spécifique (granulocytes), de cellules présentatrices d’antigenes (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques immatures) et de cellules effectrices (lymphocytes mémoires,
NK, ...). Les chimiokines constitutives sont produites dans des microenvironnements discrets au
sein des tissus lymphoides et non-lymphoides, comme la peau ou le tube digestif Le rble de ces
chimiokines est de réguler le trafic physiologique des cellules immunitaires durant
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cellules endothéliales de capillaires, certaines cellules épithéliales, des cellules musculaires lisses
et des fibroblastes, sans qu’un rble fonctionnel ne soit établi dans ces cas (Blanpain and

Parmentier, 2000).

2. CCRS5, co-récepteur du VIH

2.1. L’interaction avec Env de VIH

En plus de son réle dans les phénomenes inflammatoires, CCR5, ainsi que d’autres récepteurs
aux chimiokines, fonctionnent comme co-récepteurs, en coopération avec le CD4, pour permettre
I’entrée du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) dans la cellule. Le VIH entre dans la
cellule par fusion directe entre la membrane du vims et la membrane plasmique de la cellule
cible. Le mécanisme d’entrée requiert tout d’abord la liaison de la protéine d’enveloppe virale
(Env) avec le CD4 (Littman, 1998; Berger et al., 1999).

La protéine d'enveloppe du VIH consiste en l'association non-covalente de 2 sous-unités
générées par le clivage protéolytique du précurseur gpl60: (a) la sous-unité gpl20, hautement
glycosylée, contenant les sites d'interaction avec les récepteurs membranaires de I'héte, et (b) la
sous-unité transmembranaire gp4l, contenant a son extrémité amino-terminale un peptide
hydrophobe fusogénique, directement impliqué dans la fusion membranaire (Sodroski, 1999;
Wyatt and Sodroski, 1998). La protéine d'enveloppe native est exprimée a la surface des virions
ou des cellules infectées sous la forme de trimeéres de complexes gpl20/gp4l, associés de
maniére non-covalente (Figure 3).

La fusion entre le virus et la cellule cible est un processus séquentiel faisant intervenir des
changements conformationnels multiples au sein de la protéine d’enveloppe du VIH (Figure 4).
L'interaction entre la gpl20 et CD4 induit un changement conformationnel de la gpl20, qui
expose, crée ou stabilise le déterminant qui permettra l'interaction avec le co-récepteur.
L'interaction entre la gpl20 et le co-récepteur induit un nouveau changement conformationnel
dans Env qui se dissocie de la gp4l et lui permet d’exposer et d’insérer son peptide de fusion au

sein de la membrane plasmique de la cellule cible, entrainant la fusion des membranes.

2.2. CCR5 dans la transmission et la progression du VIH

La démonstration définitive du rbéle de CCR5 en tant que facteur déterminant dans la

transmission virale, est venue de la découverte d'un allele mutant de CCR5 (CCR5A32) associé a
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Figure 1. Les chimiokines et leurs récepteurs. Les chimiokines appartiennent a une famille de
protéines de 8-10 kDa qui peut étre subdivisée en 4 sous-familles en fonction de la position
relative des 2 premiéres cystéines conservées. Dans les CXC-chimiokines, les 2 premiéres
cystéines sont séparées par un acide aminé. Les 2 cystéines sont adjacentes dans les CC-
chimiokines. La lymphotactine, la seule chimiokine C, ne possede que 2 des 4 cystéines
conservées. Dans la fraktalkine, les 2 cystéines sont séparées par 3 résidus (CX3C-chimiokine).
Les récepteurs aux chimiokines sont des RCPGs exprimés a la surface des différentes populations
leucocytaires.



I’'hématopoiése, la présentation d’antigénes au niveau des organes lymphoides secondaires et au

cours de I'immuno-surveillance.

On dénombre actuellement 16 CXC-chimiokines, 26 CC-chimiokines, la fractalkine et la
lymphotactine. La plupart des chimiokines lient plus d’un récepteur, et un récepteur lie en général
plus d’une chimiokine. Cette redondance fonctionnelle est surtout une caractéristique des
chimiokines inflammatoires. Les chimiokines constitutives n’activent le plus souvent qu’un seul
récepteur. La redondance fonctionnelle des chimiokines conférerait une plus grande robustesse au
systeme de recrutement des cellules immunitaires vers les sites inflammatoires. On dénombre
actuellement 6 CXC-récepteurs, 11 CC-récepteurs, un récepteur a la lymphotactine (XCRI) et un

récepteur a la fractalkine (CX3CR1) (Baggiolini, 1998; Murphy, 2002).

1.2. Structure de CCR5

CCRS5 est un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) typique de 352 acides aminés. Son
poids moléculaire prédit est de 40,6 kDa. Comme les autres récepteurs aux chimiokines, CCR5
posséde au niveau de ses domaines extracellulaires 4 cystéines impliquées dans la formation de 2
ponts disulfures (Blanpain et al., 1999a). Le pont disulfure qui connecte les domaines
extracellulaires (ECL) ECLI et ECL2 est conservé dans la plupart des RCPGs. Le second est
spécifique de la famille des récepteurs de chimiokines et lie le domaine amino-terminal a ECL3
(Figure 2). Le poids moléculaire de la forme mature de CCR5 est d’environ 46 kDa (Rucker et
al., 1996). Différentes madifications post-traductionnelles peuvent rendre compte de cette
augmentation de la masse. CCR5 est O-glycosylé (Rucker et al., 1996), sulfaté sur des tyrosines
amino-terminales (Farzan et al., 1999), et palmitoylé sur des cystéines carboxy-terminales
(Blanpain et al., 2001; Kraft et al., 2001). De plus, CCR5 peut étre phosphorylé par les GRKs sur

des sérines earboxy-terminales (Oppermann et al., 1999).

1.3 Pharmacologie

CCRS5 a été initialement décrit comme un récepteur fonctionnel aux CC-chimiokines MIP-la,
MIP-ip et RANTES (Samson et al.,, 1996a). MCP-2, MCP-4, LD78p, et HCC-1 [9-74J ont
ensuite été décrits comme agonistes de CCR5 alors que MCP-3, qui lie CCR5 avec une bonne
affinité mais ne l'active pas, peut étre eonsidéré comme un antagoniste naturel (Blanpain et al.,
1999b; Ruffing et al., 1998; Gong et al., 1998; Detheux et al., 2000; Nibbs et al., 1999). LD78(3,

qui ne differe de MIP-la que par 3 résidus, est I'agoniste naturel de plus haute affinité pour



Figure 2. Représentation schématique de CCRS5. La bicouche lipidique est schématisée par le
rectangle gris. Les ponts disulfures entre les domaines ECLI et ECL2 ainsi qu’entre les domaines
N-terminal et ECL3 sont représentés par des fleches a double téte. Les cystéines impliquées, Cys-
20, Cys-101, Cys-178, Cys-269, sont entourées en rouge. Le motif DRY conservé, au niveau du
3eme domaine transmembranaire est entouré en bleu. Les sites de palmitoylation Cys-321, Cys-323,
et Cys-324 sont indiqués en rouge. Les sites de phosphorylation Ser-336, Ser-337, Ser-342 et Ser-
349 sont également représentés.



CCR5 (Nibbs et al., 1999). La proline en position 2, a la place d'une sérine dans MIP-la, serait
responsable de cette augmentation d'activité biologique. Le clivage protéolytique d'une
chimiokine abondamment exprimée dans le plasma (HCC-1) généré un peptide (HCC-1 [9-74])
qui lie CCR5 avec une haute affinité (Detheux et al., 2000). Deux sérine protéases, l'urokinase et

la plasmine, sont responsables de la génération de ce peptide actif (Vakili et al., 2001).

1.4. Domaines de liaison des ligands

L’étude des relations structure-fonction de CCR5 a permis de déterminer les régions du
récepteur impliqguées dans la liaison des chimiokines, la signalisation intracellulaire, et
l'interaction avec la protéine d'enveloppe virale. La premiére approche utilisée, I'étude de
chimeéres entre CCR5 et CCR2b, ou entre CCR5 humain et CCR5 murin, a permis de montrer que
la partie amino-terminale joue un rble prépondérant dans l'activité co-réceptrice, mais que
I'interaction entre CCR5 et Env est conformationnellement complexe et fait intervenir aussi la
seconde, et dans une moindre mesure les premiére et troisieme boucles extracellulaires (Rucker et
al.,, 1996; Atchison et al., 1996; Bieniasz et al., 1997). Les mémes chiméres ont été utilisées pour
montrer que la deuxiéme boucle extracellulaire de CCR5 détermine la spécificité de la liaison
vis-a-vis des chimiokines MIP-la, MIP-Ip et RANTES (Samson et al., 1997). Ni la
signalisation, ni I'endocytose de CCRS5 n'apparaissent nécessaires pour l'activité co-réceptrice de

CCR5 (Alkhatib et al., 1997; Aramori et al., 1997; Farzan et al., 1997; Gosling et al., 1997).

1.5. Expression cellulaire de CCR5

CCRS5 est exprimé par différentes sous-populations leucocytaires mais aussi par d'autres types
cellulaires comme les cellules microgliales et les cellules endothéliales (Murphy, 2002). CCR5
est exprimé sur les cellules T & mémoire (CD45R0O, CD26high, CD95+, CD4+ ou CD8+) et
préférentiellement par les lymphocytes a polarisation Thi. CCR5 est exprimé par 5% des
monocytes circulants, et son expression est augmentée lors de leur différentiation en
macrophages. CCR5 n'est pas exprimé sur les précurseurs hématopoiétiqgues précoces mais son
expression devient détectable sur les progéniteurs commis aux lignées macrophagiques et
mégacaryocytaires. CCR5 est exprimé a bas niveau sur les progéniteurs de thymocytes et les
thymocytes doublement positifs (CD4+CD8+). CCR5 n'est que peu ou pas exprimé sur les
lymphocytes B. CCR5 est exprimé sur différents types de cellules dendritiques (DC dérivés de
monocytes ou de CD34+, mais aussi ceux isolés du sang périphérique) et sur les cellules de

Langerhans. L’expression de CCR5 a aussi été décrite sur des neurones, des astrocytes, des
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encore mal compris.
Cahn (Cell 1998)



Target Cell Types Time (yrs)

Berger, E. (Annu. Rev. Immunol. 1999)

Figure 5. L utilisation des co-récepteurs et le tropisme du VIH. A. Les souches macrophage-
tropiques utilisent CCR5 comme co-récepteur (M-tropiques ou R5 tropiques) et infectent
efficacement les macrophages et les lymphocytes T CD4+. Les souches « dual-tropiques » peuvent
utiliser a la fois CCR5 et CXCR4 comme co-récepteur (X4/R5 tropiques). Les souches T-tropiques
utilisent uniquement CXCR4 comme co-récepteur (X4 tropiques) et peuvent infecter a la fois les
lymphocytes T CD4+ mais aussi des lignées de cellules T (TCLA). B. Les souches R5 tropiques
sont responsables de la transmission du VIH et prédominent durant les phases asymptomatiques de
la séropositivité et également durant le SIDA. L’apparition de souches X4 tropiques est associée a
une accélération de la maladie vers le SIDA.



une résistance a l'infection par le VIH. CCR5A32 consiste en une délétion de 32 paires de bases
dans la séquence codante de CCR5, qui entraine un saut de phase et I’apparition d’'un codon stop
prématuré situé aprés la quatrieme hélice transmembranaire (Samson et al., 1996b). Des études
d'épidémiologie moléculaire ont montré que l'allele A32 était trouvé a I'état homozygote chez un
certain nombre d'individus exposés mais non infectés (Liu et al., 1996) et que I’on ne trouvait pas
d'homozygotes chez les patients infectés (Samson et al., 1996b). Cette protection n'est cependant
pas totale. Parmi les milliers d’individus infectés par le VIH et qui ont été génotypés pour la
mutation A32, quelques rares cas de patients homozygotes pour la mutation ont été identifiés.
Dans un de ces cas, il a pu étre démontré que le patient avait été contaminé par un variant T-

tropique (O'Brien et al., 1997; Biti et al., 1997; Theodorou et al., 1997; Michael et al., 1997b).

2.3. Le tropisme du VIH

Le tropisme des différentes souches virales peut étre largement expliqué par l'utilisation des
deux co-récepteurs principaux, CCR5 et CXCR4 (Figure 5) (Littman, 1998; Berger et al., 1999).
Une souche M-tropique utilisera CCR5 comme co-récepteur, une souche T-tropique utilisera
CXCR4 et une souche « dual-tropique » utilisera CCR5 et CXCR4. Pour cette raison, une
nouvelle nomenclature a été proposée, rebaptisant Ri les souches M-tropiques, X4 les souches T-
tropiques et R5X4 les souches dual-tropiques (Berger et al., 1998). Une évolution temporelle du
tropisme du VIH est observée au cours de la maladie (Connor et al., 1997). Les souches R5
tropiques sont responsables de la transmission virale et prédominent durant les stades initiaux de
I'infection, mais sont aussi observées durant tous les autres stades de la maladie. Les souches X4
sont détectées chez certains individus (environ 30%), uniqguement dans les stades tardifs de la
maladie, et I’apparition de ces souches est généralement corrélée avec une accélération de la
maladie. L'absence de souches X4 durant les phases initiales de la maladie se produit méme si ces
variants sont présents chez l'individu contaminant, et quel que soit le mode de transmission
(sexuel ou parentéral). Les mécanismes responsables de cette transition sont encore mal compris,
mais il est fort possible que la pression de sélection exercée par les ligands de CCR5 puisse y

contribuer.
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Figure 6. Diversité des récepteurs couplés aux protéines G. Une grande variété de ligands,
incluant amines biogéniques, acides aminés, ions, lipides, peptides et protéines utilisent les
7TMRs pour stimuler des effecteurs cytoplasmiques et nucléaires via ou indépendamment des
protéines G. Ces voies de signalisation régulent des fonctions biologiques clés comme la
prolifération cellulaire, la transmission synaptique, la signalisation hormonale et I’angiogenése.
Abréviations : DAG, diacylglycérol ; FSH, follicle-stimulating hormone ; GEF, guanine
nucléotide exchange factor; LH, leuteinizing hormone; LPA, lysophosphatidic acid; PAL,
platelet-activating factor; P13K, phosphoinositide 3-kinase; PKC, protein kinase C; PLC,
phospholipase C; Sl P, sphingosine-1-phosphate; TSH, thyroid-stimulating hormone.



3. Cascades de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G

3.1. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) sont codés par la plus grande famille
génique contenue dans le génome humain (plus de 1000 membres) et répondent a un nombre
impressiormant de stimuli différents, comprenant des amines biogéniques, peptides,
glycoprotéines, lipides, nucléotides, ions, et protéases (Figure 6). Pendant de nombreuses années,
cette famille de récepteurs a été désignée comme étant couplée aux protéines G (RCPGs),
terminologie basée sur le paradigme fortement documenté que ces récepteurs interagissent avec,
et signalent via la famille des protéines G hétérotrimériques. Lorsque ces récepteurs sont stimulés
par leur ligand, leurs segments transmembranaires subissent des changements conformationnels
permettant a la surface intracellulaire du récepteur d’interagir avec les protéines G. Les récepteurs
activés servent ainsi de facteurs d’échange de nucléotides guanyliques pour les sous-unités a de
I’hétérotrimére «Py Le relargage du GDP, associé a la liaison de GTP a la sous-unité a, conduit
a la dissociation des sous-unités a et Py. Les sous-unités libres vont alors lier et réguler des
effecteurs intracellulaires variés (Gether, 2000).

Cependant, au cours de ces derniéres années, de nombreuses recherches ont suggéré que
I’activation des RCPGs pouvait stimuler des réponses physiologiques indépendantes des
protéines G. Le développement en parallele de nombreuses techniques permettant la détection des
interactions protéine-protéine comme le systeme double-hybride, le «phage display», et les
techniques d’« overlay » et de « pulldown » utilisant des protéines de fusion, ont révélé des
associations de RCPGs avec des partenaires intracellulaires différents des protéines G
hétérotrimériques. 1l a été montré qu’'une variété de réponses cellulaires est médiée par
I’activation de molécules effectrices via de nouveaux mécanismes moléculaires, dont la plupart
n’impliquent pas la stimulation de seconds messagers classiques. De plus, la majorité des
réponses biologiques induites par les RCPGs ne dépendent pas d’une seule voie de signalisation
biochimique, mais constituent plut6t le résultat d’une intégration de I’activité fonctionnelle d’un
réseau complexe de voies de signalisation intracellulaires (Jordan et al., 2000; Marinissen and

Gutkind, 2001).



Localized activation leading to
cet) polarily and movemerit

Pi3K a”l vation (Ras G,H-))
Racryil'iKjnt of PH cton"5if*- pro'oins
(CRACI, Akt.'PKB, PhgtA)

Adin as&embly (Rac, Sca' Cdc42.WASP,
MyCt.PAKI)

1 MyosirjS dissemHy (I.1HCKA, PKA1)

CcM™i tension
Myaamij essenti)’ Myosin |
based oortcal
tension

1 Myoein tl.
F-actin based
contraclility

Figure 7, Modeéle représentatif de la formation d’un domaine d’activation au front de
migration d’une cellule. Les RCPGs sont uniformément distribués au sein de la cellule.
L’activation localisée de la PI3K abouti a I'accumulation de PIP3 et sa réduction en P1P2 (non
schématisés), formant un gradient membranaire de produits lipidiques plus fort que le gradient de
chimioattractant extracellulaire qui I’a engendré. La P13Ky (classe IB) est activée par les sous-
unités Gpy, tandis que les autres isoformes (classe 1A ; a, p et 6) de la kinase sont activées par Ras.
La formation de ce gradient de médiateurs intracellulaires implique des boucles de rétrocontréle
positif au front de migration (indiquées par ‘+’) combinées a une inhibition plus générale dans le
reste de la cellule (indiquées par La conséquence en est I’établissement de réseaux de
signalisation robustes préférentiellement au front de migration, avec notamment la localisation
préférentielle de multiples protéines de signalisation, comprenant des protéines a domaine PH.
L’assemblage de la F-actine est déclenché par I’activation des petites GTPases (Racl/Cdc42) et de
leurs effecteurs. Abréviations: Akt/PKB, protéine kinase B; F-actine, actine fdamenteuse; PAK,
p21-activated kinase; PH, pleckstrin homology; PI3K, phosphatidylinoside 3-kinase; PtdIns(3,4)F*25
phosphatidylinositol (3,4) bisphosphate; Ptdins(3,4,5)F*3, phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphate;

WASP, Wiskott-Aldrich syndrome protein.
Chung et al. (TRENDS in Biochcmical Sciences 2001).



3.2. Voies de signalisation intracellulaires induites par I’activation de CCR5

L'activation de CCR5 par ses ligands est relayée par les protéines Gi hétérotrimériques. Les
sous-unités cq et Py libérées suite a l'activation des protéines G inhibent l'adénylate cyclase et
stimulent des isoformes de la phospholipase Cp, entrainant I’hydrolyse de phosphatidylinositol
(4,5)-biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol (1,4,5)-triphosphate (IP3) et en (1,2)-
diacylglycérol (DAG). L’ IP3 permet ensuite la libération de calcium intracellulaire a partir du
réticulum endoplasmique, induisant des réponses cellulaires variées (Raport et al., 1996; Bacon et
al., 1995). Le DAG généré active a son tour les protéines kinase C qui phosphorylent alors des
cibles cellulaires variées via leur activité kinase. Un flux calcique résiduel en réponse a des
ligands de CCR5 peut étre observé dans des cellules primaires prétraitées par la toxine
pertussique. Ceci suggere que CCR5 puisse étre couplé a d'autres protéines G que celles de la
famille des Gi, sans doute une protéine de la famille des Gq (Farzan et al., 1997). La stimulation
de CCR5 ne généere que peu d'IP3. Il est donc possible que les flux calciques observés ne
proviennent pas uniguement de la libération des réserves intracellulaires, mais aussi de
l'ouverture de canaux calciques de la membrane plasmique (Atchison et al., 1996; Gosling et al.,
1997). L’activation de CCR5 peut en effet réguler I’ouverture de différents canaux ioniques dans

des macrophages en culture primaire (Liu et al., 2000).

3.3. Chimiotactisme

La migration leucocytaire en réponse a un gradient d’agent chimioattractant, ou
chimiotactisme, constitue la principale fonction régulée par les chimiokines. Le chimiotactisme
requiert I’acquisition et la maintenance d’'une asymétrie & la fois spatiale et fonctionnelle
(polarisation) entre des parties de la cellule initialement équivalentes. Au sein des leucocytes,
cette asymétrie se développe entre deux extrémités de la cellule : I'une devient le front de
migration exhibant des structures membranaires spécialisées que sont les lamellipodes et les
filopodes, tandis que I'autre se développe en un uropode subissant une rétraction progressive
(Lauffenburger and Horwitz, 1996).

La voie de signalisation aboutissant a la migration progressive des cellules débute par la
stimulation de la phosphatidylinositol 3-kinase y (P13Ky) par les dimeres py de la protéine Gi. La
PI3Ky joue un rble central dans I’établissement et le maintien de la polarité morphologique, en
contrblant la localisation et [I’activation d’effecteurs indispensables au processus de

chimiotactisme (Jin et al., 2000) (Figure 7).
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Figure 8. Modéle des voies de signalisation régulant le chimiotactisme via les RCPGs au sein
des leucocytes. L’activation de la protéine G méne a I'activation de Racl et Cdc42, qui activent a
leur tour les protéines de la famille WASP, et via ces dernieres le complexe Arp2/3 et PAKI.
Racl/Cdc42 peuvent également étre activé par des voies indépendantes de la PISK. PAKI contréle
la fonction de la myosine Il via différents mécanismes. De plus, PAKI phosphoryle directement et
active la Lim kinase, protéine impliquée dans I’organisation de la F-aetine. Les chimioattractants
activent également la protéine Akt/PKB, mais son role dans le chimiotactisme n’est pas encore
eonnu. Les lignes pointillées désignent les voies de signalisation potentielles sans que celles-ci
aient été directement démontrées au sein des leucocytes. Abréviations : Akt/PKB, protéine kinase
B; F-actin, actine filamenteuse; GEF, guanine nucléotide exchange factor; Lim K, Lim kinase;
MLCK, myosin light ehain kinase; PAK, p21l-activated kinase; PI3K, phosphatidylinoside 3-
kinase; WASP, Wiskott-Aldrich syndrome protein



CCR5, comme les autres récepteurs aux chimiokines, stimule l'activité de la P13Ky via les
sous-unités Py libres des protéines Gi (Figure 8). La formation du produit lipidique
phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate (PIP3), et/ou sa réduction en phosphatidylinositol (3,
4)-biphosphate (PIP2), modifient le recrutement et I'activation de protéines a domaines PH (la
PKB/Akt par exemple), a proximité du site d'activation (Servant et al., 1999; Servant et al., 2000)
résultant ainsi en une activation localisée des effecteurs de la cascade de signalisation (Parent and
Devreotes, 1999; Rickert et al., 2000). Les phosphatidylinositols produits par I’action de la PI3K
semblent aussi réguler I’activation des Rho GTPases via leurs GEFs (guanidine exchange factor),
protéines régulant I’échange GDP/GTP au niveau de la GTPase (Han et al.,, 1998; Missy et al.,
1998) . Racl et Cdc42 activent a leur tour les protéines de la famille WASP (Wiskott-Aldrich
syndrome protein), et via ces derniéres, le complexe Arp2/3 et la p21-activated kinase (PAKI)
(Dharmawardhane et al., 1999; Machesky and Insall, 1998; Bokoch, 2000). Ces deux protéines
jouent un réle important dans la polymérisation de I’actine, respectivement au niveau de la
nucléation de I’actine, et au niveau de son assemblage en réseau branché au sein des lamellipodes
(Mullins et al., 1998; Dharmawardhane et al., 1999). PAKI phosphoryle directement et active la
kinase Lim (Lim K), protéine impliquée dans I’organisation de la F-actine (Edwards et al., 1999).
D’autre part, PAKI contréle la fonction de la myosine Il via deux mécanismes indépendants.
PAKI est impliqué dans le désassemblage des filaments formés par les diméres de myosine Il au
front de migration, via la phosphorylation de la protéine par une voie non totalement déterminée,
mais aussi via la régulation de la myosine regulatory light chain kinase (MLCK), diminuant la
phosphorylation et I’'activation de la chaine légére régulatrice de la myosine, inhibant ainsi la
contractilité basée sur la myosine Il (Sanders et al., 1999; Wong and Fish, 1998; Kiosses et al.,
1999) . Racl/Cdc42 peuvent également étre activés par des voies indépendantes de la PI3K
(Bokoch, 2000). D’autres voies, incluant la kinase Rho-dépendante (RhoK), pourraient également
jouer un réle dans la contraction du réseau d’actine dans le corps cellulaire et I'uropode. Les
chimioattractants activent également la protéine Akt/PKB, mais son role dans la migration

cellulaire n’est pas encore connu (Hirsch et al., 2000).

Le recrutement sélectif de protéines a domaines PH au niveau du front de migration des

leucocytes jouerait un réle important dans la capacité des cellules a détecter et répondre

récepteurs par I’agent chimioattractant entre le fi'ont et la queue de migration. Une régulation
spatiale et temporale fine et rapide des cascades de signalisation est critique pour permettre aux
cellules de sentir les changements discrets de concentrations de chimiokines lors de leur
migration. De nombreuses études montrent que la désensibilisation et I’'internalisation sont des
phénoménes essentiels au processus de chimiotactisme.
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Figure 9. Régulation de I’activité des RCPGs illustrée pour le récepteur p2 adrénergique.
L’occupation du récepteur par un agoniste entraine I’activation de et de lI’adénylate cyclase
(signal 1). La phosphorylation du récepteur par la PKA inhibe son couplage a et facilite son
interaction avec Gj%j, qui inhibe I'adénylate cyclase (signal 2). La phosphorylation du récepteur par
la GRK et la liaison de I’arrestine qui en découle, découplent le récepteur des protéines G
(désensibilisation). La P-arrestine médie également I’internalisation du récepteur par un
mécanisme dépendant de la clathrine. L’interaction avec I’arrestine et/ou I’endocytose du
récepteur permet I’activation des MARK Erkl/Erk2 (signal 3). L’endocytose permet aussi la
déphosphorylation du récepteur qui méne a sa ressensibilisation. Le récepteur peut alors regagner
la membrane plasmique.



3.4. Signalisation impliquée dans la fonction co-réceptrice pour le VIH-1

La signalisation de CCR5 ne semble pas nécessaire a l'entrée du VIH, car des mutants non-
activables de CCR5 (par exemple le mutant R126N) continuent a fonctionner comme co-
récepteur (Alkhatib et al., 1997; Aramori et al., 1997; Farzan et al., 1997; Gosling et al., 1997).
Cependant, certaines protéines d'enveloppe virale peuvent induire dans des leucocytes humains
une élévation du calcium intracellulaire, ainsi que I'ouverture de canaux ioniques, le
chimiotactisme et une phosphorylation de Pyk2 (Weissman et al., 1997; Davis et al., 1997; Liu et
al., 2000; lyengar et al.,, 2000; lyengar et al., 1999). Le rble de la signalisation intracellulaire
générée par l'interaction de la gpl20 avec ses co-récepteurs reste quelque peu mystérieux. Il est
possible que I'activation des cascades intracellulaires rende certaines étapes tardives de la
réplication virale plus efficaces. Dans certains modéles d'infection, la signalisation induite par les

chimiokines peut en effet augmenter la réplication virale (Kinter et al., 1998; Arthos et al., 2000).

4. Désensibilisation et endocytose du récepteur

4.1. Modéle général pour les RCPGs

Lors de I’'activation d’un récepteur, des processus de régulation dynamique de la cascade de

transduction sont mis en route, afin de permettre a la cellule de s’adapter aux changements de son
envirormement. Un des processus régulateurs les plus importants est connu sous le nom de
désensibilisation. D’une maniére générale, la désensibilisation se définit par une diminution de
I’intensité de la réponse cellulaire malgré la présence continue d’un stimulus d’égale intensité. De
nombreux mécanismes adaptateurs ont été découverts, qui agissent a différents niveaux de la
biologie des récepteurs (transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel).
En ce qui concerne les régulations post-traductionnelles, responsables d’une modification rapide
(en minutes) de la fonction du récepteur, trois familles de protéines participent a la
désensibilisation des RCPGs (Figure 9): les kinases non spécifigues régulées par les 2"
messagers (protéine kinase A (PKA) et protéine kinase C (PKC)), les kinases spécifiques des
RCPGs ou GRKs (G protein-coupled receptor kinases), et les arrestines (Leflkowitz, 1998).

Un des modes de désensibilisation les mieux connus est le feedback négatif médié par les
kinases PKC (pour les récepteurs couplés a Gaq) et PKA (pour ceux couplés a Gas). La
phosphorylation du récepteur, secondaire a I’augmentation des seconds messagers

intracellulaires, entrainerait un changement conformationnel qui I’empécherait de se coupler a
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certaines protéines G, mais qui pourrait aussi augmenter son couplage a d’autres protéines G
(« signal switching »). Ces kinases phosphorylent les protéines indépendamment de leur état
d’activation. De ce fait, des récepteurs inactifs, y compris de classes différentes, peuvent aussi
étre phosphorylés et désensibilisés. Cette forme de désensibilisation est dés lors appelée
désensibilisation hétérologue.

Un certain nombre de récepteurs ne possedent pas de sites de phosphorylation ni pour la
PKC, ni pour la PKA, mais peuvent étre désensibilisés par phosphorylation apres stimulation par
un agoniste. Le mécanisme cellulaire majeur qui est a la base de cette désensibilisation
homologue est un mécanisme en deux temps, dans lequel le récepteur occupé par son agoniste est
d’abord phosphorylé par une GRK. Cette phosphorylation du récepteur permet ensuite la liaison
d’une arrestine qui, en s’interposant entre la protéine G et le récepteur, découple la signalisation
intracellulaire. Les GRKs comprennent 6 membres (GRK-1 a 6) et sont activés essentiellement
par les récepteurs occupés par leurs agonistes via un mécanisme allostérique, mais d’autres
facteurs (PKC, lipides membranaires, protéines liant le calcium) contribuent également a réguler
leurs activités (Lefkowitz, 1998; Palczewski, 1997). Les protéines GRK-2 et -3 sont cytosoliques
dans la cellule non stimulée, et sont transloquées a la membrane plasmique lors de I’activation du
récepteur grace a la liaison coordonnée de leur domaine PH avec la sous-unité py libre et le
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2).

La phosphorylation du récepteur augmente son affinité pour la p-arrestine de 10 a 30 fois.
Cette liaison de la P-arrestine, qui provoque le découplage du récepteur vis a vis de la protéine
G, est aussi une étape cruciale dans le processus d’endocytose du récepteur. La p-arrestine joue
en effet le réle de protéine adaptatrice dans I’endocytose des RCPGs médiée par la clathrine, en
se liant a l'une des sous-unités du complexe AP2. Une autre GTPase, la dynamine, joue
également un réle important dans I’endocytose des RCPGs (Palczewski, 1997).

Une fois les récepteurs internalisés, ils peuvent soit retourner a la membrane plasmique
(phénomene de recyclage) ou étre dirigés vers les lysosomes ou ils seront dégradés. Le recyclage
des récepteurs, aprés leur déphosphorylation par des phosphatases, participe a la resensibilisation
de la réponse cellulaire. Bien que la désensibilisation, comme son nom l’'indique, soit associée a
une inhibition de la signalisation, les mécanismes moléculaires qui I’accompagnent peuvent aussi
étre impliqués dans le déclenchement de nouveaux signaux activateurs. Par exemple, I’activation
des MAP kinases Erkl et Erk2 par le récepteur P2-adrénergique est bloquée par des agents
inhibant I’endocytose médiée par la clathrine (sucrose hypertonique, concavaline A, déplétion
potassique,...), mais aussi par I’expression de dominants négatifs de la p-arrestine ou de la
dynamine (Luttrell et al., 1999). Il est probable que c’est le recrutement de protéines adaptatrices
comme la dynamine qui serait responsable de I’activation de Erk en servant d’échafaudage pour

le complexe de signalisation, plutét que I’endocytose elle-méme.
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4.2. Désensibilisation et endocytose de CCR5

Les CC-chimiokines induisent une phosphorylation rapide de CCR5 sur quatre résidus sérine
(Ser) C-terminaux selon un processus dépendant de I’action conjointe de GRKs et de la protéine
kinase C. Les quatre sites de phosphorylation impliqués dans la désensibilisation sont les Ser 336,
337, 342, et 349 (Figure 2). Bien que CCR5 ne posséde pas de sites consensus de
phosphorylation par la PKC, cette kinase sembe capable de phosphoryler CCR5 sur le résidu Ser-
337 (Pollok-Kopp et al., 2003). Cet effet avait été mis en évidence auparavant, sans que le site
précis soit identifié (Oppermann et al., 1999; Deng et al., 1999; Shen et al., 2000). L'’utilisation
d’inhibiteurs de PKC (bisindolylmaleimide) induit une diminution limitée mais significative de la
phosphorylation de CCR5 induite par RANTES ou AOP-RANTES (Oppermann et al., 1999). 1l a
été également observé que CCR5 pouvait étre désensibilisé d’une maniere hétérologue et
dépendante de la PKC, suite a I’activation du récepteur FPRLI par des peptides synthétiques

dérivés de gpl 20 de VIH (Deng et al., 1999; Shen et al., 2000).

Les CC-chimiokines induisent une phosphorylation rapide de CCR5 par les GRK -2 et -3,
suivi de la liaison des arrestines sur le récepteur phosphorylé, provoquant ainsi le découplage du
récepteur vis-a-vis de la protéine G. La p-arrestine agit également comme protéine adaptatrice
liant une des sous-unités du complexe AP2, dirigeant le récepteur vers les vésicules a clathrine
par un mécanisme dépendant de la dynamine (Aramori et al., 1997; Oppermann et al., 1999).
L’importance de chacune des 4 sérines impliquées semble équivalente, comme I’ont montré des
études de mutagenese dirigée des sérines en alanines (Ala), mutations individuelles ou
combinées. Les mutants arborant le remplacement de n’importe quelle combinaison de 2 des 4
Ser en Ala conservent leur capacité a recruter les P-arrestines et a subir les désensibilisation et
resensibilisation consécutives a la liaison du ligand. Un minimum de 2 Ser est donc requis, sans
que la position exacte des résidus ne semble importante (Kraft et al., 2001; Oppermann et al.,
1999).

Il y a peu, une étude approfondie a montré que la p-arrestine | purifiée lie avec des affinités
similaires I’extrémité C-terminale de CCR5, qu’elle soit phosphorylée ou non, suggérant ainsi
que les p-arrestines utilisent un ou des sites additionnels permettant de différencier les récepteurs
activés des non-activés (Huttenrauch et al., 2002). Ce site a été identifié comme étant le motif
conservé DRY (Asp-Arg-Tyr) localisé a I'extrémité cytoplasmique du troisieme segment
transmembranaire de CCR5, et impliqué dans I’activation des protéines G.

De plus, si les arrestines ont un effet prononcé sur I’internalisation rapide de CCR5 endéans

les premiéres minutes du phénomeéne, elles ne semblent pas nécessaires aux phénoménes
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Soluble ligand Membrane receplor Rafts? Cholestérol sensitive? Itinerary in cetl Refs
Choiera tnxin B subunil GM1 (eJycostihineDliind) Yes Yes F.ndosomcs, Golgi, RR 731
Shiga toxiu B subunit Gb3 (glycosphingolipid.) Yes Yes Endosomes, Golgi, ER 730
VerotoxIn B subunit Gb3 ? Y'es Endosonies, Golgi. BR 40
Diphtheria toxin GPI linked diphtheria  Yes No Acidic endreomai coni 33
toxin Rcceptor (an aitificial partntent
chimera)
MUIL.x=leuk«=..u» vous 4950
porter
SV40 MHCI 7 Yes Caveoseme, EiR 5
Inteiieiikin 2 IL-2 leceptCH' Yes Yes Late endosonies/lysosome U
(b subunil)
— CD59 Yes Yes Golgi 7
- GPI UnkedGFP Yes Yes Golgi 7
Factor Ylla TIssuc factor 7 7 7 51
Urokinase plasminogen ne- UPA icceptcH (GPI-linked) Yes 7 7 34
tivator
E-cadherui Yes Yes 7 .52
Adenosinc Al adenosine leceptcr and  Yt-s Yes 7 53
adenosiiie deaminase
Cytoloxic iiecrotBing fac 0 7 7 Acidic cndosomal com 54
lot ! partnient
IV Fomiyl peptide and C5a 7 7 7 32
chenioattraclant leceptors
Adienaline Muscaiiinc adnneij>k rc- 7 7 7 36
ccpiois
Dopamine Dopamine D2 leceptors 7 7 7 35
Augioten.sin An~<>tcasin O type TA ic- 7 7 7 55
cepTOi
Intcifeion y Infeitcion y leccptor 7 7 56

Nichols et al. (TRENDS in Ccll Biol. 2001)

Table 1. Diversité des molécules et récepteurs, décrits comme endocytés via des mécanismes
indépendants des vésicules a clathrine.



d’endocytose ayant cours a plus long terme. Cette observation a suggéré I'utilisation de voies

alternatives, indépendantes des arrestines, et pouvant par exemple impliquer les cavéoles.

4.3. Voies alternatives d’endocytose

D’autres voies d’endocytose, indépendantes de la clathrine et de la dynamine, semblent aussi
intervenir dans I'internalisation des RCPGs. Malgré une liste croissante de ligands et récepteurs
décrits comme utilisant des voies indépendantes des vésicules a clathrine (Table 1), le réle et les
protéines responsables de ces voies alternatives, ainsi que les mécanismes moléculaires sous-
jacents restent a éclaircir. Ces voies feraient intervenir des domaines particuliers de la membrane
plasmique enrichis en protéines cargo ou échafaudages comme par exemple les RAPTS
impliqués dans les voies d’endocytose comme la phagocytose et la macropinocytose (Nichols and
Lippincott-Schwartz, 2001). Les RAPTS constituent des régions dynamiqgues de la membrane
plasmique, résistantes aux détergents. Ces régions sont enrichies en cholestérol, en
glycosphingolipides, en protéines a ancrage GPIl (glycophosphatidylinositol), ainsi qu’en
certaines protéines transmembranaires.

La présence de CCR5 au sein de structures de type RAPTS a été proposée, avec comme
postulat qu’une ségrégation initiale de protéines membranaires au sein de ces structures
constituerait un facteur primordial dans la distribution de molécules spécialisées a des endroits
spécifiques durant la migration cellulaire (Manes et al., 1999). Ce postulat était étayé par certains
travaux fortement controversés proposant une polarisation des récepteurs aux chimioattractants
au front de migration des cellules en mouvement. La densité de récepteurs au front de migration
est considérée dans cette hypothése comme responsable de la capacité des leucocytes a migrer en
réponse a un gradient extrémement discret de chimiokines (Nieto et al., 1997; Vicente-
Manzanares et al., 1998). De plus, il a également été suggéré que les RAPTS constitueraient les
plate-formes indispensables a la fusion entre les membranes virale et cellulaire lors de I’infection
des cellules par VIH-1 (Méanes et al., 2000).

Divers auteurs utilisant des systemes permettant la visualisation instantanée de la distribution
des récepteurs, au sein des cellules vivantes en migration, plutdt que des techniques
d’immunohistochimie sur cellules fixées, ont cependant démontré I’absence de polarisation des
récepteurs (Xiao et al.,, 1997; Servant et al., 1999). En effet, des récepteurs d!agents
chimioattractants comme cARI, le récepteur a I’AMPc de Dictyostelium, et le récepteur au Cba,
facteur du complément, ont été exprimés sous forme de protéines de fusion avec la GPP au sein
de leur systéme naturel (Dictyostelium, et une lignée leucocytaire, respectivement), et leur
distribution a été analysée en microscopie confocale a fluorescence. Dans les deux cas, les

récepteurs conservent une distribution homogene sur toute la surface cellulaire et au sein des
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projections membranaires, pendant le chimiotactisme. La polarisation intracellulaire de la cellule
ne résulte donc pas d’ime distribution asymétrique, induite par le gradient, des récepteurs aux
chimioattractants, mais reposerait plutét sur le recmtement de protéines a domaine PH vers le
feuillet interne de la membrane plasmique au niveau du front de migration (Parent et al., 1998)
(voir ci-dessus, et revues sur le sujet ((Rickert et al., 2000; Chung et al., 2001; Weiner, 2002)).
D’autre part, la présence méme de CCR5 au sein des RAPTS est actuellement controversée. Dans
la plupart des études concernant ce sujet, la localisation de CCR5 été étudiée par co-localisation
du récepteur avec des marqueurs de cavéoles ou de RAPTS. D’autre part, les fonctions du
récepteur ont été analysées dans des expériences de déplétion de la membrane plasmique en
cholestérol (Manes et al., 1999; Blanpain et al., 2002; Venkatesan et al., 2003). Par exemple, des
expériences d’internalisation de CCR5 en présence d’agents déplétifs de stérols (filipine,
nystatine, méthyl-P-cyclodextrine) ont mis en évidence une inhibition partielle ou compléte de
I’endocytose, en fonction de I’agoniste utilisé (Venkatesan et al., 2003; Blanpain et al., 2002;
Mueller et al., 2002).

Il en est de méme pour les expériences d’infection par VIH-1. L’inhibition de la synthése des
glycosphingolipides (Puri et al., 1998; Hug et al., 2000), ainsi que la déplétion du cholestérol de
la membrane plasmique (Méanes et al., 2000; Liao et al., 2001) ont été décrit comme inhibant
I’entrée du VIH-1 dans ses cellules cibles. Cet effet a été attribué a la perturbation de I’'intégrité
des RAPTS. Cependant, I’'inhibition de la synthése des glycosphingolipides n’empéche pas la
formation des RAPTS (Ostermeyer et al.,, 1999), et la déplétion en cholestérol perturbe les
propriétés de I’ensemble de la membrane plasmique et pas seulement I’organisation des RAPTS
(Lagane et al.,, 2002; llangumaran and Hoessli, 1998). Deux études récentes suggérent que le
cholestérol membranaire est important dans le maintien de la conformation de CCRS5,
indépendamment de I’intégrité des RAPTS (Nguyen and Taub, 2002; Percherancier et al., 2003).
En effet, I’extraction de cholestérol de cellules T exprimant CCR5 a pour effet de réduire
significativement la liaison de MIP-1[3, et la signalisation induite par cette chimiokine, tandis que
la liaison de différents anticorps monoclonaux est perturbée a des degrés divers. De plus,
I'utilisation d’une version fluorescente de la chimiokine montre une co-localisation importante
avee le marqueur GMI, tandis que lorsque des anticorps sont utilisés, la majorité du CCR5
présent sur les cellules ne co-localise pas avec GMI. Cette observation semble suggérer que la
liaison du ligand pourrait induire la translocation vers les RAPTS lipidiques ou encore que
I’association avec les RAPTS favorise une conformation de plus haute affinité de CCR5 (Nguyen
and Taub, 2002). Il est d’ailleurs actuellement acquis que les RCPGs peuvent exister dans des
états conformationnels actifs et inactifs multiples, chacun de ces états correspondant a un éventail
spécifique de propriétés fonctionnelles. Une autre étude a montré que, malgré la palmitoylation
de CCR5 sur 3 cystéines C-terminales, signal identifi€ comme permettant la localisation de
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protéines au sein de RAFTS, le réeepteur se partage préférentiellement au sein de domaines non-
RAFTS, dans les lignées cellulaires T. Cette observation démontre que I’'infection par VIH-1 ne
dépend pas de la présence de CD4 et CCR5 au sein de RAFTS. Par contre, en déplétant la
membrane plasmique en cholestérol, ces auteurs confirment bien I’'inhibition de I’entrée du virus
dans les cellules, suggérant que des propriétés membranaires dépendantes du cholestérol, mais
indépendantes de la formation des RAFTS, jouent un réle majeur dans I’efficacité de I’'infection

virale (Percherancier et al., 2003).

5. Interactions indépendantes des protéines G

Outre le couplage classique aux protéines G hétérotrimériques, et les interactions avec les
protéines kinases spécifiques (GRKSs) et non-spécifiques (PKA et PKC), ainsi que les arrestines,
les récepteurs a sept domaines transmembranaires (7TMR) sont capables d’interagir aussi avec
d’autres protéines intracellulaires, régulant de cette fagcon certaines fonctions propres au récepteur
et au type cellulaire au sein duquel il est exprimé (Table 2).

L’activation par RANTES des lymphocytes T induit une voie de signalisation classique
sensible a la toxine pertussique (PTX), mais également une voie dépendante de tyrosines kinases
et indépendante des protéines Gg, comme le prouve sa résistance a la PTX (Bacon et al., 1995).
CCRS5 est aussi capable d'activer les différentes classes de MAP kinases, JNK/SAPK, la p38, et
p42/44 (Dairaghi et al., 1998; Ganju et al., 1998). CCR5 stimule également l'activité d'une
tyrosine kinase calcium-dépendante (RAFT/Pyk2), qui a son tour permet le recrutement et la
phosphorylation de tyrosines kinases associées au cytosquelette (paxilline, pl30Cas, FAK), la
kinase associé au CD4 (p56Lck), des tyrosines phosphatases (SHP-1 et 2), des kinases de la
famille de Src (Syk), et des protéines adaptatrices (Grb2). Au moins dans certains cas, l'activation
de certaines MAP kinases (SAPK), est dépendante de la formation d’un complexe de
signalisation (signalosome) initié par l'activation de Pyk2 (Ganju et al., 2000; Ganju et al., 1998;
Cicala et al., 1999).

Il a aussi été rapporté que RANTES pouvait, dans les cellules PM-1 et Jurkat, activer via
CCRS5, les kinases JAK-2 et JAK-3 et les protéines STAT 1 et STAT3, dans un processus
dépendant de la phosphorylation sur tyrosine du récepteur (Wong et al., 2001; Wong and Fish,
1998). Bien que de nombreuses cytokines médienTleurs effets par la voie de transduction SL1Al
et malgré I’hypothése du recrutement des kinases JAKs par CCR5 activé, cette interaction n’a pas
pu étre clairement démontrée. De plus, la phosphorylation sur tyrosine de CCR5 est elle-méme
controversée (Pollok-Kopp et al.,, 2003). La recherche de nouveaux partenaires intracellulaires
constitue la premiére partie du travail présenté ici et sera développé dans la section « résultats ».
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6. Oligomérisation des récepteurs couplés aux protéines G

Durant ces derniéres années, un nombre croissant de travaux ont démontré |I’existence des
RCPGs sous formes d’entités oligomériques, composées au moins de deux unités de récepteur.
Le concept d’oligomérisation des RCPGs remonte au milieu des années 1970, ou de nombreuses
observations pharmacologiques ont mené les chercheurs a envisager que les RCPGs pouvaient
également fonctionner sous forme de diméres, comme c’est le cas pour d’autre récepteurs
transmembranaires (récepteurs des facteurs de croissance, récepteurs aux cytokines, par
exemple). De nombreuses études sur la coopérativité négative ou positive de liaison d’agonistes
et d’antagonistes sur les récepteurs se révélaient en effet difficilement compatibles avec le
modéle selon lequel un RCPG est couplé a une protéine G, qui active a son tour un effecteur. La
structure des RCPGs n’était cependant pas connue a cette époque, et ces hypothéses n’ont pu étre
confirmées. Ce n’est qu’aprés le clonage des premiers RCPGs que des expériences de trans-
complémentation (Maggio et al., 1993; Monnot et al., 1996; Bai et al., 1999) ont démontré que la
dimérisation des récepteurs était en effet possible. Ceci n’impliquait cependant pas que le
processus de dimérisation soit nécessaire a la fonction des récepteurs, ou soit méme susceptible
d’affecter une de leurs fonctions (liaison, signalisation, désensibilisation, internalisation,...).

Depuis lors, un grand nombre de travaux ont rapporté la formation d’homodiméres de
RCPGs. Il est actuellement considéré que la plupart, sinon tous les RCPGs sont susceptibles de
former des diméres. Un grand nombre d’hétérodiméres ont également été décrits. Dans la
majorité des cas, les conséquences fonctionnelles de la formation de diméres ne sont pas établies.
Cependant, il existe quelques exceptions notables ol la dimérisation apparait soit indispensable a
la fonction du récepteur, soit modifie de facon significative les propriétés. Un premier exemple
concerne les récepteurs métabotropiques du glutamate (GABAD). La caractérisation de GABADbi
a mis en évidence un récepteur non-fonctionnel séquestré dans le réticulum endoplasmique sous
une forme immature (Couve et al., 1998), tandis que GABADb2 a été identifi€ comme vm récepteur
inactif lorsqu’il est exprimé seul. La co-expression de ces deux molécules restaure cependant les
caractéristiques d’rni récepteur GABAb fonctionnel, comparable a ce qui est observé dans les
tissus natifs (Kaupmann et al., 1998; White et al., 1998; Jones et al., 1998; Kuner et al., 1999; Ng
et al., 1993). Ces observations furent interprétées comme une indication que I’hétérodimérisation
des récepteurs GABAbi et GABADb? est nécessaire au trafic vers la surface cellulaire d’un
récepteur GABADb fonctionnel : GABAD2 permet I’expression en surface de GABADbi, et GABADbi

permet la transmission d’un signal vers le cytoplasme.
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Les travaux menés par Jordan et Devi sur les récepteurs aux opiacés ont récemment montré
que les récepteurs 6 et K peuvent également hétérodimériser, soulevant I’hypothése que
I’hétérodimérisation entre les sous-types de récepteurs pourrait constituer un phénomene général
contribuant a la diversité pharmacologique (Jordan and Devi, 1999). L’hétérodimére formé par
ces deux récepteurs en effet exhibait des propriétés de liaison de ligands, et des caractéristiques
fonctionnelles différentes de chacun des récepteurs exprimés seuls. Il reste encore a déterminer si
I’hétérodimérisation de ces deux sous-types pourrait mener a I’émergence d’un nouveau
récepteur pour un peptide opiacé endogene encore inconnu, ou a im mécanisme régulateur
originel de la fonction des sous-types classiques. Dans tous les cas, il semble clair que
I’oligomérisation des RCPGs pourrait représenter un niveau de complexité supplémentaire
susceptible d’influencer la spécificité de liaison des ligands, I’activation des cascades
intracellulaires et/ou la régulation de la fonction des récepteurs.

La dimérisation des récepteurs de chimiokines en général, et de CCR5 en particulier, a
rapidement été proposé suite aux premiéres descriptions convaincantes de diméres de RCPGs.
L’hypothése d’une dimérisation de CCR5 a notamment été proposé dans le cadre du mutant non-
fonctioimel CCR5A32. Il a en effet été postulé que, chez les individus hétérozygotes pour cette
mutation, le mutant CCR5A32 se comportait comme un mutant dominant-négatif et provoquerait
par dimérisation la rétention intracellulaire du récepteur sauvage, aboutissant a une réduction
importante de I’expression en surface du récepteur (Benkirane et al., 1997). Cette hypothése n’a
cependant pas été confirmée, et d’autres études ont démontré I’absence d’effet dominant-négatif
La réduction de I’expression de surface de CCR5 chez les hétérozygotes CCR5A32 est due
uniguement a la présence d’un seul géne fonctionnel (Venkatesan et al.,, 2002). En effet,
contrastant avec les observations de Benkirane et al. (Benkirane et al., 1997), la surexpression de
CCR5A32, ainsi que d’autres mutants de CCR5, n’affecte pas de maniere significative
I’expression en surface ou la fonction du récepteur sauvage.

Un polymorphisme du récepteur CCR2b, CCR2V64l, a également été associé a un retard du
développement du SIDA chez les sujets séropositifs (Smith et al., 1997a; Smith et al., 1997b).
Comme CCR2b ne constitue pas un co-récepteur important, un effet dominant-négatif de
CCR2V64l, conséquence d’une hétérodimérisation avec CCR5 et CXCR4 a été proposé (Mellado
et al., 2001; Vila-Coro et al., 2000). Cette hypothese a cependant été réfutée par d’autres études
démontrant plutét I’existence d’un déséquilibre de liaison entre I’alléle ccr2V64l et des variants
du promoteur de CCR5, les deux geéne faisant partie d’un « cluster » de génes de récepteurs aux
chimiokines comprenant CCRI, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR8, HCR et CX3CR1 sur le
chromosome 3p21 (Martin et al., 1998). Le gene codant pour CCR5 est en effet localisé a 17 kb
du géne CCR2 (Samson et al., 1996c; Maho et al, 1999). L’étude des phénomenes

d’oligomérisation du récepteur CCR5 constitue la seconde partie du travalil.
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II. BUT DU TRAVAIL



II. BUT DU TRAVAIL

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressé a deux types d'interactions potentielles de

CCRS5, sur base des données de la littérature disponibles au moment de l'initier. En effet, pour
certains récepteurs couplés aux protéines G, la mise en évidence de telles interactions non
classiques a permis de replacer le récepteur dans un contexte d'interactions complexes entre
protéines membranaires et solubles, et a fortement modifié la maniére de concevoir la
signalisation et la régulation de ces récepteurs dans leur environnement naturel.
D'une part, nous avons formulé I'hypothése que CCR5 pouvait interagir avec des protéines
intracellulaires appartenant & des classes différentes des protéines G hétérotrimériques ou des
protéines de régulation traditioimelles de ces récepteurs (protéines kinases, arrestines). Ces
interactions additionnelles pourraient en effet jouer des rbles important dans le trafic, la
signalisation ou les mécanismes d'internalisation du récepteur. Nous nous sommes focalisé sur le
domaine C-terminal de CCR5, en raison des interactions décrites pour d'autres récepteurs, et de la
conservation d'un motif compatible avec une interaction avec des protéines a domaine PDZ. Dans
le but de rechercher de nouveaux partenaires potentiels, nous avons utilisé une approche
génétique, basée sur le systéme du double hybride en levure, et une approche biochimique, basée
sur la sélection de protéines d'interaction a l'aide d'une protéine de fusionnée a la GST.

D'autre part, nous avons étudié la formation d'homodiméres de CCR5, ainsi que
d'hétérodimeres entre CCR5 et le récepteur structurellement le plus apparenté, CCR2b. En effet,
la formation de diméres entre récepteurs est parfois associée a des modifications importantes de
leurs caractéristiques fonctionnelles. En ce qui concerne CCR5, les données de la littérature
étaient contradictoires, particulierement en ce qui concerne les conséquences fonctionnelles de la
dimérisation, et nous avons voulu clarifier ces aspects. Des techniques de co-
immunoprécipitation et de transfert d'énergie de luminescence ont été utilisées pour étudier les
interactions physigues entre récepteurs. Nous nous sommes par ailleurs concentrés sur les
modifications fonctionnelles associées a la formation de diméres, en termes de liaison des

agonistes et anticorps monoclonaux, de signalisation et d'internalisation.
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I1l. RECHERCHE DE NOUVEAUX PARTENAIRES
INTRACELLULAIRES DE CCR5

1. Introduction

Durant ces dix derniéres années, il est devenu de plus en plus évident que la famille des
RCPGs pouvait étre couplée a des cascades intracellulaires beaucoup plus diverses que celles
traditionnellement associées a ees récepteurs. Il s’agit notamment de I’aetivation de petites
protéines G (Rho, Ras, Arf), ainsi que des caseades impliquant les MAP kinases. Au moment de
commencer ce travail, divers RCPGs avaient aussi été décrits comme régulant I'activité de
protéines intracellulaires sans passer par l'intermédiaire des protéines G hétérotrimériques.
Quelques exemples de ces interactions incluent:

des récepteurs appartenant a la famille de la rhodopsine ont été eo-immunoprécipités avee
des petites protéines G de type Rho et ARF. Cette interaction directe est rapportée pour
impliquer la région terminale du domaine transmembranaire VII et/ou I’extrémité C-
terminale (Mitchell et al., 1998);

le récepteur P2-adrénergique (P2-AR) est capable d’interagir directement avec NHERF
(Na®/H"~ -exchanger regulatory factor), le facteur murin régulateur de I’échangeur Na”H"»
(NHE3), ainsi que son homologue humain EBP50, qui agissent en diminuant la réabsorption
d’ions Na” par les tubules rénaux. Outre son réle régulateur de I’échangeur Na®/H”, EBP-50
joue également un réle important dans le contréle du tri endocytique du récepteur p2 entre la
voie de dégradation lysosomiale, et la voie de recyclage vers la surface cellulaire, suite a
I’endocytose induite par le ligand (Hall et al., 1998b; Hall et al., 1998a; Cao et al., 1999);

- I’extrémité C-terminale de la rhodopsine interagit directement avec la dynéine, facteur
responsable de l'adressage du réeepteur vers le compartiment membranaire approprié au sein
des photoréeepteurs (Tai et al., 1999);

- I’extrémité C-terminale du récepteur a l'angiotensine Il de type | (réeepteur ATia) interagit
avec ATRAP, une protéine qui serait impliquée dans la désensibilisation et l'internalisation

de ce récepteur (Daviet et al., 1999)7 ~

Les petites protéines G, ainsi que EBP50, la dynéine et ATRAP ont été montrés comme
impliqués dans le trafic des protéines et/ou le remaniement du cytosquelette. Comme le

ehimiotactisme est une fonetion cellulaire ou le eytosquelette joue un réle primordial, nous avons
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inSMchede”leviré

Y190~ PAS2aa 38 1,37x105
PJ69-4A* pGBT9 115 5,68x107
protwoig de transaction eté gt Woods. 5.69x107

* protocole de transfection de Yamada et al.

abnéslLaeZ+
1842 33

730 - 59

Table 2. Tableau récapitulatif des criblages de la banque de leucocytes humains. Ce tableau
reprend pour les deux souches de levure et plasmides utilisés pour I’expression de la protéine
cible, le nombre de clones indépendants de la banque testés, le nombre de clones satisfaisant un
des critéres de sélection (His"*") et le nombre de clones satisfaisant le second critére de sélection
(Lacz”™ ou Ade™). Abréviation: vecteur DBD, vecteur exprimant les séquences cibles fusionnées au

domaine de liaison a I’ADN de Gal4.



postulé que les récepteurs d’agents chimioattractants comme CCRS5 pouvaient étre impliqué dans
des interactions similaires, via leur extrémité C-terminale. De plus, divers mutants de CCRS5,
naturels ou crées dans le laboratoire, et affectant I’extrémité C-terminale du récepteur, se
caractérisent par une altération du trafic intracellulaire (Blanpain et al., 2001). Les récepteurs
CCR5 et CCR2b comportent un motif C-terminal conservé compatible avec une interaction avec
des domaines de type PDZ.

Nous avons donc exploré les possibilités d’interactions nouvelles de CCR5 avec des
partenaires intracellulaires. La stratégie que nous avons adoptée est d’utiliser I’extrémité C-
terminale de ce récepteur comme appat dans 2 techniques complémentaires d’identification
d’interactions « protéine-protéine ». Ces techniques sont d’une part le double-hybride, constituant
I’approche génétique de ce travail, et d’autre part, une technique apparentée au «GST-

Pulldown » constituant I’approche biochimique.

2. Résultats

2.1. Recherche de partenaires de CCR5 par la technique du double-hybride

La séquence codant pour I’extrémité C-terminale de CCR5 a été clonée en aval de la
séquence codant pour le domaine de liaison a I’ADN du facteur transcriptionnel de levure GAL4
(domaine DBD), afin de cribler une banque de leucocytes humains dont les ADNc ont été

fusionnés au domaine d’activation de la transcription du méme facteur.

2.1.1. Criblages de la banque de leucocytes humains

Dans ime premiére série d’expériences, le criblage des préparations de banque par le vecteur
DBD pAS2AA-CCR5 C-ter a été réalisé au sein de la souche de levure Y190. La sélection des
clones s’est basée sur la croissance des cellules transformées sur un milieu sélectif dépourvu
d’histidine (Clones His”) et I’expression d’une activité P-galactosidase (Clones HisVLacZ”"). Afin
de controler I’efficacité des transfections, une fraction des cellules est étalée sur des boites de
milieu minimum contenant de I’histidine (TaWe 2).

Les criblages suivants ont été ensuite effectués au sein de la souche PJ69-4A, par le vecteur
cible pGBT9-CCR5 C-ter. La sélection des clones est réalisée d’abord sur un milieu de
croissance dépourvu d’histidine, pour se poursuivre sur un milieu carencé en adénine (Clones
His®/Ade”?). Au total, 6 expériences différentes ont permis de cribler 56,9 x 10" clones de la
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Cnblage 1

33 clones His+/LacZ+
10 clones identiques
1 clone

2 clones

15 clones

5 clones

irtbfMfti - - "
59 clones His+/Ade+
1 clone

1 clone

1 clone

1 clone

1 clone

1 clone

5 clones

14 clones

2 clones

9 clones

8 clones

2 clones

13 clones

Table 3. Tableau récapitulatif de la caractérisation des clones positifs isolés par la technique du double-hybride. Abréviations;
plasmide ou vecteur DBD, vecteur portant la séquence codant pour le domaine de liaison a I’ADN de la protéine GAL4l; GAL4 AD,

Identité

Triose phosphate isomérase
2-5Asynthétase

Facteurs transcriptionnels

Séquences génomiques inconnues
Protéines ribosomiales/mitonchodriales
Identfté

LSP-1Aft/P-34

DYRK1B

BATI (DEAD-boxprotein)

annexin family-related protein
DAZAP2 (DAZ-associated protein-2)
Interleukine-8 (IL-8)

Indéterminé

Séquences génomiques inconnues
Indéterminé

Facteurs transcriptionnels
Protéines ribosomiales/mitochondriales
Ferritin heavyChain

Indéterminé

Commentaires

échec systématique des co-transformations lors des contréles de s|(iécificité
activation des génes indicateurs en présence de n'importe quel pla$mide DBD
activation des géenes indicateurs en présence de n'importe quel pla® mide DBD
échec systématique des co-transformations lors des contrdles de sp>écificité

Cdmmen'tQlras fi

activation des génes indicateurs en présence de n'importe quel plaé mide DBD
activation des génes indicateurs en présence de n'importe quel plasmide DBD
activation des génes indicateurs en présence de n'importe quel plaémide DBD
ORF déphasée par rapport a I'ORF de GAI4 AD

ORF déphasée par rapport a 'ORF de GAI4 AD

ligand du récepteur de CXCR2

échec de la séparation des vecteurs DBD des vecteurs AD en bactér e

échec systématique des co-transformations lors des contrbles de spécificité
vecteur AD sans ADNc

activation des genes indicateurs en présence de n'importe quel pla$ mide DBD

activation des génes indicateurs en présence de n'importe quel pla® mide DBD
pas de croissance en milieu liquide

domaine d’activation de la transcription de la protéine GAL4; vecteur AD, vecteur portant la séquence codant pour le domaine
d’activation de la transcription de la protéine GALA4.



banque d’ADNc donc la complexité initiale d’aprés le fournisseur est de 9 millions de clones

indépendants (Table 2).

Etant donné le nombre limité de clones positifs, nous avons effectué en paralléle les tests de
spécificité et le séquencage de ces clones. Le résultat de ces séquences peut-étre résumé comme
suit (Table 3) :

Criblages de la banque par pAS2AA-CCR5 C-ter au sein de la souche Y190 (Criblage 1)
10 clones correspondent au méme fragment de la séquence codante de la Triose Phosphate
Isomérase (TPI), enzyme impliquée dans le métabolisme du glucose. Cette redondance
importante témoigne d’un biais d’amplification au cours de la procédure de cette fraction de
la banque. De plus, la co-transformation du vecteur isolé portant la TPl avec le vecteur
pAS2AA-CCR5 n’a pas permis de reconstruire I'interaction.
un clone correspondait a la 2-5A synthétase (2-5AS) induite par I'interféron a. Cet enzyme,
aprés induction, se lie aux ARNs simples brins et polymérise I'ATP en oligoméres
d'adénine. Il active la RNase L, qui clive & son tour les ARNs simple brin, ce qui résulte en
I'inhibition de la synthése protéique et de la réplication virale. La 2-5AS joue donc un rble
important dans l'action antivirale des interférons. Cette enzyme fait partie des genes
cellulaires induits par HIV avec pour conséquence de diminuer la réplication du virus et de
protéger la cellule contre d'autres pathogenes viraux. Les tests de spécificité ont montré que
I’activation des génes indicateurs se faisait en présence de plasmides DBD portant des cibles
non-apparentées a CCR5. Ceci suggere donc que la protéine de fusion codée par ce « clone
positif» est capable de se lier directement au domaine de liaison a I’ADN quelle que soit la
séquence fusionné a celui-ci. De plus, les protéines de type « tRNA synthase » constituent
généralement des faux-positifs fréquents du systéme double-hybride
(http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/Tablel.html) ;
les autres clones correspondaient a des facteurs transcriptionnels ou des protéines
ribosomiales, faux-positifs classiques du systeme double-hybride

Criblages de la banque parpGBT9-CCR5 C-ter au sein de la souche PJ694A (Criblage 2)
1 clone constituait un partenaire intéressant, puisque son ADNc codait pour la protéine
LSPI (Lymphocyte Spécifie gene 1) ou WP34, impliquée dans la régulation de la croissance
et de la différenciation des lymphocytes. Les tests de spécificité ont malheureusement
montré I’activation des génes indicateurs en présence de n’importe quel vecteur DBD
les ADNCc de plusieurs clones ont été identifiés via I’algorithme BLASTN (comparaison de
la séquence avec les bases de données nucléotidiques) comme dérivés de TADN génomique
non codant. Nous avons cependant tenté d’identifier dans ces séquences génomiques une

phase de lecture qui aurait pu échapper aux algorithmes détecteurs de séquences exoniques,
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Figure 10. Production et purification des protéines de fusion GST-CCR5 C-terminal et GST-
CCR2b C-terminal. Des quantités différentes de surnageant (250, 500 et 1000 pi) contenant la
protéine de fusion purifiée sont mis en contact avec les billes de glutathione-agarose 50 % (50 pl)
afin d’analyser le produit de solubilisation, et d’estimer la quantité saturante pour les billes. Les
protéines de fusion GST-CCR5, migrant a 33 kDa (a), GST (27 kDa) et GST-CCR2b migant a 33
kDa sont désignées par les fleches noires. Les échantillons correspondent & 1/4 (20 pl) de la
resuspension finale des billes saturées par les protéines de fusion dans 100 pl de tampon Laemmli
et ont été analysés sur gel d’acrylamide 12 % coloré au bleu de Coomassie L’abréviation MW

désigne les poids moléculaires.



mais sans succés. En paralléle, les tests de spécificités n’ont par ailleurs pas permis de
reconstruire I’interaction avec la protéine cible au sein des levures. Ces clones constituent
vraisemblablement des artéfacts de clonage de la construction de la banque ayant mené a
I’incorporation de fragments d’ADN génomiques

plusieurs clones dont les ADNc correspondent a des artéfact classiques de la méthode ont
également été identifiés (protéines mitochondriales, polypeptides ribosomiaux). Ces « faux-
positifs », qui semblent fréquents dans la technique du double-hybride
(httn://'www.fccc.edu/research/labs/golemis/Tablel.html~) sont considérés comme non-
pertinent. En effet, ces peptides sont encodés par les ARN ribosomiaux et mitochondriaux,
ARNSs qui ne sont théoriguement pas représentés dans la banque d’ADNc de leucocytes

humains.

2.2. « Glutathion-iS-Transférase (GST)-Pulldown »

En parallele a nos expériences de double-hybride, des expériences de « GST-pulldown » ont
également été réalisées. Dans ce type d’expérience, une protéine d'intérét est fusionnée a la GST
qui peut étre rapidement purifi€e par affinité sur une résine de glutathion-agarose. La protéine de
fusion purifi€e est ensuite utilisée comme appat soit pour confirmer une interaction avec une
protéine connue, soit pour tester sa liaison a des protéines de séquences inconnues. Le complexe
formé par la protéine de fusion et son partenaire éventuel sont ensuite analysés par gel de
polyacrylamide mono- ou bidimensionnel en vue d'une identification par spectrométrie de masse.
Nous avons donc purifié des protéines de fusion entre la GST et la partie C-terminale de CCR5,
de CCR2b, de TSHR et du récepteur opioid-like ORL-1, et recherché de nouveaux partenaires

dans un lysat de leucocytes mononucléés circulants (PBMC).

2.2.1. Production des protéines de fusion

Les protéines de fusion entre la GST et I’extrémité C-terminale du récepteur sont produites et
purifiées a partir des souches bactériennes BL21, suivant la méthode de Frangioni et Neel
(Frangioni and Neel, 1993)" L’analyse du surnageant obtenu aprés la lyse des bactéries montre la
solubilisation et la récupération par liaison aux billes de glutathion-agarose de nos protéines de
fusion, avec le poids moléculaire attendu d’environ 33 kDa, ainsi que d’une série de handes
contaminantes de poids moléculaire plus petit et qui pourraient correspondre en partie a des

protéines de fusion tronquées par protéolyse (Figure 10).
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Figure 11. Analyse des expériences de GST Pulldown sur gels d’acrylamide
monodimensionnels. Les différentes protéines de fusion ont été ineubées ou non en présenee
des extraits de PBMC solubilisés (a) par la méthode de gel-dégel, (b) en présence de CHAPS.
Les fleches noires désignent les différentes protéines de fusion, GST seule (27 kDa), GST-
CCR5 C-ter (33 kDa), GST-CCR2C-ter (35 kDa), GST-ORL-1 C-ter (32 kDa), et GST-RTSH
C-ter (40 kDa). Les tétes de fleches rouges désignent les bandes spécifiques correspondant a des
protéines liant GST-CCR5 C-ter. Les gels d’acrylamide 12% (a) et 7.5 % (b) ont été colorés au
Bleu de Coomassie colloidal (a) ou au nitrate d’argent (b). Les standards de poids moléculaires
sont désignés par I’abréviation MW.



2.2.2. Analyse des gels monodimensionnels de polyacrylamide

Les cellules mononuclées du sang sont séparées sur gradient de ficoll et lysées par différentes
méthodes afin d’optimiser I’extraction des protéines (méthode de gel-dégel, lyse en présence de
CHAPS). Les lysats sont incubés en présence de la protéine de fusion GST-CCR5 C-ter, ou en
présence de la GST non fusionnée, utilisée comme contrble négatif Dans certaines expériences,
des contrdles supplémentaires constitués par I’extrémité C-terminale d’autres récepteurs (CCR2b;

ORLI, et TSHR), fusionnée a la GST, ont également été inclus.

Criblage des PBMC lysés par Gel-Dégel

Parmi le profil de migration (Figure lia), nous avons identifié deux bandes d’environ 26 et
32 kDa (tétes de fleches rouges). Ces bandes sont spécifiques de I’interaction avec I’extrémité C-
terminale de CCR5 (puit GST-CCR5 + PBMC), étant donné qu’elles ne sont pas présentes

lorsque la GST seule est incubée en présence des extraits cellulaires (piste GST + PBMC).

Criblage des PBMC lysés en présence de CHAPS .
Nous avons identifié quatre bandes spécifiques de I'interaction avec CCR5 (tétes de fleches
rouges. Figure 11b). Ces bandes présentent des poids moléculaires de I’ordre de 10, 40, 43 et 60

kDa, et ne se retrouvent pas au niveau de la GST seule mise en présence des PBMC lysés.

2.2.3. Analyse des gels de polyacrylamide bidimensionnels et identification des protéines par

spectrométrie de masse

Les gels monodimensionnels nous ont permis de confirmer la présence de partenaires
spécifiques de I’'extrémité C-terminale de CCR5 dans les extraits de PBMC. Afin d’isoler ces
partenaires pour les identifications en spectrométrie de masse, nous avons décidé d’analyser nos
échantillons sur gels de polyacrylamide bidimensionnels, permettant une meilleure résolution des

complexes de protéines, et une optimisation de la quantité de protéine chargée sur gel.

Criblage des PBMC lysés par Gel-Dégel

Quatre signaux (désignés par spots 1, 2, 3 et 4) ont été identifiés comme des partenaires
mspécifiques de I’extrémité C-terrniriale de CCR5 (Figure 12). Les signaux différentiels de 26 et 32
kDa, correspondants aux bandes de poids moléculaires observés sur les gels a une dimension ont
été retrouvés. Le signal identifié a 26 kDa correspondrait au(x) spot(s) 2 et/ou 3. En comparant la
zone correspondant a 32 kDa sur les gels repris dans les figures 12 et 13, le signal identifié s’est
avéré non spécifique (Figure 12 et 13). Des signaux supplémentaires ont été identifiés et leur

spécificité a été confirmée par leur absence sur le gel correspondant aux extraits mis en présence
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Figure 12. Analyse du pulldown des protéines lysées par gel-dégel par la protéine de
fusion GST-CCR5 C-ter (2"*** phase de séparation du gel d’acrylamide bidimensionnel).
La lere dimension de la séparation s’effectue dans une gamme de pH situés entre 3 et 10. La
seconde phase de séparation des échantillons est effectuée sur un gel d’acrylamide 12%,
coloré au bleu de Coomassie colloidal. Afin de pouvoir visualiser clairement les signaux,
I’équivalent de 2 expériences de pulldown ont été déposées sur gel. Les spots découpés pour
I’analyse en spectrométrie de masse ont été entourés en rouge et désignés par spots 1, 2, 3, et
4. L’aire du gel délimitée par le rectangle gris désigne le profil de bandes correspondant aux
formes progressivement dégradées de la protéine de fusion. Les standards de poids
moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.
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Figure 13. Analyse du pulldown des protéines lysées par gel-dégel par la protéine GST
non fusionnée (2"**® phase de séparation du gel d’acrylamide bidimensionnel). L’absence
du spot 1 de 80 kDa spécifique de I’interaction avec CCR5 est indiqué par un rectangle noir.
L’aire du gel délimitée par le rectangle gris désigne la protéines GST. Les standards de poids
moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.
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Figure 14. Analyse de la protéine de fusion GST-CCR5 C-ter (2**® phase de séparation
du gel d’acrylamide bidimensionnel). La protéine de fusion GST-CCR5 C-terminal a été
incubée en présence du tampon de lyse dépourvus d’extraits protéiques, a suivi le méme
protocole d’analyse que les autres échantillons.. L’aire du gel délimitée par le rectangle gris
désigne le profil de bandes correspondant aux formes progressivement dégradées de la
protéine de fusion. Les standards de poids moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.
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Figure 15. Analyse du pulldown des protéines lysées en présence de CHAPS par la
protéine de fusion GST-CCR5 C-ter (2"“® phase de séparation du gel d’acrylamide
bidimensionnel). La lére dimension de la séparation s’effectue dans une gamme de pH situés
entre 3 et 10. La seconde phase de séparation des échantillons est effectuée sur un gel
d’acrylamide 12%, coloré au bleu de Coomassie colloidal. Afin de pouvoir visualiser clairement
les signaux, I’équivalent de 4 expériences de pulldown ont été déposées sur gel. Les spots
découpés pour l'analyse en spectrométrie de masse ont été entourés en rouge et désignés par
spots 1, 2, et 3. L’aire du gel délimitée par le rectangle gris désigne le profil de bandes
correspondant aux formes progressivement dégradées de la protéine de fusion. Les standards de
poids moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.
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Figure 16. Analyse du pulldown des protéines lysées en présence de CHAPS par la
protéine GST non fusionnée (2™® phase de séparation du gel d’acrylamide
bidimensionnel). L’aire du gel délimitée par le rectangle gris désigne le profil de bandes
correspondant aux formes progressivement dégradées de la protéine de fiision. Les standards de
poids moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.



de la GST seule (Figure 13). Ces quatre protéines ont été extraites du gel et analysées par

spectrométrie de masse aprés digestion a la trypsine. Les caractéristiques en sont données ci-

apres :
Spot 1 : Cette protéine, caractérisée par un poids moléculaire apparent de 80 kDa et un
point isoélectrique de 4.5, a été identifié¢e comme étant la DnaK, une protéine chaperonne
a'E. Coli, équivalente a I'HspTO eucaryote. Le peptide tryptigue obtenu correspond
seulement a la séquence procaryotique, et proviendrait donc des bactéries BL21 au sein
desquelles la protéine de fusion GST-CCR5 C-ter a été synthétisée. Il est probable que la
DnaK se lie a la protéine de fusion au niveau de segments hydrophobes exposés. Nous ne
pouvons expliquer pourquoi ce signal n’est pas observé lorsque la protéine GST-CCR5 C-
ter a été incubée uniquement en présence du tampon de lyse (Figure 14). Ceci pourrait étre
dd a l'absence d'une compétition pour l'interaction avec I'extrémité C-ter de ces récepteurs,
compétition intervenant lorsque les protéines de fusion sont incubées en présence des
extraits de PBMC. La DnaK se détacherait alors de la protéine de fusion, et serait éliminée
au cours des lavages ultérieurs.
Spots 2 et 3 : Ces signaux correspondant a des protéines de 27 kDa et de point isoélectrique
de 6.8 et 7.2 ont été identifiés comme correspondant a la GST. La séquence des peptides
tryptiques identifiés ne nous a pas permis de caractériser la différence structurale entre ces
deux signaux, ni s’il restait ou non un fragment de I’extrémité C-terminale du récepteur en
aval de la GST. Ces spots font partie d’'un ensemble de signaux (délimité par un rectangle
gris) correspondant probablement aux formes progressivement dégradées de la protéine de
fusion GST-CCR5 C-ter. Les fragments pourraient étre générés par I’action de protéases
présentes dans les extraits cellulaires.
Spot 4 : Cette protéine de 23 kDa et d’un point isoélectrique de 6 correspond également a la
GST. Comme Ila taille attendue de la GST est de 27 kDa, cette protéine est
vfraisemblablement aussi le résultat d’une dégradation par des protéases extraites des

PBMCs.

Criblage des PBMC lysés en présence de CHAPS
Trois signaux (désignés par spots 1, 2, et 3) ont été extraits a partir des gels d’analyse
correspendant aux GST-pulldown par la protéine de fusion GST-CCR5 C-ter (Figure 15). La
comparaison avec le gel correspondant au contrble GST + PBMC montre que ces signaux sont
spécifiques de I’interaction avec CCR5 (Figure 16).
Spot 1 : Cette protéine est caractérisée par un poids moléculaire de 60 kDa et un point
isoélectrique de 8.2, et correspondrait au signal de méme poids moléculaire observé lors de

I’analyse en gel de polyacrylamide monodimensionnel. Un peptide tryptique correspond a
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une séquence de la GST. Comme le poids moléculaire de ce signal est supérieur a la masse
attendue pour la protéine de fusion, il est probable gu’il soit le résultat d’une liaison
covalente entre la GST et une autre protéine, sans que la nature exacte de cette protéine
puisse étre déterminée.

Spot 2 : Cette protéine est caractérisée par un poids moléculaire de 40 kDa et un point
isoélectrique de 8.2, correspond au précurseur de I'a-caséine Sl, protéine secrétée par les
glandes mammaires ayant un rdle important dans le transport du phosphate de calcium dans
le lait. La a-caséine Sl est décrite comme possédant un pouvoir chimioattractant (Siddiqui
et al.,, 1999). L’expression en dehors de la glande mammaire n’est pas décrite, et nous
n’expliquons dés lors pas sa présence dans nos extraits. Nous ne l'avons pas considérée
comme un partenaire intéressant dans le cadre de notre recherche de partenaires
intracellulaires de CCR5.

Spot 3 : Cette protéine, caractérisée par un poids moléculaire apparent de 32 kDa et un
point isoélectrique de 5.2, correspond au précurseur de la P-caséine. Cette protéine est
également rapportée pour étre exprimée exclusivement dans la glande mammaire, et pour
les raisons mentionnées ci-dessus, nous ne l'avons pas considérée comme un partenaire

intéressant.

3. Discussion

Les expériences de double-hybride et de GST-pulldown ne nous ont donc pas permis d’isoler
des partenaires de I’extrémité C-terminale du récepteur CCR5. Les explications possibles de cet
échec sont multiples. L’utilisation des techniques de double-hybride et de « GST-pulldown » font
I’hypothése que le domaine C-terminal du récepteur exprimé en fusion avec le domaine de liaison
a I’ADN de GAL4 ou avec la protéine GST, adopte ime conformation similaire a celle rencontrée
dans I’environnement naturel du récepteur. D’autre part, il faut aussi que I’interaction avec les
partenaires éventuels ne nécessite pas de modifications post-traductionnelles, soit de I’extrémité
C-terminale, soit du partenaire lui-méme. De plus, cette interaction doit étre suffisamment stable
pour permettre une activation significative des génes rapporteurs, dans le cadre de la méthode du
double-hybride, ou pour résister aux étapes de lavages multiples, dans le cadre des expériences de
« GST-pulldown ». Or s’il est considéré généralement que I’'extrémité C-terminale des récepteurs
couplés aux protéines G constituent un domaine peu structuré, la démonstration formelle n’en a
pas été faite. 1l est par ailleurs connu que les cystéines palmitoylées du domaine C-terminal de
CCR5 ancrent ce domaine dans le feuillet interne de la membrane plasmique, et cette interaction

est eormue pour de nhombreux récepteurs pour étre responsable de la formation d’une quatrieme
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boucle intracellulaire nécessaire & I’interaction efficace avec certaines protéines, comme les
protéines G (Gosling et al., 1997). Cette stmcturation du domaine C-terminal n’était bien sdr pas
présente dans les protéines de fusion. D’autre part, il est par exemple connu que la
phosphorylation de I’extrémité C-terminale des RCPGs augmente I’affinité de I’arrestine pour le
récepteur (Lefkowitz, 1998). Cette phosphorylation, ou d’autres modifications post-
traductionnelles inconnues actuellement, pourraient étre nécessaires aux interactions. De la méme
facon, de nombreuses protéines de signalisation sont également régulées par des modifications
post-traductionnelles, particulierement la phosphorylation, et ces modifications pourraient
affecter I’efficacité d’interactions avec CCR5. D’autres protéines, comme les GRKSs, sont aussi
dépendantes pour leur recrutement vers le récepteur d’interactions autres, telles que la liaison aux
dimeres Py ou I’ancrage membranaire par acylation.

Enfin, des problemes plus techniques pourraient également expliquer notre échec. Des
interactions intermoléculaires au sein des protéines de fusion pourraient empécher I’établissement
de contacts intermoléculaires efficaces. Dans le cas de la technique du double-hybride, il est
également possible que la librairie que nous avons utilisée ne contienne pas les clones d’intérét.
Des éléments suggérant une contamination significative par des clones d’origine génomique, et
des biais d’amplification ont été observés, avec comme conséquence que la complexité réelle de
la librairie pourrait étre inférieure a la complexité déclarée. Dans le cas des expériences de
« GST-pulldown », la présence de protéines en quantités trop faibles dans les extraits a pu
empécher leur détection par les techniques utilisées. La présence de la protéine bactérienne DnaK
dans des expériences de « GST-pulldown » n’est pas rare et est une conséquence immédiate du
systeme employé pour synthétiser les protéines de fusion. Cette liaison suggére un probléme
conformationnel au niveau de la protéine de fusion, qui exposerait des motifs hydrophobes. Cette
reconnaissance par les chaperonnes pourrait s’accompagner d’une dégradation de la protéine, et
expliguer en partie les produits de dégradation purifiés et retrouvés sur nos gels. La présence
systématique de la DnaK pourrait aussi contribuer a inhiber la liaison entre le domaine C-
terminal et d’éventuels partenaires, rendant notre appéat peu efficace. Un phénomene similaire a
été observé dans le cadre de recherches concernant le domaine minimum de liaison de petites

protéines G activées (Herrmann et al., 1996).

Différents groupes utiltsant les mémes approches ont mis en- évtdenee des interactions
directes des RCPGs avec des partenaires intracellulaires différents des protéines G. Par exemple,
I’extrémité C-terminale du récepteur |32-adrénergique (80 aa) a été utilisée pour isoler NHERF
(Na"M/H'~ -exchanger regulatory factor) ou EBP50 (ERM-binding protein 50) dans des expériences
d’«overlays» (Hall et al., 1998b). La spécificité de cette interaction a été confirmée par
Timmunodétection par des anticorps anti-NHERF de la protéine purifiée via la chromatographie
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Heptaheical receptor
Angiotensin ATia

Pi-adreneigic
~z-adrenergic

fliA-. «’b-) and Ni-adrenetgic

Bradykinin

Dopamine Dj
Dopamine Di
Dc”tamine D? and D+
Endothélia 1 receptor
mGliiRt and mGIuRs
MGIuRj

mMGIuR7

Muscarinic mj
Mnscarinic nu
Opioid receptor
Purincrgic P2Y],
Purinergic P2Y?2
Rhodopsin

5-HTK
5-HTa
Somatostatin sst2

Intenctdg inotedi”
* AIRAP (A'J\-bmding-proljcin)
4:Calmodulin
*cNOS
JAK2, possibly via SEE* adapter protein
PLCylI (contains SH2 domain)

Endophilins (SH3p4/p8/pl3)
GRB2
SRC/ "-Arrea;in
SHC
GRK
exchange factor (NHERF)
*eiF2B«

PLCqgl (contains SIC domain)
*eNOS
GABAa receptor
Spinophilin
SH3 binding-proteins (GRB2, NCK)
*elSIOS
*Homer
*Calmodulin
:f;Calmodulin
Small G-protcina, ARF and RhoA
SH3 binding-proteins (GRB2, NCK)
Calmoditin
itiNa*/H"" exchange factor
*eNOS
InaD
('Tetex-l/dyncin
*MUPPI
INOS
*Cortactin-binding-protein
4 Somatostatin receptor interacting-protem

Regioa ofinvolved reo”tor
C-terminus

C-terminus

C-terminus

YIPP motif

YIPP motif

NpXXY ffiotu la carboixyl*lcfminnu
Thiid intracellular loop

Third intracellular loop

Third intracellular loop
PDZ motifat carboxyl-terininus
C-terminus

YIPP motif
C-terminus

Third intracellular loop
Thitd intracellular loop
C-terminus

PPXXFR motif (Wasp)
C-terminus

C-terminus

NPXXY motifin carboxyl-tcrminus
Third intracellular loop
Third intracellular loop
PDZ motif C-terminns
C-terminus

PDZ motif C-terminus
C-terminus

PDZ motif C-terminus
PDZ motif C-terminus
PDZ motif C-tcrmimis
PDZ motif C-termkms

Heuss et al. (TINS 2000)

Table 4. Les partenaires des 7TMRs. La majorité des protéines identifiées ces derniéres
années pour leur intercation avec les récepteurs a sept domaines transmembranaires sont reprises
dans ce tableau, a I’exclusion des protéines G, des GRKs et des arrestines. Les astérisques
désignent les interactions mises en évidence par différentes techniques (double-hybride, “GST-
pulldown”, “overlays”,...) utilisant I’extrémité C-terminale des récepteurs comme “appaf’.



d’affinité, et par des expériences de co-localisation. Des expériences de double-hybride utilisant
la séquence codant pour I’extrémité C-terminale de ATiaR (62 aa) ont également permis d’isoler
la protéine ATRAP (ATi receptor associated protein). Cette association a ensuite été confirmée
par chromatographie d’affinité, eo-immunoprécipitation, et par co-localisation in vivo en
microscopie a fluorescence (Daviet et al., 1999).

Depuis 1998, de tres nombreux exemples sont venus enrichir la liste de partenaires de
RCPGs. Soit par double-hybride, soit par des méthodes biochimiques dérivées de Ila
chromatographie d’affinité, des partenaires interagissants directement avec des protéines
recombinantes constituées de I’extrémité C-terminale de différents RCPGs, ont été identifiés
(Table 4). Ceci démontre I’efficacité de ces deux approches pour identifier des interactions
moléculaires et valide Il'utilisation d’un domaine C-terminal de taille modeste. Le fait de
n’utiliser que la partie C-terminale de CCR5 ne devait donc pas constituer un handicap dans nos
expériences.

De plus, il a notamment été montré que I’extrémité C-terminale de la rhodopsine interagit
avec un nouveau partenaire en double-hybride, la protéine Tctex-1, correspondant a I’'une des
trois chaines légéres de la dynéine. L’association Tctex-1- rhodopsine a été confirmée par
chromatographie d’affinité, co-sédimentation, et in vivo par immunomarguage en microscopie
électronique (Tai et al.,, 1999). L’absence de modifications post-traductionnelles lors de
I’expression de I'extrémité C-terminale de RCPGs dans des systemes hétérologues ne semble
donc pas empécher systématiquement la mise en évidence de partenaires non-apparentés aux

protéines G hétérotrimériques.

Malgré des efforts réalisés par de nombreux groupes, une seule interaction entre CCR5 et une
protéine intracellulaire a été démontrée. En effet, une interaction constitutive entre CCR5 et la
sous-unité C du protéasome 26S a été mise en évidence par les technigues de double-hybride en
levures et en cellules de mammiferes (Femandis et al., 2002). Le protéasome semble jouer un
r6le important dans I’'internalisation induite par MIP-1(3 et la protéine gpl20 de VIH-1. Il exerce
également un effet modulateur sur I’endocytose de CXCR4 lors de la stimulation du récepteur par
SDF-la et gpl20. Le protéasome 26 S est impliqué dans le turnover de nombreuses protéines
cellulaires, et joue un réle majeur dans I’endocytose d’une variété de récepteurs (Wojcik, 1999;
Yu and Malek, 2001). Il a été d’ailleurs récemment impliqué dans le tri endosomial et la

dégradation de CXCR4 (Marchese and Benovic, 2001).

Le domaine C-terminal de CCR5 arbore différents motifs qui constituent les cibles de
processus régulateurs divers (Figure 17). Quatre sérines C-terminales (Ser 336, Ser 337, Ser 342,

et Ser 349), sont impliquées dans la désensibilisation et constituent les sites de phosphorylation
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Kraft et al. (J. Biol. Chem 2001)

Figure 17. Repésentation schématique de I’hélice transmembranaire VIl avec I’extrémité
C-terminale. Les 4 sérines phosphorylées sont symbolisées sur un cercle a fond noir. Les 3
cystéines palmitoylées sont symbolisées par un carré noir. Les 2 leucines sont représentées sur
un fond gris. Le domaine basique est entouré d’un rectangle noir.

Position Consensus

[S/TIXd>* [D/FjXV™* XY[D/E]+
ciass | ciass !l ciass m ciass IV
pT " hydivphobic oi ytomalic hydrophobie orart'malic hydrophobie or aroniatic  négative or #
p-1 any fiip ct Asp) any Clip cr Asp) any aromatic
p-2 Sei oj Thi hydrophobie or aromatic negatrée any
p-3 any (Glu) any (Glu) Gly or Glu any

PDZ domain ligands can I>c distinguished on thc basis of aesidues at pt'sition P (classes I, H. I(1) w pceiUon
(ckss 1V), Residues in taaclcets aie the mosi abundant at tliat position,  hydrophobie; 'F: aioniatic: *: COOII-
temiinus; #: any lesidue different from Vaccaro P. et al.(FEBS Lett. 2002)

Table 5. Classification des domaines PDZ. Les domaines C-terminaux reconnus par les
différentes classes de domaines PDZ sont représentés. La nomenclature des résidus compris au
sein du motif de liaison est la suivante : le résidu C-terminal est dénommé PO et les résidus
précédents sont qualifiés de P-1, P-2, P-3, etc.



par les GRKs-2 et -3. Ce domaine, une fois phosphorylé, interagit avec les arrestines, provoquant
ainsi le découplage du récepteur vis-a-vis de la protéine G (Oppermann et al., 1999). Trois
cystéines palmitoylées (Cys 321, Cys 323, et Cys 324) assurent un ancrage de I’extrémité C-
terminale du récepteur a la membrane plasmique, créant ainsi une 4"® boucle intracellulaire
(Blanpain et al.,, 2001; Kraft et al., 2001). L’intégrité de ces cystéines semble nécessaire a la
désensibilisation et I’'internalisation du récepteur (Kraft et al., 2001). Elles jouent également un
réle important dans le trafic intracellulaire de CCRS5, et sont nécessaires au couplage du récepteur
a une partie de son répertoire de cascades de signalisation (Blanpain et al., 2001). Un domaine
basique (-KHIAKJRE-) a été décrit comme nécessaire, en coopération avec le motif de trois
cystéines palmitoylées, pour une expression optimale du récepteur a la membrane (Venkatesan et
al., 2001). Un motif dileucine (Leu 308 et Leu 309), constitue un site potentiel de liaison pour la
protéine exportatrice AP-2, contribuerait a I'intemalisation de CCR5 de maniére indépendante de
sa phosphorylation (Kraft et al.,, 2001). Les quatre derniers acides aminés (-SVGL) représentent
quant a eux un domaine potentiel d’interaction avec les protéines a domaine PDZ. En général, les
protéines a domaines PDZ semblent jouer un rbéle important dans I’organisation des complexes de
protéines impliquées dans diverses voies de signalisation cellulaire. De nombreuses protéines a
domaines PDZ jouent un réle important dans le transport, la localisation et I’assemblage de ces
complexes de signalisation supramoléculaire. Ces domaines reconnaissent de maniére spécifique
des motifs C-terminaux relativement courts (approximativement 5 aa) ainsi que des séquences
internes imitant structurellement une extrémité terminale (Harris and Lim, 2001). Le premier
motif d’interaction identifié liant les protéines PDZ était -S/TXV ou X représente n’importe quel
aa, mais de larges variations existent (Songyang et al., 1997). En effet, les domaines PDZ sont
actuellement divisés en 4 catégories sur base de leur motif de reconnaissance préférentiel ; les
domaines de classe | reconnaissent le motif S/T-X-O-COOH (ou O est un aa hydrophobe) ; la
classe Il reconnait le motif d>/4"-X-F-COOH (ou 'P est un aa aromatique) ; la classe Ill reconnait
le motif D/E-X-V-COOH ; et les domaines de classe fV reconnaissent le motif X-O-D/E-COOH

(Table 5). CCR5 posséde donc un domaine potentiel de type Il a son extrémité C-terminale.
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V. ETUDE DES PHENOMENES
D'OLIGOMERISATION DU
RECEPTEUR CCRS5



Receptor
Honiodimcrs
«a-AdiKiMargic
~2-Adrenergic

AXn

Bradykininin B2
sensing

CCR2

DI dopamine
D2 dopamine

D3 dopamine
Glutamate RI «

GnRH

Human choiionk
gonadotropin

H2 histamine
Immunoglobulin-Hepia

Luteinizing honnone

Muscaiink

Opioid

Platelel activating factoi
Thyrofixtpin

V2 Vasopressin

Technique

Radiation imctivation
Binding assays
Radiation inactivalioD
AiSfestcra Blot
Immunopiecipitation
BRET

Ciossiinldng studies

Gel extrusion chromaiogia-
phy

Qosslinking studks
Qosslinidng studies
Immunoprécipitation
Immunoprécipitation
CiossUnking studies
Radiaticm inactivation
ImmunopiiK”ipitation
Radiation inactivation
PbotoafRnity labeling
Qosslinlcing studies
Immunoprécipitation
hrmnmopiecipitation
Qystallography
Binding assays
Radiatimi inactivation
FRET
imnruncpn”ipitation

Immunoprécipitation
Inmiuncpiitipitation
Ligand blotting
RadiaticHi inactivation
Inrmuncpiecipitation
Binding assays

Radiaticm itmctivation
PhotoafBnity labeling
Vfestem blot analysis
Immuncpiecipitation
Binding assays
Radiaticm itmctivation
Hydiodynamk: analysis
Imnruntpiecipitation
PRET
liilununcpirxipitation
Radiaticm iiKictivation
Immunoprécipitation
BRBI'
Immunoprécipitation

Référencé

Venter et al., 1983

Limbird et al,, 1975; Limbiid & Lefkowite. 1976
Frayer & Venter. 1982

Hcberletal., 1996

Hebertct al., 1998

Angers et al., 2000

Paglin & Jamfeson, 1982: Rt~s. 1984; Carson et al.,
1987; RoiKleau et al,, 1990: Skeraens et al., 1991
Capponi & Catt. 1980; Guilkanette & Bschei. 1983;
Carson et al.. 1987

Abcklla et al., 1999

Bai et ai., 1998

Ward et al, 1998; Pace et al.. 1999
RcxlIriguez-ftade et al, 1999

Rodriguez-ftade et al. 1999

Giedal & Nielsen. 1987

Nget al,, 1994

Grecfal & Nielsen. 1987

Zawaiynski et al., 1998

Ngetal,, 1994

Nimchinskyet al., 1997

RobWnsefal.. 1999

Kunishima et al, 2000

Carnet al., 1982

Conn & Venter, 1985

Comeaet al., :IK)01

Indrapidraite et al., 1992

Fukushinia et al., 1997

Abe et al,, 1999

ViHai étal,, 1990

Salesse et al., 1991

Indrapicliate et al., 1992

Mattera et al., 1985; Galpe: et al,, 1987; Potter & Fenen-
dclU. 1989

Shirakawa & Tanaka, 1985

Avissar et al,, 1983

Wreggett & Wells. 1995

Zeng & Wess. 1999

Hazura et al., 1982

Ott et al., 1986

Simon et al.. 1986

Cvcjk; & Devi, 1997; Joidan & Devi, 1999
MeVey et al.. 2001

Ali et al,, 1994

Nielsen et al, 1984; Gennidketal., 1987
Ban et ai,, 1992; Grossman et al, 1995
Krcegeretal.. 2001

Zbu & 9fess. 1998

Rios C.D. (Pharmacol. Ther. 2001)

Table 6. Homodimeéres de RCPGs décrits dans la littérature.



Receptor

Heterodiniere
&2-Adreiieipc/ai*
adrencrgic
Cholescysfokinin-
Vasoaclive intestinal
peptide-sciotonin
(X2c-Aaenergic/M3
muscaiinic
M-6 Opioid

GABADbRI GABAbR2

M2-M3 muscaiink
k-5 Opioid
5HriB-5.HTID
SSTRI-SSTR5
statin

D2 dopamine SSTR5 so
matostafin

ATI AT-B2 bradykinin

Al adcnosineDI
dopamine
"2-Aaenergic-6 opioid
A-Adnener)”-K opioid

scwmto-

Technique

Binding studies
Binding studies
Binding studies
Binding studies
Binding studies
Immunc”iecijptation
nimunoprecipifation
Binding studies
Immung>i£ci|»tation
Immuncgiecijatation
phPRET

pbFRET

Qosslinking/Westem blot
Immunopieci|Htation

ImmunopBeci}Htation
Immunopcecipilation

Refecence

Mag” et al.. 1980
Fuxeetal., 1981
Rostene et al., 1983
Maggioet al., 1993

Rothman et al., 1986.1988,1989

Gomes et al,. 2000; Gcoige et al., 2000

Marshal et al., 1999; Jones et al.. 1998; Kaupmannet al..
1998;Whiteetal., 1998

Maggio et al., 1999

Joidan & Devi, 1999

Xie et ai., 1999

RocheviUeeial..2000b

Rocheville et al,, 2000a

Abdallaet al.,20(K)
Gines et al,, 2000

Jordan et al, 2001
Jordan et al,, 2tK)

Rios C.D. (Pharmacol. Ther. 2001)

Table 7. Hétérodimeéres de RCPGs décrits dans la littérature.



VI. ETUDE DES PHENOMENES D’OLIGOMERISATION
DU RECEPTEUR CCR5

1. Introduction

Ces derniéres années, les phénomenes de dimérisation ont été décrits pour de nombreux
récepteurs, et il est actuellement acquis que la plupart, si pas la totalité des RCPGs, est capable de
former des homodiméres (Table 6). Des phénoménes d’héterodimérisation ont également été
publiés pour un nombre croissant de récepteurs (Table 7). Dans certaines situations, la
dimérisation a été démontrée comme étant essentielle pour I’'acheminement du récepteur a la
membrane plasmique ainsi que pour la réponse fonctionnelle (Kaupmann et al., 1998; White et
al., 1998). Pour d’autres récepteurs, il a été montré que I’hétérodimére génére un site de liaison
présentant une pharmacologie différente, en comparaison du récepteur sous forme monomérique,
ou homodimérique (Jordan and Devi, 1999). Cependant, dans la plupart des cas, la signification
exacte du processus d’hétérodimérisation observé dans des conditions d’expression hétérologue
N’a pas été établie, et les conséquences fonctionnelles de ce processus restent obscures.

Au moment de commencer ce travail, une étude avait mis en évidence Thomodimérisation
par co-immunoprécipitation de CCR5 et de CCR2b, ainsi que Thétérodimérisation de CCR5 et de
CCR2b. Concréetement, ces travaux montraient que des cellules co-exprimant CCR2b et CCR5
produisaient une réponse fonctionnelle maximale pour des concentration en chimiokines 10 a 100
fois inférieures aux concentrations nécessaires pour obtenir une réponse maximale lorsque les
cellules n’expriment qu’un seul récepteur. 1l a été suggéré que la formation d’hétérodiméres
augmenterait la sensibilité et I'efficacité de la réponse aux chimiokines (Mellado et al., 2001).
Ces travaux montraient également que la formation d’homo- et d’hétérodiméres nécessitait la
présence d’agonistes (Rodriguez-Frade et al., 1999b; Rodriguez-Frade et al., 1999a; Mellado et
al.,, 2001). D’autres études, auxquelles notre laboratoire a participé, montraient par contre que la
formation d’homodiméres de CCR5 ne semblait pas nécessiter de stimulation par les ligands
(Benkirane et al., 1997; Issaffas et al., 2002). Nous nous sommes donc proposé de continuer notre
étude débutée sur les phénoménes d’homodimérisation de CCR5 (Issafiras et al., 2002), et de
I’élargir aux processus d’hétérodimérisation avec le récepteur CCR2b ainsi qu’a
Thomodimérisation de CCR2b. Nous avons analysé par des méthodes complémentaires les
conséquences fonctionnelles du processus de dimérisation en terme de liaison des ligands,

stimulation des cascades intracellulaires, et internalisation.
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MW
(kDa)
220-
N CCR5 oligomériques
97 -
CCR5 dimériques
66 -
IgG HC
45 -
CCR5 monomériques
30

WT C5

215

Figure 18. Immunoprécipitation de CCR5 par I’anticorps 2D7. (a) Un lysat de cellules
CHO-KI exprimant CCR5 (clone C5, 70x10” cellules) a été immunoprécipité par | ’anticorps
2D7. Le précipité a été séparé sur gel de polyacrylamide et coloré a | 'argent. La forme
immature de 36 kDa, ainsi que la forme mature de 43 kDa sont désignées par les tétes de
fleches. Une autre forme immature de 40 kDa parfois décrite dans la littérature n’est pas
visible; (b) les cellules CHO-KI non transfectées (WT) ou exprimant CCR5 (C5) ont été
lysées (5 x 100 cellules par puits) et immunoprécipitées. Les réactions
d’immunoprécipitations ont été analysées sur gels d’acrylamide 12 %, transférées sur
membrane de nitrocellulose, immunodétectés par I’anticorps monoclonal MC-5 et révélés par
chémoluminescence afin de visualiser les formes de haut poids moléculaire de CCR5. On
observe les formes monomériques (43 kDa), dimériques (80 kDa) et oligomeriques (entre 150
et 200 kDa, désignées par les téte de fleches) du récepteur.

Les abréviations IgG HC et IgG LC désignent respectivement les chaines lourdes et légéres
de I'anticorps 2D7. Les standards de poids moléculaires sont désignés par I’abréviation MW.
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Figure 19. Caractérisation des clones CHO-KI co-exprimant CCR5 et CCR2b par FACS.
Les cellules CHO-KI exprimant de maniére stable le récepteur CCR5 (clone C5) ont été
transfectées par le récepteur CCR2b. Deux clones (clones C25-12 et C25-15) ont été
sélectionnés et les niveaux d’expression de CCR5 (a, b) et de CCR2b (c, d) évalués par FACS,
en utilisant les anticorps monoclonaux 2D7 (anti-CCR5) et N20 (anti-CCR2b) couplés a la
phycoérythrine (-PE). I7éxpres”K5n de CCR6 a la surface tlés cellules ésFh6mogefte pour les
différents clones testés (C5 + 2D7, C25-12 + 2D7, et C25-15 + 2D7) (a et b). L’expression de
CCR2b a la surface des cellules a été comparée avec un clone CHO-KI de référence exprimant
de maniére stable CCR2b (C2 + N20): (c) le clone C25-12 présente un niveau d’expression de
CCR2b légérement inférieur (C25-12 + N20) tandis que le clone C25-15 (d) montre un niveau
d’expression similaire (C25-15 + N20).
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Table 8. Tableau récapitulatif des valeurs de Les quatre lignées cellulaires sélectionnées
ont été comparées pour leurs propriétés de liaison des ligands iodés "“-M1P-1(3 et '""I-MCP-1.
Les clones C25-12 et C25-15 expriment les deux récepteurs, tandis que les clones C5 et C2
constituent les références exprimant respectivement CCR5 et CCR2b, de maniére exclusive. Les
clones C25-12 et C25-15 montrent une Iégére augmentation de | expression de CCR5 par rapport
a la lignée parentale C5. Le nombre de sites de liaison de MCP-1 est environ quatre fois supérieur
pour le clone C25-15 par rapport aux clones C25-12 ou C2.



2. Résultats

2.1. Immunoprécipitations

2.1.1. Immunoprécipitation des oligoméres de CCR5

Des lignées cellulaires CHO-KI exprimant de maniere stable CCR5 (C5) (Blanpain et al.,
1999a) ont été solubilisées (Mirzabekov et al., 1999) et immunoprécipitées a I’aide d’un anticorps
monoclonal, 2D7, dirigé contre la seconde boucle extracellulaire du récepteur, et dont la
particularité est de reconnaitre CCR5 dans sa conformation native. L.’anticorps monoclonal MC-5
a permis la visualisation du signal monomérique a 43 kDa (forme mature D-glycosylée), et a 36
kDa (forme immature) (Figure 18a), ainsi que des espéces de plus hauts poids moléculaires
(Figure 18b). Les signaux se situant entre 70-80 kDa, et 150-200 kDa pourraient correspondrent a
des diméres et des oligomeéres. Ces résultats montrent clairement que le récepteur CCR5 existe

sous forme mono- et oligomérique en I’absence de ligand.

2.1.2. Caractérisation des clones cellulaires

Dans le but de caractériser les phénoménes de dimérisation de CCR5 avec CCR2b, des
lignées cellulaires exprimant de maniere stable CCR5 et/ou CCR2b ont dans un premier temps
été isolées et caractérisées par cytométrie de flux (FACS) (Figure 19) et par des tests de
saturation utilisant les traceurs ""-MIP-Ip et MN-MCP-1 (Table 8). La lignée cellulaire parentale
C5 a été transfectée par le vecteur pEFIB3-CCR2b. Deux clones (C25-12 et C25-15) exprimant
les deux récepteurs de maniere stable ont été sélectionnés sur base des résultats de FACS et des
tests de liaison. L’analyse par FACS montre une expression similaire de CCR5 entre la lignée
parentale et les deux lignées co-exprimant CCR2b (Figure 19a et b), les deux clones sélectionnés
présentant un niveau d’expression qui ne semble pas avoir été perturbé par I'introduction de
CCR2b. Une lignée clonale isolée de maniere indépendante et exprimant CCR2b seul (clone C2)
a été utilisée comme contrdle de I’expression du récepteur (Figure 19c et d). Par comparaison, le
clone C25-12 semble avoir un niveau d’expression de CCR2b Iégérement inférieur (Figure 19c)
tandis que le clone 15 montre un niveau d’expression de CCR2b similaire au elone C2 (Figure
19d). Les tests de saturation ont permis d’estimer le nombre de sites spécifiques de liaison de
chimiokines MIP-ip et MCP-1 (Bmax) et confirment les résultats obtenus en FACS. Le niveau
d’expression du récepteur CCR5 est similaire pour le clone parental C5 et pour les clones dérivés
C25-12 et C25-15, avec une légere au augmentation du nombre de sites de liaison de MIP-1|3

chez les lignées co-exprimant les deux récepteurs. L’expression de CCR2b a été déterminée de
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Figure 20. Co-immunoprécipitation de CCR5 et CCR2b. Les cellules CHO-KI non-
transfectées (WT), ou exprimant CCR5 (C5) , CCR2b (C2) ou les deux récepteurs a la fois
(clone C25-12) ont été lysées (2x10" cellules par puit), et le lysat immunoprécipité par les
anticorps anti-CCR5 (2D7) ou anti-CCR2b (Doc-2). Les réactions d’immunoprécipitations
ont été séparées sur gels de polyacrylamides monodimensionnels (10 %), transférés sur
membranes de nitrocellulose, et détectées par les anticorps anti-CCR5 (MC-5) ou anti-CCR2b
(SC-20). (a) Immunoprécipitation par Doc-2 et immunodétection par MC5. Les bandes
correspondant au monomeére de CCR5 (43 kDa) et aux formes dimériques (entre 80 et 90
kDa) ont été indiquées, (b) Immunoprécipitation par Doc-2 et immunodetection par SC-20.
Les tétes de fleches blanches indiquent la position des différentes formes glycosylées de
CCR2b (38, 40 et 43 kDa), tandis que les tétes de fleches noires indiquent les formes
dimériques (90 et 100 kDa). (c) Immunodétection de CCR5 (MC5) dans les lysats bruts des
mémes populations cellulaires (3 x 10" cellules par puits). Les tétes de fleches indiquent le
position des formes monomériques, dimériques et oligomériques. Les bandes correspondant a
la chaine lourde de FlgG sont indiquées par IgG HC. Les standards de poids moléculaires
sont désignés par I’abréviation MW.



maniére similaire et confirme la tendance de C25-12 a exprimer moins de CCR2b que C2 et C25-
15. De plus, ce clone C25-12 exprimerait approximativement cing fois plus de récepteur CCR5
que de CCR2b, tandis que le C25-15 montre un nombre de sites spécifiques de liaison identique
pour MIP-ip et MCP-1. Les Ko estimés de CCR5 et CCR2b pour leur ligand respectif en test de
liaison sont consistant avec des valeurs décrites précédemment (Table 8). Des tests réguliers ont
confirmé que I'expression des récepteurs était stable au cours du temps, au sein des quatre lignées

cellulaires caractérisées.

2.1.3. Co-Immunoprécipitation des dimeéres

Nous avons donc montré I'immunoprécipitation des oligomeres de CCR5 par I’anticorps
monoclonal 2D7 en absence de stimulation, démontrant ainsi I’existence de ces complexes de
hauts poids moléculaires sans modification de I’état d’activation du récepteur. Dans le but de
tester I’existence d’hétéro-oligoméres CCR5/CCR2b et également d’homo-oligomeres de
CCR2b, des expériences similaires ont été réalisées. Deux anticorps monoclonaux murins Doc-2
et Doc-3, spécifiquement dirigés contre les boucles extracellulaires de CCR2b (Springael et al.,
2004) ont permis I'immunoprécipitation des différentes formes glycosylées du monomeére a 38,
40 et 43 kDa (Figure 20b) (Michael et al., 1997a), et également des formes dimériques a
approximativement 90 et 100 kDa. Ces mémes réactions immunodétectées par un anti-CCR5 ont
mis en évidence trois bandes immunoréactives (Figure 20a), incluant la forme monomérique de
CCR5 (43 kDa), ainsi que deux formes dimériques de CCR5/CCCR2b (entre 80 et 90 kDa)
présentant probablement des degrés de glycosylation différents du récepteur CCR2b. Des
résultats similaires ont été obtenus avec Doc-3, le second anticorps monoclonal utilisé pour les
immunoprécipitations (résultats non-montrés). De plus, la co-immunoprécipitation de CCR5 a
également été observée lorsque I’anticorps monoclonal Doc-2 est ajouté avant la lyse des cellules
(non-montré), démontrant Tassociation des récepteurs a la membrane. L’analyse du lysat
cellulaire brut pour CCR5 démontre une intensité similaire du signal pour les 3 lignées cellulaires
exprimant CCR5 (Figure 20c). Nous pouvons donc conclure a I’existence d’hétérodimeres
CCR5/CCR2b ainsi que d’homodiméres CCR2b préexistant au sein des cellules, en I’absence

d’une quelconque stimulation.

2.1.4. BRET

Nous avons voulu confirmer ces interactions par une nouvelle méthode d’analyse basée sur le
transfert d’énergie entre une protéine fusionnée a la luciférase (Rluc), le donneur, et une protéine

fusionnée a la EYFP (enhanced yellow fluorescent protein, dérivés de la GFP), I’acceptem
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Figure 21. Représentation schématique de I’étude des interactions entre RCPGs par
BRET. Le BRET (bioluminescence résonance energy transfer) est un phénoméne qui se
retrouve de maniére naturelle dans de nombreux animaux marins tel que le corail Renilla
reniformis et la méduse Aequoria Victoria. Chez R. reniformis, la luminescence résultant de la
dégradation catalytique de coelentérazine par la luciférase (“uc) est transférée a la green
fluorescent protein (GFP), qui émet a son tour la fluorescence a une longueur d’onde
caractéristique suite a la dimérisation des deux protéines. La dépendance stricte de la proximité
moléculaire entre les donneurs et les accepteurs pour le transfert d’énergie en fait un systeme de
choix pour I’étude des interactions protéine-protéine in vivo. En I’absence de dimérisation,
I’addition de coelentérazine H induit un signal de bioluminescence caractérisé par un pic
d’émission a 470 nm propre aux propriétés spectrales de /?luc. Si la dimérisation a lieu, le
transfert d’énergie entre /?luc et la GFP abouti a I’apparition d’un signal fluorescent
supplémentaire caractérisé par un pic d’émission a 530 nm propre au variant de GFP utilisé
(dans ce cas-ci, c’est la YFP)
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Figure 22. Représentation schématique d’une expérience de BRET. Des cellules HEK293T sont
dans un premier temps transfectées par une quantité constante de vecteur CCR5-hRIluc et une
quantité croissante de CCRS-EYFP (a). 24 h apres la transfections, les cellules sont détachées,
comptées et réparties dans des plaques de 96 puits (b). Aprés 48 heures, chacune de ces conditions
de transfection est analysée afin de déterminer la quantité totale de CCRS-EYFP et de CCRS-hRIluc
exprimés au sein des cellules et de mesurer le transfert d'énergie entre CCRS-hRlucet CCRS-EYFP

(c, d, e).
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CCR5-h/iluc CCR5-YEFP EYFP hRluc  EYFP/ EYFPs10-590 R1uc440-500 BRET ratio BRET net

(ng) (ng) (RLU) (RLU) hRhic  (RLU) (RLU)

400 - 5690 1194263 0.005 297477 208242 0.700 0.000
400 400 19723 2203267 0.009 520055 368832 0.709 0.009
400 800 37358 1518123 0.025 321897 236788 0.736 0.036
400 1600 178055 25287778 0.070 530967 400992 0.755 0.055
400 3200 232397 1492910 0.156 272270 226290 0.831 0.131
400 6400 406410 14002232 0.290 312155 266120 0.853 0.153
400 12800 362165 623183 0.581 109230 95520 0.875 0.175
- 800 207400 8850 n.d. ad. ad. ad. n.d.

Table 9. Exemple de traitement des résultats d *une expérience de BRET. Les cellules HEK-
293T sont co-transfectées avec une quantité constante de plasmide codant pour CCR5-h/?luc et des
gquantités variables de plasmide codant pour CCR5-EYFP. La quantité totale de EYFP et hRluc est
mesurée 48 h apres la transfection, et est exprimée en RLU (Relative Luminescence Units).

B 5 min.
O 10 min.
0 15 min.

Total CCR5-EYFP/Total CCR5-Rluc

Figure 23. Homodimérisation constitutive de CCRS5, Les cellules HEK-293T transfectées par
une quantité constante de CCR5-h7?luc et par une quantité croissante de CCR5-EYFP, sont
incubées en présence de coelentérazine. Cette compilation montre la bonne reproductibilité de
la méthode et permet de déterminer les parametres BRET*qO.IS et BRETM" 0.23.



(Figure 21). Pour que ce transfert d’énergie ait bien lieu, les spectres d’émission du donneur et
d’excitation de I’accepteur doivent se chevaucher et les deux dipbles doivent se trouver a

proximité immédiate I’'un de I’autre (distance comprise entre 25 a 100 A) (Xu et al., 1999).

2.1.5. CCR5 homodimérise en I’absence de ligands

Nous avons donc construit des récepteurs CCR5 fusionnés a la hiflLuc (humanized Renilla
luciferase) et a la EYFP, et testé le transfert d’énergie entre ces deux protéines. Afin de faciliter la
compréhension des expériences qui vont suivre, nous décrirons une premiére fois de maniéere
détaillée, en utilisant CCR5 comme exemple, les différentes étapes nécessaires a la mesure du
transfert d’énergie entre deux récepteurs.

Des cellules HEK-293T sont dans un premier temps transfectées par une quantité constante
de vecteur CCR5-hi?luc et une quantité croissante de CCR5-EYFP (Table 9 ; Figure 22 A)).
Apres 48 heures, chacune de ces conditions de transfection est analysée afin de déterminer la
quantité totale de CCR5-EYFP et de CCR5-h/?luc exprimés au sein des cellules et de mesurer le
transfert d’énergie entre CCRb5-hilluc et CCR5-EYFP. Concrétement, la mesure de la quantité
totale de CCR5-EYFP est effectuée sur une fraction des cellules a I’aide d’un fluorimétre (Figure
22 C). L’intégration du spectre de fluorescence reflete la quantité réelle de protéine CCR5-EYFP
exprimée au sein des cellules. La figure 22 C montre en effet clairement que cette mesure
augmente progressivement avec la quantité de plasmide CCR5-EYFP engagé dans les
transfections (Table 9). Une diminution de la fluorescence est cependant observée lorsque les
cellules sont transfectées avec des quantités d’ADN élevée. La mesure de la quantité totale de
CCR5-h/iluc est ensuite analysée sur cette méme population de cellules en mesurant la
luminescence émise par les cellules suite a I’addition de coelanterazine h (Figure 22 D).
L’intégration du spectre de luminescence montre que cette valeur varie néanmoins selon les
conditions de transfection malgré que la quantité de plasmide CCR5- h/iluc engagé est constante
(Table 9). On remarque également que cette luminescence augmente rapidement apres I’addition
de coelanterazine h pour atteindre un maximum de luminescence aux environs de 5-10 min. suivi
d’une décroissance progressive probablement due a une désensibilisation de I’enzyme. Cette
mesure nous permet donc de connaitre la fenétre de temps pendant laquelle I’émission de

stable au cours de I’expérience, “es deux mesures, ‘EYFP ™ h/?luc, sont
effectuées systématiquement pour chacune de nos expériences.

La mesure du transfert d’énergie entre CCR5-h/?luc et CCR5-EYFP s’effectue sur une autre
fraction des cellules (Figure 22 E). Dans ce cas précis, I’addition de coelantérazine h induit une
excitation de la luciférase qui peut transférer une partie de son énergie d’excitation a la protéine

EYFP. 1l est généralement admis que ce transfert d’énergie ne peut se faire que si le donneur
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d’énergie, la luciférase (h”~luc) et I’accepteur d’énergie (EYFP) sont distants d’environ 25-100 A.
Par définition, le transfert d’énergie ou « BRET ratio » est définis comme le rapport de I’énergie
émise par la EYFP en fonction de I’énergie produite par la luciférase h/?luc (BRET ratio =
Emission [510nm-590nm] / Emission [440nm-500nm] (Figure 22 E, Table 9). La mesure du ratio
BRET est effectuée a différents temps aprés addition de coelantérazine h. Comme la protéine
CCR5- h/?luc seule peut de maniére naturelle émettre une certaine quantité d’énergie entre 510
nm et 590 nm (Figure 22 E), nous utiliserons dans la suite du travail la notion de « BRET net »
qui correspond donc au «ratio BRET »mesuré pour les différentes conditions de transfection

moins le « ratio BRET » des cellules n’exprimant que la CCR5-h/?luc seule.

Soit: BRET net — (E510-590 ! E440-500 )- (E510-590 / E440-500 Yriuc

Dans la suite de ce travail, le transfert d’énergie se référera donc au BRET net. La maniére
graphique classique pour représenter ce type d’expérience est de montrer I’évolution du BRET
net en fonction du rapport EYFP/h/?luc mesuré. Le choix d’utiliser en abscisse le rapport des
valeurs mesurées plutdt que la quantité d’ADN utilisée pour la transfection est due a la variation
de I’efficacité de transfection d’une expérience a I’autre. On comprend donc aisément que si I’on
transfecté des cellules avec la méme quantité d’ADN dans deux expériences différentes, on
n’obtiendra pas la méme quantité de protéines exprimées au sein des cellules. Les mesures de la
quantité de CCR5-h/iluc et de CCR5-EYFP que nous effectuons pour chacune de nos expériences
nous permet donc de mesurer I’évolution du transfert d’énergie en fonction de la quantité réelle
de protéines h/?luc et EYFP.

L’analyse des données montre un transfert d’énergie uniguement lorsque CCR5-EYFP est co-
exprimé avec CCR5- h/?luc (Table 9). Ce transfert d’énergie augmente progressivement avec la
quantité de CCR5-EYFP présent au sein des cellules et atteint une valeur plateau représentant la
guantité maximale d’énergie transférée aux protéines CCR5-EYFP pour une certaine quantité de
CCRs-hfiluc. La valeur du BRETmax serait donc le reflet de la quantité relative maximale de
récepteurs participant au transfert d’énergie. La valeur du BRET50 c.-a-d. la quantité de protéines
(JCK5-LVFP qu’it faut pour avoir Ta moitié de ce transfert maximal serait dés Tors le reflet dé
I’affinité du récepteur CCR5-EYFP pour le récepteur CCR5- hi?luc.

Nos premiéres expériences montrent qu’il existerait bien un transfert d’énergie, et une
interaction entre CCR5-h/?luc et CCR5-EYFP en absence de stimuli. Cette expérience a été

répétée minimum 4 fois et I’ensemble des résultats est représenté a la figure 23. Cette

34



a RANTES

BRETmax 0.140 +0.020
BRETS50 0.123 +0.062

CCRS5-EYFP total/CCR5-h/?luc total

MIP-Ip

BRETmax 0.189 +0.021
BRET50 0.180 +0.056

CCRS5-EYFP total /CCR5-h/?luc total

Figure 24. CCR5 homodimérise en I’absence de stimulation par les chimiokines. Les cellules
HEK-293T transfectées par une quantité constante de CCR5-hi?luc et par une quantité croissante
de CCR5-EYFP, sont incubées en présence de coelentérazine. Le transfert d’énergie entre les
deux partenaires est mesuré lorsque les cellules sont stimulées par RANTES (a) ou MIP-ip (b).
Les données représentées regroupent les résultats de minimum 4 manipulations (n > 4)
indépendantes. Les valeurs de BRET5) (Kp) et de BRETM" (Bmax)» ainsi que I’erreur standard
sur ces valeurs sont également présentées.
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Figure 25. MC-1 induit une augmentation du signal BRET. L’anticorps MC-1 est ajouté
juste avant la eoelentérazine sur les eellules HEK-293T exprimant CCR5-h/iluc et CCR5-
EYFP. Le signal BRET a été mesuré toutes les 5 minutes pendant 20 minutes (n > 4). Le signal
BRET obtenu pour les eellules non-stimulées (NS) est également représenté (ligne continue
épaisse, carrés noirs) et n’évolue pas en fonction du temps.

BRET"ax BRETS50
NS & 0,228 0,152
NS 10 0,229 0,142
NS 15 0,223 0,121
NS 20' 0,225 0,131
MC-1 5 0,206 0,027
MC-1 10' 0,226 0,027
MC-1 15 0,244 0,028
MC-1 20 0,260 0,028

Table 10. Valeurs des BRETA"x  des BRETj" pour les homodimeéres de CCRS5. Les valeurs
des réponses BRET ont été déterminées par régression non linéaire via le programme Graphpad

Pmm, via I’équation Y-BRET ,MX'M®@®MT50 "N données reprises dans ce tableau sont
représentatives d’au moins quatre expériences indépendantes



Figure 26. MC-1 sous sa forme bivalente induit une augmentation du signal BRET. Les
cellules HEK-293T exprimant CCR5-hi?luc et CCR5-EYFP ont été incubées avec la
coelentérazine, et les signaux de luminescence et de fluorescence ont été quantifiés avant et
apres I’addition des anticorps monoclonaux utilisés. Les données représentées correspondent a
la variation du signal BRET comparé a la ligne de base (correspondant a I’addition du tampon
PBS seul) aprés 10 minutes d’incubation avec les anticorps. Seul la forme bivalente de MC-1
induit une augmentation du signal BRET. Les deux formes monovalentes (MC-1 ScFv et MC-
| F(ab)) sont par contre sans effet.



compilation montre la bonne reproductibilité de la méthode et permet de déterminer les

parameétres BRET500.15 et BRETmax 0.23.

2.1.6. Effets des ligands de CCRS5 sur la dimérisation du récepteur

La stimulation des cellules par RANTES (Figure 24a) et MIP-ip (Figure 24b) n’augmente
pas le signal BRET obtenu, en comparaison du signal observé pour les eellules non-stimulées
(Figure 23). En effet, les BRET50 calculés sont comparables ; 0.15 + 0.04 lorsque les cellules ne
sont pas stimulées et respectivement 0.12 + 0.06 et 0.18 + 0.06 lorsque les cellules sont stimulées
par RANTES et MIP-ip. Ces résultats démontrent donc que CCR5 forme bien des homodiméres
de maniere eonstitutive au sein des cellules HEK-293T, et que I’état d’activation du récepteur ne

semble pas modifier I’intensité du profil du signal BRET obtenu.

2.1.7, Effetde MC-1 sur la dimérisation du récepteur

L’addition de I’anticorps monoclonal MC-1, dirigé contre la seconde bouele extracellulaire de
CCRS5, induit une augmentation significative du transfert d’énergie (Figure 25). Cet effet, suite a
I’ajout de cet antieorps, la valeur du BRET50 diminue d’un facteur 5 (BRETs0 d’une valeur égale
a 0.03). Ce résultat indique qu’il faut donc moins de récepteur CCR5-EYFP pour accepter
I’énergie émise par le récepteur CCR5-h/?luc. Ce résultat est en accord avec ce que nous avions
montré précédemment (Issalras et al, 2002; Blanpain et al., 2002). Comme les isoformes
monovalentes de cet anticorps (ScFv-MC-1, fragment correspondant & une seule chaine de MC-1
et MC-1 F(ab)) n’induisent pas d’augmentation du transfert d’énergie (Figure 26), il a été proposé
I’hypothése que MC-1 était capable de recmter de nouveaux récepteurs aptes a participer au
transfert d’énergie. Etant donné que MC-1 ne pénétre pas dans les cellules, ce résultat a comme
conséquence de prouver qu’une portion significative du transfert d’énergie que nous observons
est due a des interactions de récepteurs en surface.

Nous avons observé une augmentation progressive du signal en fonction du temps, sans que
celui-ci ne se stabilise, méme apres 30 minutes de stimulation par I’anticorps (Figure 25, table
10). Cet effet progressif pourrait étre di au rapprochement de diméres ou d’oligomeéres

supplémentaires, recrutés par I’effet de pontage de MC-1.

2.1.8. CCR2b homodimérise en I’absence de ligands

Le récepteur CCR2b partage 75 % d’identité avec CCR5 (Samson et al., 1996a; Samson et

al.,, 1996c¢). Méme si la pharmacologie des deux récepteurs differe, CCR2b reste néanmoins le
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Non stimulé

BRETmax 0.112+0.016
BRETs0 0.183 +0.067

CCR2b-EYFP total/ CCR2b-h/?luc total

BRETmax 0.096 +0.008
BRETs0 0.114+0.026

CCR2b-EYFP total/CCR2b-Rluc total

Figure 27. CCR2b homodimérise en I’absence de stimulation par les chimiokines. Les
cellules HEK-293T transfectées par une quantité constante de CCR2b-h/iluc et par une quantité
croissante de CCR2b-EYFP, sont incubées en présence de coelentérazine. Le transfert
d’énergie entre les deux partenaires est mesuré lorsque les cellules sont stimulées par MCP-1
(b), et comparé au signal obtenu pour les cellules non stimulées (a). Les données représentées
regroupent les résultats de minimum 4 manipulations (n > 4) indépendantes. Les valeurs de
BRETs0 (Kp) et de BRETMM (@max)» o~ I’erreur standard sur ces valeurs sont également
présentées.
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Figure 28. Doc-1 induit une augmentation du signal BRET. L’anticorps Doc-1 est ajouté
juste avant la coelentérazine sur les cellules HEK-293T exprimant CCR2b-h/illue et CCR2b-
EYFP. Le signhal BRET a été mesuré toutes les 5 minutes pendant 30 minutes (n = 2). Le signal
BRET obtenu pour les cellules non-stimulées (NS) est également représenté (ligne épaisse) et
n’évolue pas en fonction du temps.

BRET ax BRET"0
NS &' 0,123 0,078
Doc-1 & 0,125 0,016
Doc-1 10' 0,152 0,025
Doc-1 1% 0,138 0,016
Doc-1 20 0,143 0,018
Doc-1 25 0,150 0,018
Doc-1 30 0,155 0,018

Table 11. Valeurs des BRET~M%x des BRETjq pour les homodiméres de CCR2b en
présence de Doc-1. Les valeurs des réponses BRET ont été détemvinées par régression non
linéaire en utilisant le programme Graphpad Prism, via I’équation Y=BRET""x*/(BRET5q+X).
Les données reprises dans ce tableau sont représentatives de deux expérienees indépendantes
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Figure 29. Doc-2 induit une augmentation du signal BRET. L’anticorps Doc-2 est ajouté juste
avant la coelentérazine sur les cellules HEK-293T exprimant CCR2b-h"MMuc et CCR2b-EYFP. Le
signal BRET a été mesuré toutes les 5 minutes pendant 30 minutes (n = 2). Le signal BRET obtenu
pour les eellules non-stimulées (NS) est également représenté (ligne épaisse) et n’évolue pas en
fonction du temps.

BRET ax BRETS0
NS 5 0,123 0,078
Doc-2 5 0,114 0,012
Doc-2 10' 0,122 0,011
Doc-2 15' 0,127 0,010
Doc-2 20° 0,137 0,010
Doc-2 25' 0,143 0,011
Doc-2 30 0,151 0,011

Table 12. Valeurs des BRETAMM des BRETs0 pour les homodimeres de CCR2b en
présence de Doc-2. Les valeurs des réponses BRET ont été déterminées par régression non
linéaire en utilisant le programme Graphpad Prism, via I’équation
Y=BRET"'x*/(BI"ETs0+X). Les données reprises dans ce tableau sont représentatives de
deux expérienees indépendantes
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Figure 30. Doc-3 et Doc-4 ne modulent pas les homodiméres CCR2b. Les anticorps Doc-3 (a) et
Doc-4 (b) sont ajoutés juste avant la coelentérazine sur les cellules HEK-293T exprimant CCR2b-
h/?luc et CCR2b-EYFP. Le signal BRET a été mesuré toutes les 5 minutes pendant de 30 minutes (n
= 2). Le signal BRET obtenu pour les cellules non-stimulées (NS) est également représenté (ligne
épaisse) et n’évolue pas en fonction du temps.
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Figure 31. Une IgG contrble n’a pas d’effet sur le signal BRET. L' anticorps contrble
d’isotype IgG, est ajouté juste avant la coelentérazine sur les cellules HEK-293T exprimant
CCR2b-h/?luc et CCR2b-EYFP. Le signal BRET a été mesuré toutes les 5 minutes pendant
30 minutes (n = 2). Le signal BRET obtenu pour les cellules non-stimulées (NS) est
également représenté (ligne épaisse) et n’évolue pas en fonction du temps.



récepteur au chimiokine le plus proche de CCR5. Dés lors, il n’était donc pas exclu que cette
protéine existe également sous la forme d’homo-oligoméres constitutifs.

Nous avons mesuré le signal BRET obtenu lors de la co-expression de CCR2b-h/iluc et
CCR2b-EYFP au sein des cellules HEK-293T. Les résultats montrent clairement un transfert
d’énergie entre CCR2b-h/ilue et CCR2b-EYFP (Figure 27a). Tout comme pour CCRS5, il y a bien
une interaction par homodimérisation de CCR2b en I’absence de ligand. La stimulation des
eellules par MCP-1, un agoniste spécifique de CCR2b (Figure 27b) ne modifie pas le signal
BRET. Les valeurs de BRET50 sont en effet comparables a celles obtenues pour des cellules non-

stimulées : 0.11 = 0.06 versus 0.18 + 0.06 pour les cellules non-stimulées.

2.1.9. Modulation de I’lhomodimérisation de CCR2b par des anticorps monoclonaux

Plusieurs anticorps monoclonaux spécifigues de CCR2b et développés par Mathias Mack
(Munich) ont été caractérisés dans notre laboratoire. Les anticorps Doc-1, Doc-2 et Doc-3
reconnaissent les boucles extracellulaires du récepteur, tandis que Doc-4 reconnait
spécifiguement le domaine N-terminal (Springael et al., 2004). Sur base des observations faites
sur MC-1 et son effet sur la dimérisation de CCR5, nous avons testé I'influence de ces anticorps
anti-CCR2b sur le transfert d’énergie. La mesure du signal BRET a été effectuée sur des cellules
HEK transfectées par CCR2b-h/iluc et CCR2b-EYFP avant et aprés addition des différents
antieorps Doc. Nous avons observé que les anticorps Doc-1 et Doc-2 augmentent de maniére
significative le signal BRET (Figures 28 et 29). Les valeurs de BRET50 obtenues diminuent de 2 a
6 fois, et sont de I'ordre de 0.016 + 0.003 et 0.011 + 0.002 respectivement, comparé a 0.078 +
0.009 lorsque les cellules ne sont pas incubées en présence de I’anticorps (Tables 11 et 12).

Les anticorps Doc-3 et Doc-4, ainsi qu’une immunoglobuline contrdle de méme isotype que
les anticorps Doc (IgGi) n’ont par contre pas d’effet significatif sur la mesure du BRET (Figures
30 et 31). Le signal obtenu reste relativement stable au cours du temps, et les valeurs de BRETS50
sont eomparables aux résultats obtenus pour les cellules non traitées (0.0041 + 0.004 pour Doc-3
et 0.043 = 0.003 pour Doc-4).

Tous les anticorps Doc testés inhibent & des degrés divers la liaison de MCP-1 sur le
récepteur CCR2b. Doc-1, -2, et -3 bloquent la migration cellulaire en présence de gradients de
MCP-1 et MCP-3. Des mesures d’expression de surface par FACS sur des PBMC ont montré que
Doc-2 et Doc-3 induisent I’internalisation de CCR2b, tandis que Doc-1 inhibe I'endocytose”
induite par MCP-1. Les deux anticorps Doc-2 et Doc-3 induisent donc I'internalisation de
CCR2b, mais ne modulent pas I’oligomérisation de la méme maniére. De plus, I’anticorps Doc-1

qui augmente le transfert d’énergie, bloque I’endocytose induite par MCP-1. 11 ne semble donc
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Figure 32. Les hétérodimeres CCR5/CCR2b se forment en I’absence de stimulation. Les
cellules HEK293T ont été transfectées par (a) CCR2b-h/?luc et CCR5-EYFP (n = 3) ou (b)
CCR5-hi?luc et CCR2b-EYFP (n = 2) et analysées pour I’intensité du transfert d’énergie entre
les partenaires. Les valeurs de BRET|g et de BRET|™, ainsi que I’erreur standard sont
présentées dans les tables annexes.



pas avoir de relation directe entre la capacité des anticorps a induire I’endocytose et leur aptitude
a favoriser I’oligomérisation de CCR2b.

Nous ne savons en fait pas actuellement si les anticorps Doc-1 et Doc-2 induisent un
changement conformationnel qui favorise le transfert d’énergie au sein de dimeres ou s’ils
rapprochent des diméres préexistants, comme semble le faire le monoclonal MC-1 vis a vis de
CCR5. Des expériences sont actuellement en cours dans notre laboratoire afin d’isoler des
isoformes monovalentes de ces anticorps, et de déterminer leur effet sur I’internalisation et le

transfert d’énergie.

2.1.10. CCR5 et CCR2b hétérodimérisent en I’absence de ligands

CCR5 et CCR2b partagent 75 % d’identité, et les différences majeures résident
essentiellement au niveau des domaines extracellulaires et de I’extrémité C-terminale
intracellulaire. Au sein de leurs segments transmembranaires, ils partagent 91 % d’identité
(Samson et al., 1996e; Samson et al., 1996a). Etant donné cette forte similarité, particulierement
au niveau des domaines transmembranaires, il apparaissait probable que ces deux récepteurs
puissent également interagir d’autant plus qu’une telle interaction a été proposée sur base d’autres
techniques (Mellado et al.,, 2001). Nous avons donc testé cette hypothése en mesurant le signal
BRET obtenu lorsque les cellules sont transfectées par CCR2b-hRluc et CCR5-EYFP. Le signal
mesuré met en évidence l'association des deux récepteurs, indépendamment de la présence de
ligands (Figure 32a). L’expérience a été renouvelée sur des cellules HEK-293T transfectées par
CCR5-hi?luc et CCR2b-EYFP, et les résultats confirment bien [I’existence d’une
hétérodimérisation des récepteurs, en I’'absence de stimulation par les chimiokines (Figure 32b).
Les valeurs de BRET50 sont similaires, de I’ordre de 0.09 + 0.04 pour le premier couplage et
0.16 = 0.05 pour le second. L’importance du transfert d’énergie entre CCR5 et CCR2b n’apparait
donc pas comme dépendante de la nature du récepteur qui porte hi?luc ou EYFP. Les paramétres
des courbes de BRET observées pour les hétérodimeres CCR5/CCR2b sont trés comparables a
ceux dérivés des expériences analysant les homodiméres CCR5 ou CCR2b. Ceci suggére que
« I’affinité » de CCR5 pour CCR5 ou CCR2b est comparable, et que la formation d’homo- ou
d’hétérodimeéres au sein de cellules exprimant les deux récepteurs est simplement régie par

I’expression relative de chacun d’entre eux.

2.1.11. Modulation de I’hétérodimérisation par les chimiokines

Lorsque les cellules exprimant la combinaison CCR2b-hRIluc/CCR5-EYFP sont stimulées par

MIP-ip, un agoniste de CCR5 ou par MCP-1, le ligand de CCR2b, une légére diminution du
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MIP-Ip 100 nM

BRETmax 0.075 +0.010
BRET50 0.117 +0.069

CCR5-EYFP total/CCR2b-hRluc total

MCP-1 100 nM

BRETmax 0.068 +£0.012
BRETS50 0.190 +0.140

CCR5-EYFP total/CCR2b-hRluc total

Figure 33. Les chimiokines modulent de maniére négative le signal BRET. Le transfert
d’énergie entre les deux partenaires est mesuré lorsque les cellules HEK-293T transfectées par
la combinaison CCR2b-hi?luc/CCR5-EYFP sont stimulées par MIP-ip (a) ou par MCP-1 (b).
Les données représentées regroupent les résultats de 3 expériences indépendantes. Les valeurs
de BRETSs0 et de BRET”™, ainsi que I’erreur standard sont présentées dans les tables annexées
aux graphes.



BRETmax 0.067 +0.012
BRET50 0.039 +0.048

CCRS5-EYFP total/CCR2b-h/?luc total

Figure 34. L’anticorps MC-1 module de maniére négative le signal BRET. Le transfert
d’énergie entre les deux partenaires est mesuré lorsque les cellules HEK-293T transfectées par la
combinaison CCR2b-h/?luc/CCR5-EYFP sont traitées par MC-1. Les données représentées
regroupent les résultats de 2 expériences indépendantes. Les valeurs de BRETjg (K”) et de
BRETM"N (“max)’ 9"® I’erreur standard sur ces valeurs sont présentées dans les tables

annexées aux graphes.



B CCR2b/CCR2b
O CCR2b/TSHR
0 CCR2/GABADbR2

CCR2b/CCR2b CCR2b/TSHR
BRET "ax+S.E. 0.124 +0.022 0.277 £0.105
BRETs50 + S.E 0.159 +0.075 2.43 + 1.38

Figure 35. CCR2b ne dimérise pas avec des récepteurs non-apparentés. Les cellules
HEK?293 transfectées par une quantité constante de CCR2b-hi?luc et par une quantité croissante
des récepteurs TSHR et GABA3R2 fusionnés a la EYFP, sont incubées en présence de
coelentérazine. Les données représentées regroupent les résultats de 2 manipulations
indépendantes. Les valeurs de BRETs0 et de BRET,™ pour les homodiméres
(CCR2b/CCR2b) et pour le couple CCR2b-hRluc et RTSH-EYFP (CCR2b/TSHR) sont
représentés dans le tableau.



signal BRET est observée (Figure 33a et b). En effet, les valeurs de BRETmax obtenues sont de
I’ordre de 0.07 = 0.01 pour chacune des stimulations, comparées a 0.13 + 0.01 pour les cellules
non stimulées. Les valeurs de BRET50 ne semblent cependant pas modifiées. L’activation d’un
des récepteurs du complexe hétérodimérique semble donc modifier I’'interaction de maniére a ce
que la proportion de complexes CCR5/CCR2b diminue. Une interprétation de ces résultats
pourrait étre que la stimulation d’un récepteur par son ligand entraine la dissociation du dimére

avant son internalisation.

2.1.12. MC-1 module négativement la formation des hétérodiméres CCR5/CCR2b

La stimulation des cellules par MC-1 entraine également une diminution du signal BRET qui
se traduit par une diminution du BRETmax atteint (Figure 34). Les valeurs de BRET50 ne
semblent cependant pas modifiées (0.04 + 0.05). L’effet observé sur les hétérodimeéres est donc a
I’'opposé de ce que nous avons obtenu pour I’effet de MC-1 sur les homodiméres de CCRS5.
L’ensemble de ces observations suggére que I’anticorps MC-1 est capable de provoquer
I’oligomérisation de CCRS5, tout en dissociant les hétérodimeres CCR5-CCR2b préexistants.
CCR5 serait ensuite internalisé, ce qui empécherait de maniere plus durable I'interaction avec

CCR2Db

2.1.13. CCR2b et CCR5 n’interagissent pas avec des récepteurs non-apparentés

Afin de tester la spécificité du signal BRET observé, nous avons utilisé comme controles
deux récepteurs non apparentés a CCR5 et CCR2b, le récepteur GABAbi d’une part, et le
récepteur de la thyrotropine (TSHR) d’autre part. Ces deux récepteurs ont été fusionnés a la
EYFP, et utilisés dans des expériences de co-transfections avec les plasmides codant pour CCR5-
hRIuc et CCR2b-hRluc. Ces expériences n’ont pas donné de signal BRET significatif (Figure 35),
témoignant bien de I’effet spécifique de I’interaction observée entre homo- ou hétérodiméres de

CCR5 et CCR2b.
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a. Lignées etC5

b. UgnéeC25-12 C. UgnéeC25-15

Figure 37. Réponses fonctionnelles des hétérodimeres CCR5/CCR2b. Les réponses fonctionnelles
des cellules co-exprimant CCR5 et CCR2b (b, ¢) ou chaque récepteur individuellement (a) ont été
mesurées par le systéme aequorine. Les clones C25-12 (b) et C25-15 (c) ont été incubés avec un
large éventail de concentrations de RANTES, MCP-1 ou un mélange équimolaire des deux
chimiokines, et la luminescence a été mesurée pendant 30 secondes. Les cellules CHO-KI exprimant
CCRS5 (C5) ou CCR2b (C2) ont été incubées avec leurs ligands respectifs et utilisés comme contrbles
positifs (a). Les résultats ont été normalisés par rapport a la luminescence basale des cellules en
I’absence d’agoniste (0 %) et par rapport a la réponse maximale obtenue pour chaque récepteur avec
la chimiokine considérée (100 %).



EC50 (moyenne + S.E.M) C5 Cc2 C25-12 C25-15

RANTES 0.19 +0.04 - 0.17 £0.02 0.13 +0.03
MCP-1 - 0.21 +0.06 0.07 £0.01 0.04 + 0.006
RANTES + MCP-1 - - 0.06 £ 0.01 0.65 +0.01

Table 13. Comparaison des EC50 déterminées pour les réponses fonctionnelles des
différentes lignées. La mobilisation de Ca™ a été induite par stimulation des différentes
lignées clonales par des concentrations croissantes de RANTES, MCP-1, ou un mélange des
deux chimiokines. Le flux clacique a été mesuré par la luminescence de lI’aequorine. Les
ECgQ des réponses fonctiormelles ont été déterminés par régression non linéaire en utilisant le
programme Graphpad Prism et un modéle de dose-réponse sigmoidal. Les doimées reprises
dans ce tableau représentent la moyenne et I’erreur standard sur la moyenne pour au moins
trois expériences indépendantes.



a. Clone C5

Clone C25-12 Clone C25-15

Log [chimiokine] (M)

Figure 38. MCP-1 déplace la liaison de **®I-MIP-ip sur les hétérodiméeres CCR5/CCR2b.
Des expériences de liaison sur des préparations de membranes des clones C5 (a),
C25-12 (b) et C25-15 (c) ont été réalisées en utilisant les compétiteurs MIP-1(3, MCP-1 et
MCP-2. Les membranes cellulaires ont été incubées avec diverses concentrations de
compétiteurs, et le déplacement de la liaison a été mesuré dans un compteur a scintillation.
MIP-ip et MCP-2 déplacent la liaison de maniére similaire pour les trois clones étudiés.
Comme décrit précédemment, MCP-1 apparait comme un ligand de faible affinité pour CCR5
(a), mais déplace de maniere beaucoup plus efficace la liaison de **I-MIP-lp sur les
membranes exprimant les hétérodiméres CCR5/CCR2b (b, c). Les résultats ont été normalisés
pour la liaison non-spécifique déterminée en présence de 300 nM de MIP-ip (0%) et la liaison
spécifique en I'absence de compétiteur (100%). Les données présentées sont représentatives
d’au moins trois expériences indépendantes. Tous les points ont été réalisés en triplicats (barres
d’erreurs ; s.e.m). Des déplacements similaires par MIP-la et RANTES ont également été
réalisés avec des résultats comparables a ceux présentés pour MIP-1 p et MCP-2.



2.2. Etudes des implications fonctionnelles de la co-expression des récepteurs

CCRS5 et CCR2b

2.2.1. La co-stimulation de CCR5 et CCR2b ne démontre pas de coopérativité dans

I’activation des cascades intracellulaires

CCR5 et CCR2b ont été précédemment décrits comme agissant de maniére synergique,
induisant des réponses calciques pour des concentrations de chimiokines 10- & 100-fois plus
basses, lorsque les deux récepteurs co-exprimés sont stimulés simultanément par leurs agonistes
respectifs (Mellado et al., 2001) (Figure 36). Nous avons donc répété ces expériences dans nos
lignées clonales, en établissant des courbes dose-réponse détaillées, a I’aide du test aequorine
permettant de mesurer la mobilisation de calcium intracellulaire. MCP-1 et RANTES induisent
chacun la mobilisation de calcium avec des valeurs d’ECso en accord avec ce qui a été observé
précédemment pour les lignées C5 et C2 (Table 13). La stimulation simultanée par MCP-1 et
RANTES en quantités équimolaires ne modifie pas de maniére significative les réponses
obtenues, quelles que soient les concentrations testées (Figure 37b et c). Nous observons une trés
Iégére augmentation des réponses aux basses concentrations de chimiokines, lorsqu’elles sont
appliqguées simultanément. Cette augmentation ne reflete cependant qu’un effet additif du a la
stimulation des deux récepteurs a la fois. Les hétérodiméres CCR5/CCR2b semblent donc induire
une réponse fonctionnelle calcique similaire a celle des cellules de référence C5 et C2 exprimant
un des deux récepteurs seulement. Ces résultats semblent dés lors indiquer un comportement
indépendant des deux récepteurs en termes de stimulation fonctionnelle des cascades

intracellulaires.

2.2.2. MCP-1 inhibe la liaison de MIP-lIp sur les membranes des cellules co-exprimant

CCR5 et CCR2b

Afin de déterminer si I’hétérodimérisation affecte les propriétés de liaison des récepteurs,
nous avons examiné la capacité des agonistes de CCR2b a moduler la liaison d’un ligand de
CCRS5, *"|-MIP-Ip (Figure 38). MIP-la, MIP-ip, RANTES et MCP-2 inhibent la liaison de
AfifeiP-sw les membranes exprimant CCR5 .seul (Figure 38alL tandis que MCP-1 déplace
faiblement cette liaison (ICso = 212 nM), en aecord avec la pharmacologie décrite auparavant
(Blanpain et al., 1999b). Dans le cas des membranes préparées a partir de cellules co-exprimant
les deux récepteurs (C25-12), MIP-la, MIP-ip, RANTES et MCP-2 se eomportent d’une
maniére similaire, tandis que I'affinité apparente de MCP-1 se trouve fortement augmentée
(Figure 38b). Le profil de la courbe suggére de plus la présence de deux sites de liaisons, I’'un de
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Clone C25-12 CloneC25-15
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Figure 39. MIP-ip déplace la liaison de *®I-MCP-1 sur les hétérodimeres CCR5/CCR2b.
Des expériences de liaison de *|-MCP-1 sur des préparations de membranes des clones C2
(a), C25-12 (b) et C25-15 (c) ont été réalisées en utilisant les compétiteurs MIP-ip, MCP-1 et
MCP-2. Les membranes cellulaires ont été incubées avec diverses concentrations de
compétiteurs, et le déplacement de la liaison a été mesuré dans un compteur a scintillation.
MCP-1 et MCP-2 déplacent la liaison de maniére similaire pour les trois clones étudiés.
Comme décrit précédemment, MIP-1[3 ne se lie pas a CCR2b (a), mais déplace efficacement la
liaison de I-MCP-1 sur les membranes exprimant les hétérodimeres CCR5/CCR2b (b, c).
Les résultats ont été normalisés pour la liaison non-spécifique déterminée en présence de 300
nM de MCP-1 (0%) et la liaison spécifique en I’absence de compétiteur (100%). Les données
présentées sont représentatives d’au moins trois expériences indépendantes. Tous les points ont
été réalisés en triplicats (barres d’erreurs : s.e.m). Des déplacements similaires par MIP-la et
RANTES ont également été réalisés avec des résultats comparables a ceux présentés pour
MIP-Ip.



haute affinité (ICs0 de 0.5 mM), I’autre de basse affinité (ICs0 de 150 nM). Les parametres de ces
sites de haute et basse affinités pourraient correspondre aux affinités de MCP-1 pour
respectivement CCR2b et CCR5. Lorsque des membranes de cellules exprimant une plus grande
quantité relative de CCR2b sont utilisées (clone 25-15), I’activité compétitive de MCP-1 est
encore augmentée, et un seul site de liaison de haute affinité est observable (Figure 38c). La co-
expression de CCR5 et CCR2b semble donc entrainer une coopérativité négative en termes de
liaison de chimiokines : la chimiokine spécifique de CCR2b devient dans ces conditions capable

d’inhiber trés efficacement la liaison de ligands spécifiques de CCR5.

2.2.3. MIP-ip inhibe la liaison de MCP-1 sur les membranes des cellules co-exprimant

CCR5 et CCR2b

Afin de tester I'interaction fonctionnelle en sens inverse, nous avons mesuré la capacité des
ligands de CCR5 a inhiber la liaison de MCP-1 sur CCR2b, en utilisant la lignée exprimant
seulement CCR2b comme contréle. MCP-1 et MCP-2 déplacent la liaison de  I-MCP-1 sur des
membranes exprimant CCR2b seul, tandis que les ligands spécifigues de CCR5 (MIP-la, MIP-
IP et RANTES) n’affectent pas cette liaison (Figure 39a), en accord avec la pharmacologie du
récepteur (Charo et al., 1994). Par contre, des modifications importantes de liaison ont été
observées sur les membranes préparées a partir des lignées cellulaires co-exprimant les 2
récepteurs. Les courbes de déplacement du traceur '*-MCP-| par la liaison de MCP-1 et MCP-2
restent inchangées (Figure 39b et c), tandis qu’un déplacement important par MIP-la, MIP-Ip et
RANTES est maintenant observé. Les ICs0 calculés pour les clones C25-12 et C25-15 sont
similaires a ceux obtenus pour chacune de ces chimiokines lors d’une compétition pour la liaison
de ""I-MIP-Ip sur CCR5. Cependant, le déplacement observé est incomplet, vu qu’il représente
seulement 55 % de la liaison spécifique pour le clone C25-15 qui exprime un taux élevé de
CCR2b, et de 70 % pour le clone C25-12, qui exprime un taux plus faible de ce récepteur. Dans
leur ensemble, ces résultats suggérent des lors que les ligands d’un récepteur sont capables
d’entrer en compétition pour la liaison du traceur a I’autre récepteur, d’'une maniere qui semble

corrélée a la proportion attendue d’hétérodimeéres.

2.2.4. Les anticorps monoclonaux ne déplacent pas la liaison des ligands

Dans le but de mieux comprendre le mécanisme expliquant la compétition pour la liaison au
sein des hétérodiméres, nous avons testé la capacité d’anticorps monoclonaux dirigés contre
chacun des récepteurs a antagoniser la liaison du traceur sur l’autre partenaire du dimere.

L anticorps monoclonal 2D7, dirigé contre la deuxiéme boucle extracellulaire de CCR5, est
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Figure 40. Effet des anticorps monoclonaux sur la liaison des chimiokines. Différentes
concentrations de I’anticorps anti-CCR5 2D7 (m) et I'anticorps anti-CCR2b Doc-4 (CJ) ont été
testées pour leur capacité a entrer en compétition avec la liaison de *-MIP-1(3 (a, b, ¢) ou

MCP-1 (d, e, f) sur les clones C25-12 (b, e) et C25-15 (c, f), ainsi que les cellules CHO-KI
exprimant CCR5 (a) ou CCR2b (d) seul. Les résultats ont été normalisés pour la liaison non-
spécifique déterminée en présence de 300 nM de MIP-ip ou MCP-1 (0%) et la liaison spécifique en
I’absence de compétiteur (100%). Les données présentées sont représentatives d’au moins trois
expériences indépendantes. Tous les points ont été réalisés en triplicats (barres d’erreurs : s.e.m)



connu pour antagoniser la liaison de chimiokines sans induire de signalisation (Lee et al., 1999).
Comme attendu, 2D7 s’est montré capable d’inhiber la liaison de *I-MIP-1(3, mais n’a par
contre pas affecté la liaison de **-MCP-1 sur les membranes des clones C25-12 et C25-15 co-
exprimant CCR5 et CCR2b (Figure 40). A I'inverse, I’anticorps Doc-4, qui reconnait I’extrémité
N-terminale de CCR2b, a inhibé la liaison de ""I-MCP-1 sans affecter celle de **-MIP-1(3
(Figure 40). Ces résultats démontrent que les traceurs continuent a se lier spécifiquement a leurs
récepteurs. D’autre part, ils plaident aussi contre un encombrement purement stérique, les

immunoglobulines étant plus volumineuses que les chimiokines.

2.2.5. Mesure de la co-endocytose de CCR5 et de CCR2b au sein des cellules CHO-KI

La co-endocytose de récepteurs impliqués dans des phénoménes d’hétérodimérisation a été
décrite dans la littérature (Jordan and Devi, 1999). Nous avons des lors évalué dans quelle mesure
la stimulation de CCR5 ou CCR2b par leurs agonistes respectifs était susceptible de provoquer
I'internalisation de I’autre partenaire d’un hétérodimere. Pour ce faire, I’expression des récepteurs
a la surface cellulaire a été évaluée par FACS. La stimulation par une concentration croissante de
MCP-1 induit une diminution de I’expression de surface de CCR2b au sein des trois lignées
cellulaires exprimant le récepteur, avec une tendance plus appuyée pour le clone C25-12, qui
exprime moins de CCR2b (Figure 41a). De la méme maniere, RANTES stimule I’internalisation
de CCRS5, que CCR2b soit co-exprimé ou non (Figure 41d). La stimulation par MCP-1 n’induit
par contre pas Ilinternalisation de CCR5 (Figure 41b), et RANTES ne modifie pas
I'immunorécativité de CCR2b a la surface des cellules exprimant les deux récepteurs (Figure
41d). La stimulation simultanée de CCR5 et CCR2b par RANTES et MCP-1 n’aboutit pas non
plus a une potentialisation ou & une diminuation du processus d’internalisation pour I’'un ou
I’autre des récepteurs (résultats non-montrés).

Ces résultats suggerent donc que I’internalisation de CCR5 ou de CCR2b n’induit pas la co-
intemalisation de I’autre récepteur suite a leur présence au sein d’hétérodiméres. Il semble donc
que les diméres ne soient pas stables au cours du temps, et qu’ils peuvent se dissocier pour
permettre I’internalisation d’un seul des récepteurs suite a son activation. Cependant, il n’est pas
exclu que les mesures effectives par cytométrie de flux ne soient pas assez sensibles pour
permettre la mise en évidence de modifications subtiles de la quantité de récepteurs présents a la

surface cellulaire.
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Figure 41. Absence de co-internalisation de CCR5 et CCR2b dans les cellules CHO-KI.
Différentes concentrations de MCP-1 (a, b) et de RANTES (c, d) (0, 1,10, 25, 50 et 100 nM) ont
été testées pour leur capacité a induire I’internalisation de CCR2b (a, d) et CCR5 (b, ¢) au sein des
clones C25-12 et C25-15. Les cellules CHO-KI exprimant CCR2b (a) ou CCR5 (d) seuls ont été
utilisées comme contréles positifs pour Tinternalisation de CCR2b et CCR5 respectivement.
L’expression de surface de CCR2b a été détectée en cytométrie de flux par I’anticorps monoclonal
N20 conjugé a la phycoérythrine (N20-PE), tandis que CCR5 a été détecté par I’anticorps 2D7-PE.
Les résultats ont été normalisés pour la fluorescence des cellules non-stimulées (100 %) et pour la
fluorescence intrinseque des cellules (0 %). Toutes les expériences ont été répétées au minimum
deux fois avec des résultats similaires.



2.3. Discussion

Nous avons donc analysé les propriétés de dimérisation de CCR5 et CCR2b ainsi que les
conséquences fonctionnelles de ce phénomeéne, dans un systeme hétérologue ou les deux
récepteurs sont co-exprimés. Les clones sélectionnés expriment des taux de récepteurs permettant
des études de compétition de liaison, des études fonctionnelles et biochimiques. Ces taux
d’expression sont approximativement dix fois plus élevés que ceux observés au sein des cellules
primaires comme les macrophages et les cellules T. Le niveau d’expression de CCR5 est
similaire dans les trois lignées exprimant le récepteur. Le clone C25-15 exprime des quantités
approximativement égales de CCR5 et CCR2b, tandis que le clone C25-12 exprime plus ou
moins 5 fois plus de CCR5 que de CCR2b.

Comme démontré précédemment par différents groupes, nous avons montré dans ce travail
que CCRS5 est capable de former des homodiméres, par des techniques d’immunoprécipitation et
de BRET. CCR5 est également capable d’hétérodimériser avec CCR2b. Ceci n’est pas inattendu,
compte tenu de la similarité importante entre les deux récepteurs, et ce particulierement au sein
des segments transmembranaires, domaines connus pour leur implication dans ces interactions
inter-récepteurs. L’affinité apparente de CCR5 pour lui-méme ou pour CCR2b semble étre
similaire, eomme le refléte les valeurs de BRET50 obtenues dans ces deux cas. Par conséquent, il
est attendu que la formation d’homo- ou d’hétérodimeres soit strictement régulée par la loi
d’action de masse et par le niveau d’expression des deux récepteurs dans les cellules.

D’autre part, les valeurs de BRET50 suggérent que I’homo- et I’hétérodimérisation
s’effectuent pour des niveaux d’expression de récepteurs similaires a ceux observés au sein des
leucocytes. Les phénoménes d’homodimérisation sont indépendants de la présence des ligands.
En effet, la modification de I’état d’activation des récepteurs par leurs agonistes n’influe en rien
sur I'intensité du signal BRET observé. La similitude entre les valeurs de BRETs0 obtenues ne
soutient donc pas I’hypothése proposée dans la littérature, selon laquelle la stimulation par les
chimiokines induit une stabilisation de formes oligomériques plus complexes (Heraanz-Falcon et
al., 2004). L’observation d’une augmentation du signal BRET lors de la stimulation des cellules
exprimant CCR5 ou CCR2b par des anticorps spécifiques des récepteurs suggére que ces homo-
oligomeéeres pourraient s’assembler pour former des agrégats plus importants au sein des
membranes. L’utilisirtion d’anticwps est connue pour pouvoir pontCT des moléculeg adjacCTtes.
Dans notre cas cependant, le mécanisme précis par lequel I’exposition a I’anticorps induit une
augmentation du signal BRET n’est pas déterminé. Les données obtenues ne permettent pas de
discriminer une agrégation des dimeres des récepteurs d’une réorganisation stmcturelle de ces
diméres constitutifs permettant un échange d’énergie plus efficace (Figure 42). Le rapprochement

d’oligomeres préeonstitués pouvant d’ailleurs a la fois augmenter la concentration locale
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Figure 42 . Représentation schématique de I’effet des anticorps MC-1 ou Doc-1 et -2 sur les
homodiméres de CCR5 et de CCR2b. L’interaction de I’'anticorps MC-1 avec la deuxiéme boucle
extracellulaire de CCRS5, ainsi que celle des anticorps Doc-1 et Doc-2 avec les boucles
extracellulaires de CCR2b, induit une augmentation du signal BRET obtenu. Nous avons envisagé
deux modéles afin d’expliquer cette observation. Les anticorps induiraient l’agrégation des
récepteurs et le recrutement des «donneurs» d’énergie lies a hRluc (®) a proximité
« d’accepteurs » d’énergie EYFP (©) (et inversement). Cette agrégation se traduirait par une
augmentation de [I’énergie échangée. Notre second modéle impliquerait un changement
conformationnel au niveau de diméres préformés, changement qui permettrait un rapprochement
local du donneur et de I’accepteur, et une optimisation du transfert d’énergie. Il est également

envisageable que ces deux processus agissent de concert pur augmenter le signal BRET obtenu.

Modélisation de J. Van Dunne



d’accepteurs a proximité des donneurs et favoriser une orientation optimale entre les accepteurs
et les donneurs.

Des modifications du signal BRET ont déja été mises en évidence pour d’autres récepteurs,
suite a I’addition d’agonistes et attribuées soit a un pontage entre dimeres, soit a un changement
de conformation du dimére. Ainsi, une agrégation d’homo-oligoméres du récepteur du peptide
GnRH en présence d’agonistes a été mise en évidence (Comea et al., 2001). Une autre étude
récente concernant le récepteur de la mélatonine montre qu’en présence d’un agoniste, le signal
BRET augmente suite a des changements conformationnels au sein d’oligomeres préexistants
(Ayoub et al., 2002).

L’hétérodimérisation entre CCR5 et CCR2b a également été confirmée par co-
immunoprécipitation, avec néanmoins un faible taux d’hétérodimeres récupérés, contrastant avec
le signal BRET élevé obtenu entre les deux récepteurs. Cela suggére que la plupart des dimeres se
dissocient pendant la procédure d’immunoprécipitation. L’influence sur ces structures
hétérodimériques de I’activation des récepteurs par les chimiokines a également été analysée.
Lors de la stimulation des hétérodiméres par I’un ou I’autre des ligands, une Iégére diminution
des valeurs de BRETS50 est observée. Par contre, la valeur du BRETmax, qui est une mesure de
I’efficience globale du transfert d’énergie, et est donc influencée par la proportion de récepteurs
participant a cet échange, est significativement plus basse. Ces résultats suggérent dés lors une
diminution du nombre de récepteurs impliqués dans la formation d’hétérodimeéres, et pourraient
refléter un phénoméne d’endocytose du récepteur stimulé, aprés dissociation des hétérodiméres.
Il est par ailleurs intéressant de constater que I'anticorps MC-1, stimulant I’endocytose du
récepteur CCR5, diminue également de maniére significative le signal BRET. L’effet de pontage
de I’anticorps sur les homodimeres de CCR5 n’est donc pas conservé. La diminution du signal
BRET pourrait s’expliquer également par la dissociation des hétérodimeres CCR5/CCR2b et
I'internalisation d’oligoméres constitués essentiellement de CCR5.

Plusieurs travaux de la littérature ont déja exploré les conséquences de I’hétéro-
oligomérisation des récepteurs sur la régulation de leur fonction par internalisation. Dans certains
cas, la stimulation par un agoniste d’un des partenaires d’un hétérodimére entraine la co-
intemalisation du récepteur non-activé. Dans d’autres cas, c’est au contraire une inhibition de
I’internalisation du récepteur stimulé qui est observé (Lavoie et al., 2002).

Dans notre cas, les expériences de cytométrie de flux n’ont pas mis en évidence de
phénomeénes de co-intemalisation. Malgré la présence d’hétérodimeéres, la stimulation d’un des
récepteurs aboutit a son endocytose individuelle et laisse a la surface cellulaire le récepteur non-
activé. Cette endocytose ne se distingue pas de I’internalisation observée pour les cellules
exprimant un seul récepteur. Ces observations supportent donc elles aussi la théorie que les

hétérodimeéres ne sont pas des structures stables et peuvent se dissocier relativement rapidement.
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Des travaux antérieurs ont proposé que la formation d’hétérodiméres entre CCR5 et CCR2b
étaient responsables d’un effet synergique lorsque les deux récepteurs sont stimulés
simultanément par leurs agonistes respectifs. Il a aussi été rapporté que des concentrations 10 a
100 fois moins importantes de RANTES et MCP-1 appliqguées simultanément sont requises pour
générer une réponse fonctionnelle, en comparaison de la stimulation de chaque récepteur de
maniére indépendante (Mellado et al.,, 2001). Nous n’avons cependant pas observé un tel effet
synergique. En effet, les réponses fonctionnelles obtenues pour des concentrations faibles de
ligands de CCR5 et CCR2b appliquées simultanément étaient comparables aux réponses obtenues
pour chacune des chimiokines utilisée seule a la méme concentration, que ce soit pour des
eellules exprimant un seul récepteur, ou co-exprimant les deux récepteurs. La faible
augmentation du signal observé dans certains cas est attribuable a I’effet purement additif de
I’activation des deux populations de récepteurs convergeant vers la méme cascade de
transduction intracellulaire. Ces résultats qui sont en opposition avec les données de la littérature
(Mellado et al., 2001) ne sont cependant pas étonnants. En effet, les récepteurs CCR5 et CCR2b
sont vraisemblablement tous impliqués dans la formation d’homodimeres ou d’hétérodimeéres, en
fonction de leurs concentrations respectives. Dés lors, si un effet coopératif existait entre les
partenaires d’un hétérodimére quant a I’amplitude des réponses fonctionnelles, une coopérativité
similaire serait également attendue au sein d’homodiméres de CCR5 ou de CCR2b. La co-
activation des deux partenaires d’un hétérodimere par différentes chimiokines, ou la co-activation
des deux partenaires d’un homodimeére par une seule chemokine, devrait donc aboutir a une

réponse fonctionnelle similaire.

L’hypothese d’un effet de coopérativité positive entre partenaires d’'un hétérodimere est de
plus rendu caduque par nos résultats d’expériences de liaison qui mettent au contraire en
évidence une claire coopérativité négative au niveau de la liaison des agonistes. Les expériences
de liaison ont en effet abouti a des observations originales, non rapportées dans la littérature
précédemment. Une inhibition croisée de la liaison de ligands a été mise en évidence entre CCR5
et CCR2b co-exprimés au sein de la méme lignée cellulaire. Comme cette observation a été
effectuée sur des préparations de membranes, I'implication de cascades de signalisation
intracellulaire peut étre exclue. Nous avons donc attribué ces observations & la formation des
hétérodimeres entre CCR5 et CCR2b. La compétition partielle observée lors des tests de liaison
de *"I-MCP-1 pour MIP-loc, MIP-ip et RANTES a été montrée comme étant corrélée a la
proportion attendue d’hétérodiméres CCR5/CCR2b. En effet, sur les membranes du clone C25-
15, exprimant des quantités similaires de CCR5 et CCR2b, la proportion attendue de molécules
de CCR2b engagées dans la formation d’hétérodiméres est de 50%, en considérant qu’aucune
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Figure 42. Représentation schématique des proportions de chaque récepteur engagé
dans la formation d’homo- ou d’hétérodimeres. En considérant qu’aucune préférence
n’existe en faveur de la formation d’homodiméres, le récepteur CCR2b, exprimé a la surface
du clone C25-15, a autant de chance d’étre recruté au sein d’un complexe homodimérique,
qu’au sein d’une structure hétérodimérique avec CCR5. La proportion attendue de molécules
de CCR2b engagées dans la formation d'hétérodimeéres est donc de 50% pour le clone C25-15.
Le clone C25-12, quant a lui, exprime CCR5 a un niveau approximativement 5 fois plus élevé
que celui de CCR2b. La proportion attendue de molécules de CCR2b impliquées dans des
hétérodimeéres est donc de I'ordre de 80 %.



préférence n’existe en faveur de la formation d’homodimeres (Figure 43). Sur ce clone, les
ligands spécifiques de CCR5 déplacent 55 % de la liaison spécifique de MCP-1. Le clone C25-
12, quant a lui, exprime CCR5 a un niveau approximativement 5 fois plus élevé que celui de
CCR2b. La proportion attendue de molécules de CCR2b impliquées dans des hétérodiméres est
de I’ordre de 80 %, en accord avec le plus haut niveau de compétition observé dans cette situation
(environ 70 % de la liaison spécifique) (Figure 43). La situation est similaire pour les tests de
liaison de I-MIP-ip, en prenant en compte que MCP-1 se lie a CCR5 avec faible affinité. Par
conséquent, dans les conditions de co-expression, une compétition compléte est observée pour
MCP-1, avec un site de haute affinité correspondant a la compétition indirecte via le dimére, et

un site de basse affinité correspondant a la compétition directe par liaison a CCR5.

Plusieurs études antérieures ont rapporté des modifications du profil pharmacologique de
récepteurs suite a leur co-expression avec d’autres récepteurs et ont attribué ces observations a la
formation d’hétérodiméres. Des changements dans les propriétés de liaison du récepteur a
I’adenosine Al (Al) et du récepteur purinergique P2Yi ont aussi été décrits (Yoshioka et al.,
2001). Les études de liaison de ligand ont mis en évidence une réduction significative de
I’affinité pour les agonistes et les antagonistes du récepteur Al sur les membranes de cellules co-
transfectées, ainsi qu’une augmentation d’un facteur 400 de I’affinité pour I’ADPpS, un agoniste
de P2Yi. Des modifications des réponses fonctionnelles aux agonistes ont également été
observées par des mesures de I’activité de I’adénylate cyclase. De maniere similaire, les
récepteurs opioides k et 6 ont été décrits comme capables d’hétérodimériser, créant de cette facon
un site de liaison caractérisé par un profil pharmacologique original, a la fois en termes de
liaisons et de réponses fonctionnelles. Ce nouveau site de liaison pouvait étre activé d’une
maniére synergique par les ligands sélectifs des deux récepteurs (Jordan and Devi, 1999). Ces
situations sont pourtant qualitativement différentes des observations rapportées ici.

D’abord, nous n’avons pas détecté d’altérations des réponses fonctionnelles des récepteurs
co-exprimés. Ensuite, aucune évidence de compétition de liaison sur un récepteur par les ligands
spécifiques de I’autre récepteur n’a été rapportée. Bien que la dimérisation semble mener a des
modifications des propriétés pharmacologiques des récepteurs dans ces trois situations, les

mécanismes impliqués dans chaque cas semblent étre différents.

Les déterminants structurels impliqués dans la formation des homodiméres de CCR5 ou de
CCR2b, ou des hétérodimeres CCR5/CCR2b ne sont actuellement pas encore connus. La forte
similarité entre les deux récepteurs rend probable la possibilité qu’une interface similaire soit
formée dans ces trois situations. Tout récemment, Hemanz-Falcon et al. a proposé I'implication

des domaines transmembranaires TMI et TM4, comme interface potentielle entre les deux
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Gouldson et al. (Ncuropsychopharmacology 2000)

Figure 44. Représentation schématique des modéles d’interaction des diméres. Les RCPGs
sous formes monomériques sont représentés en noir et en gris. Lors de la formation du dimére,
soit chaque entité échange des domaines transmembranaires (a), soit elles s’associent
latéralement via une interface pouvant varier d’un dimére a I’autre (b).

Key: black”™mi/scarrc, Qre'f=adrenérgtc

domain swapped dimer

Gouldson et al. (Neuropsychopharmacology 2000)

Figure 45. Modéle de I’échange de domaine dans les RCPGs. (a) les récepteurs chimériques (X,-
adrénergique-muscarinique (M3-a2R a gauche ou 0OC2-M3R a droite ) utilisé par Maggio et al. dans
des études de co-expression, avec représenté en noir, le récepteur muscarinique, et en gris, le
récepteur az-adrénergique; (b) les récepteurs sauvages; (c) le processus d’échange de domaine
proposé par Gouldson et al. pour expliquer les phénoménes de complémentation fonctionnelle
daéns les études de co-expression de Maggio et al. Les récepteurs chimériques M3-0C2R et tt2-M3R
étaient naturellement inactifs, ne liaient pas leurs ligands, et n’activaient pas les protéines G. Par
contre, lorsque les deux chimeres étaient exprimées, I'activité en terme de liaison de ligand et
d’activité était quasi identique a celle des deux récepteurs sauvages.



récepteurs (Hemanz-Falcon et al.,, 2004). Cette proposition est cependant peu étayée par les
résultats expérimentaux et laisse la porte ouverte a d’autres hypothéses. L’identification du
domaine d’interaction précis entre les homodiméres de CCR5 est actuellement en cours
d’investigation au sein de notre laboratoire.

D’autres domaines des RCPGs ont en effet été impliqués dans la stabilisation des états
dimériques ou multimériques. Un des diméres les mieux caractérisés est formé par deux sous-
types du récepteur GABAb (y-aminobutyric acid type B receptors). Les récepteurs GABAbi et
GABADb2 interagissent via leur domaine C-terminal cytosolique, selon un processus
d’hétérodimerisation indispensable au trafic intracellulaire des récepteurs du réticulum
endoplasmique a la membrane plasmique, et a leur réponse fonctionnelle aux agonistes (Kuner et
al., 1999). Les récepteurs de B2 bradykinine (B2R) ont été rapportés comme dimérisant via leur
domaine extracellulaire amino-terminal (AbdAlla et al.,, 1999), tandis que les segments
transmembranaires VI et/ou VII ont été proposés comme interface de dimérisation pour le
récepteur (32-adrénergique (Hebert et al., 1996) et pour le récepteur D2 de la dopamine (Ng et al.,
1996).

L’existence de diméres de protéines composées de sept domaines transmembranaires souléve
la question de leur organisation tridimensionnelle. En effet, deux modéles tres différents de
dimeres ont été proposés (Figure 44) (Gouldson et al., 2000). Selon un de ces modéles, chaque
polypeptide forme une entité fonctionnelle indépendante, et ces deux entités s’associent
latéralement par I’'intermédiaire d’vme interface qui pourrait varier d’un type de dimére a I’autre
(Figure 44b). Un deuxieme modéle de diméres fait appel & I’échange de domaines
transmembranaires entre partenaires (Figure 44a). Dans ce modele, les récepteurs apparaissent
comme deux polypeptides antiparalleles au sein desquels les deux poches de liaison seraient
formées par les cing premiers domaines transmemhranaires d’un polypeptide et les deux derniers
domaines transmembranaires de I’autre polypeptide. Dans ce type de dimeres, les ponts
disulfures qui stabilisent la structure des récepteurs impliquent les deux chaines polypeptidiques,
et la possibilité de dissociation de ces dimeres est donc en conséquence fort réduite. Ce modele
est supporté par des expériences de transcomplémentation ou deux récepteurs mutés et non
fonctionnels sont capable de reformer, suite a leur co-expression, un site de liaison fonctionnel
(Figure 45). 1l apparait donc que ce type de dimére peut exister. 1l n’est cependant pas établi si ce
modéle est applicable a une partie significative des diméres de RCPGs décrits jusqu'a présent.

Dans les récepteurs aux chimiokines, et notamment dans CCR5 et CCR2b, le domaine N-
terminal et les boucles extracellulaires sont impliqués dans la formation d’un complexe de haute
affinité avec le domaine structuré des chimiokines. L’extrémité N-terminale non-structurée des
chimiokines est par contre impliquée dans I’activation des récepteurs, probablement via une
interaction directe avec le complexe d’hélices transmembranaires, stimulant de cette facon des
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Figure 46. Représentation schématique des modéles représentatifs des mécanismes sous-
tendant la compétition de liaison en trans au sein des hétérodiméres CCR5/CCR2b.



changements conformationnels au sein du récepteur (Samson et al., 1997; Blanpain et al, 2003;
Blanpain et al, 1999a). Les mécanismes sous-tendant la compétition de liaison en trans au sein
des hétérodimeres CCR5/CCR2b ne sont pas déterminés précisément. En théorie, cette
compétition pourrait résulter d’une variété d’interactions au sein des membres du dimére (Figure
46). Premierement, la formation des hétérodimeres pourrait modifier la structure des sites de
liaison individuels, de maniére a ce que le site de CCR2b qui lierait MCP-1 dans les états
monomeériques et homodimériques s’accommoderait dés lors des ligands spécifiques de CCR5
(Figure 46, modele n°l). Cependant, cette hypothése parait peu probable, étant donné que les
propriétés de liaison des ligands propres de chaque récepteur apparaissent inchangées suite a la
co-expression. Afin d’illustrer eette constatation, dans les tests de liaison de ‘“*-MIP-ip, les ICs0
mesurés pour MIP-la, MIP-ip et RANTES sont inchangés, que ces tests soient effectués sur des
cellules exprimant CCR5 seul, ou sur des cellules co-exprimant CCR5 et CCR2b. De plus, dans
les tests de liaison de ' -MCP-1 sur des membranes de cellules co-exprimant CCR5 et CCR2b,
ces trois chimiokines montrent des affinités similaires a celles dérivées des tests de liaison de
MIP-Ip sur CCR5. Finalement, aucune compétition pour ‘“1-MIP-lp n’a été observée lors de
I’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-CCR2b, ou pour la liaison de ’I-MCP-l| lors de
I’utilisation d’un anticorps anti-CCR5, démontrant ainsi que chaque traceur iodé eontinue de se
lier a son récepteur spécifique au sein du dimére. Une seconde hypothése pourrait étre qu’une
chimiokine liée a un des récepteurs empiéte sur le site de liaison de I’autre récepteur du dimeére,
empéchant de cette maniére la liaison simultanée d’une seconde chimiokine sur le complexe
dimérique (Modéle n°2). L’observation que les anticorps monoclonaux se liant & I'un des
récepteurs n’empéchent pas la liaison de la chimiokine sur I’autre partenaire du dimére malgré
une taille plus grande que celle des chimiokines, pourrait étre pris pour un argument en défaveur
de cette hypothese. Une troisiéeme hypothése pourrait étre que la liaison d’un agoniste a I’un des
récepteurs induirait un changement conformationnel au sein de chaque membre du dimere,
modifiant de cette facon le site de liaison de I’autre récepteur (Modéle n°3). Une derniere
hypothése, qui impliquerait une voie de signalisation post-récepteur, peut étre abandonnée, étant
donné que nos observations ont été réalisées sur membranes au sein desquelles seuls des
événements de signalisation tres limités sont possibles. Par conséquent, les deux hypothéses que
nous privilégions actuellement sont d’une part I’encombrement stérique et d’autre part,

I’introduction d’un changement conformationnel entre les partenaires du dimére de récepteur.

La signification fonctionnelle de I’homo-et I’hétérodimérisation de CCR5 et CCR2b doit
encore étre déterminée. Il semble que, comme déja décrit pour le récepteur p2-adrénergique, la
majeure partie des récepteurs dans la cellule se trouve sous forme dimérique (Angers et al, 2000;

Salahpour et al, 2000). Nos observations concernant les propriétés de liaison des hétérodiméres
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CCR5/CCR2b suggerent que les hétérodiméres et probablement les homodimeres sont capables
de lier une seule chimiokine. Nous pouvons noter que le Bn,ax apparent calculé & partir des tests
de saturation utilisant M1P-1(3 comme traceur est de 2.7 pmoles/mg de protéines pour la lignée
cellulaire CHO-KI parentale exprimant CCR5 seul, et de 2.9 et 3.5 pmoles/mg de protéines pour
les clones C25-12 et C25-15 qui en sont dérivés. Nous attribuons cette Iégére mais reproductible
élévation du Bmax au fait que plus de molécules de CCR5 sont capable de lier le traceur, comme
conséquence de la dimérisation avec CCR2b qui n’est pas occupé par son ligand. Cette
observation tend a soutenir I’hypothése que seulement la moitié des molécules de CCR5 sont en

fait disponible pour la liaison dans les cellules recombinantes.

L’hétérodimérisation ne semble pas modifier I'efficience de la signalisation induite par les
récepteurs aux chimiokines au sein des cellules CHO-KI, du moins en ce qui concerne la voie de
libération du calcium intracellulaire. Les expériences présentées ici ne permettent pas d’exclure
que I’état de dimérisation (homo- or hétéro-) puisse étre requis pour assurer une signalisation
efficace. Des récepteurs mutants dépourvus de leur potentiel de dimérisation devraient étre
élaborés afin de tester cette possibilité. Il n’est pas non plus exclu que I’hétérodimérisation de
CCR5 et CCR2b pourrait modifier le choix et/ou I’efficacité des cascades de signalisation
différentes de la libération de calcium intracellulaire induite via les protéines Gj. Des
conséquences fonctionnelles variées de la dimérisation des récepteurs ont été rapportées dans la
littérature. Hebert et al. ont montré que la stimulation par un agoniste du récepteur (32-
adrénergiqgue stabilise I’état dimérique du récepteur, et que le processus de dimérisation est
important pour la stimulation des voies de transduction de signaux (Hebert et al., 1996).

Les conséquences fonctionnelles de la dimérisation des récepteurs aux chimiokines devront
donc étre étudié de maniére plus approfondie. En effet, la majorité de nos connaissances sur la
pharmacologie des récepteurs aux chimiokines est basée sur I’étude de récepteurs exprimés dans
des systemes hétérologues, au sein desquels ils semblent donc former des homodiméres. La
conception de mutants monomériques obligatoires, et I'utilisation de récepteurs mutants
déficients dans I'une de ses propriétés naturelles (liaison, activation, désensibilisation,...) sera

nécessaire pour une évaluation approfondie de la pertinence du processus de dimérisation.
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V. CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail, nous avons cherché a compléter nos connaissances quant aux
fonctions cellulaires de CCR5, en recherchant ou caractérisant les interactions que ce récepteur
est susceptible d'avoir, soit sous la forme d'homo ou d'hétérodiméres, soit avec des protéines
intracellulaires.

Des interactions avec de nouveaux partenaires intracellulaires ont été recherchées par la
technique du double hybride en levure, ainsi que par une approche biochimique basée sur la
purification par affinité (« GST-pulldown »). Ces deux approches complémentaires ne nous ont
cependant pas permis d'identifier de nouveaux partenaires. Dans le méme temps, nombre
d'interactions ont été décrites pour d'autres récepteurs couplés aux protéines G, suite a l'utilisation
des mémes approches expérimentales. Nous considérons donc que notre approche reste valide et
aurait pu mener a des résultats plus tangibles. En effet, I'identification d'un nombre croissant de
protéines liant des domaines PDZ par leur extrémité C-terminale a permis d'affiner
progressivement la structure requise pour ces interactions, et d'en distinguer différentes classes.
Ces données récentes confortent I'hypothése suivant laquelle I'extrémité C-terminale conservée
entre CCR5 et CCR2b représente un élément crédible d'interaction avec des domaines PDZ, et
justifie a posteriori le choix initial. Les raisons qui peuvent étre invoquées pour expliquer notre
échec dans cette partie du travail sont bien sOr multiples. Les interactions pourraient étre trop
faibles pour étre mises en évidence par les techniques utilisées, ou pourraient nécessiter des
conformations du domaine C-terminal, ou des modifications post-traductionnelles, qui ne sont
pas présentes dans les protéines de fusion et les systémes d'expression utilisés. Enfin, les banques
et extraits utilisés dans ce travail pourraient ne pas contenir les clones d'intérét, ou les protéines
adéquates en quantités suffisantes. Il faut également remarquer que de nombreux groupes dans le
monde ont suivi au cours des derniéres années des approches similaires dans le but d'identifier
des partenaires des deux co-récepteurs principaux du VIH, CCR5 ou CXCR4. En dépit de ces
efforts multiples, une seule interaction crédible a été rapportée, entre CCR5 et la sous-unité C du
protéasome, et la signification fonctionnelle de cette interaction reste encore a déterminer.

L'étude des mécanismes de dimérisation s'est révélée plus fhictueuse. Il était connu que
CCR5 était capable de former des homodimeéres, et I'hétérodimérisation avec CCR2b avait été
décrite sans que la démonstration en soit réellement convaincante. Il existait cependant une
grande confusion dans la littérature quant aux conséquences fonctionnelles, avérées ou postulées,
de ces dimérisations. Nous avons donc commencé par reproduire certaines données de la
littérature concernant CCR5, par des techniques de co-immunoprécipitation et de BRET, en les

étendant a I'étude des homodiméres CCR2b et des hétérodimeres CCR5-CCR2b. La teehnique
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d'immunoprécipitation démontre l'existence d'hétérodimeéres, mais cette approche s'est révélée
peu sensible, suggérant une dissociation de la majorité des interactions pendant les étapes de
purification. La technique de BRET démontre par ailleurs que CCR5 et CCR2b forment des
hétérodiméres avec autant d'efficacité que des homodiméres. Contrairement aux données de la
littérature, nous n'avons pas observé de coopérativité positive en termes de signalisation, lorsque
les deux récepteurs d'un hétérodimére sont stimulés simultanément par leurs agonistes respectifs.
Par contre, une coopérativité négative a été mise en évidence quant a la capacité des récepteurs
d'un hétérodimeére a lier leurs ligands respectifs. Cette observation, qui démontre qu'un dimére de
récepteur ne peut lier qu'une seule chimiokine, est un concept nouveau dans le domaine des
récepteurs couplés aux protéines G. Les conséquences fonctionnelles de cette observation sur la
signalisation des récepteurs in vivo n'est pas claire a ce stade. Cependant, cette notion est
importante pour linterprétation de la pharmacologie de récepteurs dans leur environnement
naturel, et est susceptible de développements importants permettant d'appréhender mieux la
structure des dimeres, la dynamique de leur association, et les mécanismes d'activation des
récepteurs en général au sein de leur structure dimérique.

Ce travail ouvre des lors de nombreuses perspectives. 1l est probable que les caractéristiques
de liaison aux hétérodiméres CCR5-CCR2b sont représentatives de la situation prévalant pour
tous les homodiméres de récepteurs de chimiokines. Ceci devra cependant étre démontré. Il n'est
par contre pas connu dans quelle mesure des hétérodimeres entre récepteurs structurellement plus
éloignés que CCR5 et CCR2b peuvent se former avec une efficacité significative. La technique
du BRET et l'interférence de liaison devrait permettre de répondre a cette question. 1l n'est pas
non plus évident si le concept de liaison d'un seul ligand sur un dimére de récepteurs sera
applicable a d'autres classes de récepteurs aux protéines G dont les ligands sont des molécules
plus petites que les chimiokines, comme des peptides ou des amines biogéniques. Ceci dépend
notamment du mécanisme sous-tendant la coopérativité négative de liaison observée. On ne peut
conclure a ce stade s'il s'agit d'un encombrement stérique au niveau des sites de liaison respectifs
des deux membres du dimeére, ou s'il s'agit d'un changement de conformation concerté entre le
récepteur occupé et le récepteur libre, qui modifie la structure du site de liaison au sein de ee
dernier. L'utilisation de mutants de récepteurs invalidés pour une de leurs fonctions (liaison ou
activation) devrait permettre de répondre a cette question. Une approche de mutagenése devrait
également permettre de déterminer la ou les surface(s) d'interaction entre les partenaires de
dimérisation.

Enfin, nos résultats suggérent que les dimeres ne sont pas stables au cours du temps, mais au
contraire relativement vite échangeables. Ceci parait contradictoire avec I'hypothése prévalant
actuellement, selon laquelle la majorité des récepteurs "naissent, vivent et meurent" sous la forme

de dimeres. L'étude de la dynamique de formation et dissociation de diméres, suite a l'interaction
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avec des agonistes et des anticorps devrait apporter plus de réponses a ces questions. De méme,
l'apparition d'un signal BRET, suite a la fusion de deux populations de cellules dont les
membranes comportent respectivement I’'un et I'autre des partenaires de dimérisation devrait
également apporter des éléments déterminants a la résolution de ce probléme. Les récepteurs
CCR5 et CCR2b, avec leurs pharmacologies bien distinctes, constituent des modéles

particulierement bien adaptés pour répondre a ces différentes questions.
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VI. MATERIEL ET METHODES

1. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Cette réaction permet d’amplifier de maniére spécifique un fragment d’ADN d’intérét a
I’aide d’un couple d’amorces oligonucléotidiques complémentaires de brins opposés. Pour la
réaction, 50 ng d’ADN plasmidique ont été mis en présence de 500 ng de chague amorce, 0.2
mM de dNTP (N = A, C, G, T), 1.5 U de Taq polymérase de haute fidélité {Pfu), 2 mM de
MgClI2, 50 mM de KCI, 20 mM (NH4)2So04 et 75 mM de Tris-HCI (pH 9) dans un volume final de
100 |t!l recouvert par 100 \0 d’huile minérale pour éviter I’évaporation. I’ADN est dénaturé a
94°C durant 2.5 minutes, et subit de 30 & 35 cycles successifs de dénaturation, d’hybridation et
d’élongation. Ces cycles commencent par | minute de dénaturation de I’ADN a 94°C, suivie
d’une période d’hybridation des amorces de 2 minutes a une température de 55°C et se terminent
par 3 minutes d’élongation par I’enzyme a 72°C. Une PCR s’accompagne de contrbles adéquats,
a savoir le blanc PCR (mélange réactionnel d’une PCR sans ADN cible). L’ADN amplifié est

ensuite analysé par électrophorése sur gel d’agarose.

2. Construction des plasmides

Les extrémités C-terminales cytosoliques des récepteurs CCR5 (53 résidus), CCR2b (53
résidus), ORLI (50 résidus) et RTSH (84 résidus) ont été amplifiées par PCR en utilisant des
amorces comprenant les sites de restrictions BamHI, EcoRl et Sali (voir Table 14). Les fragments
PCR obtenus ont été ligués aux sites BamHI (a I'extrémité 5’) et Sali (a I'extrémité 3’) des
plasmides pAS2AA et pGBT9 (Clontech), et aux sites EcoRIl (a I’extrémité 5’) et Sali (a
I’'extrémité 3”) du vecteur pGEX4T-2.

La séquence codant pour le récepteur CCR2b a été extraite du vecteur pEFIN3-CCR2b
utilisé précédemment dans notre laboratoire (Blanpain et al., 1999b) et a été sous-clonée dans le
vecteur pEFIB3, entre les sites de restriction BamHI (a. I’extrémité 5’) et A&a/(a I’extrémité 3°).

La séquence codant pour le récepteur CCR2b fusiormé a la GFP en C-terminal a été extraite
du vecteur pEFIN3-CCR2b utilisé précédemment dans notre laboratoire (Godait et al., non
publié) et sous-cloné dans le vecteur pPCDNA3 entre les sites BamHI (h. I’extrémité 5’) eXXhol {k
I’extrémité 3°).

Aprés digestion et séparation sur gel d’agarose par électrophorése, les fragments d’ADN ont
été visualisés sous illumination U.V. du gel, préalablement coloré au bromure d’éthydium. Les
ADN d’intérét ont été extraits par cryoélution a I'aide du kit Qiaex Il (Qiagen) et ligués en
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AMmorces Séliuences

F-DBD-CCR5 C-ter 5' CGGGATCCCTGGAGTCGGGGAGAAGTTCAGA 3
R-DBD-CCR5 C-ter 5' ACGCGTCGACGTCACAAGCCCACAGATAT 3
F-GST-CCR5 C-ter 5" CCGGAATTCCTGGAGTCGGGGAGAAGTTCAGA 3’
R-GST-CCR5 C-ter 5' ACGCGTCGACGTCACAAGCCCACAGATAT 3
F-DBD-CCR2b C-ter 5' CGGGATCCCTGGAGTCGGGGAGAAGTTCAGA 3'
R-DBD-CCR2b C-ter 5' ACGCGTCGACATTATAAACCAGCCGAGAC 3
F-GST-CCR2b C-ter 5' CCGGAATTCCTGGAGTCGGGGAGAAGTTCAGA 3
R-GST-CCR2b C-ter 5' ACGCGTCGACGTCACAAGCCCACAGATAT 3’
F-DBD-ORLI C-ter 5' CGGGATCCCTGGATTCCTGGATGAGAACTTC 3'
R-DBD-ORLI C-ter 5' ACGCGTCGACGTCATGCGGGCCGCGGTAC 3
F-GST-ORLI C-ter 5" CCGGAATTCCTGGATTCCTGGATGAGAACTTC 3’
R-GST-ORLI C-ter 5' ACGCGTCGACGTCATGCGGGCCGCGGTAC 3
F-DBD-RTSH C-ter 5' CGGGATCCCTGGATTCACCAAGGCCTTCCAG 3'
R-DBD-RTSH C-ter 5' ACGCGTCGACGTTACAAAACCGTTTGCAT 3'
F-GST-RTSH C-ter 5" CCGGAATTCCTGGATTCACCAAGGCCTTCCAG 3
R-GST-RTSH C-ter 5' ACGCGTCGACGTTACAAAACCGTTTGCAT 3'

Table 14. Tableau des amorces utilisées lors des amplifications par PCR. F- et R- DBD-
CCR5 C-ter correspondent aux oligonucléotides sens et antisens de I’extrémité C-terminale de
CCRS5 flanquée des sites de restrictions BamHI et Sali pour le clonage au sein du vecteur double-
hybride permettant I’expression du peptide fusionné au domaine de liaison a ’ADN de GAL4
(DBD). F- et R- GST-CCR5 C-ter correspondent aux oligonucléotides sens et antisens de
I’extrémité C-terminale de CCR5 flanquée des sites de restrictions EcoRI et Sali pour le clonage
au sein du vecteur pGEX4T-2 permettant I’expression du peptide fusionné a la GST. Les

abréviations sont similaires pour les autres récepteurs utilisés lors de ces expériences.



présence d’Il U de T4 DNA ligase. Ces produits de ligation ont ensuite été utilisés pour
transformer des bactéries électrocompétentes DHigB par électroporation. Les bactéries
transformées ont été sélectionnées sur un milieu avec ampicilline (50 |J.g/ml), la résistance étant
conférée par le plasmide. Les bactéries résistantes ont été repiquées, amplifiées et leur ADN
plasmidique a été extrait. L’insert contenu dans le vecteur a été caractérisé par carte de restriction
et séquencage par la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977) adaptée a l'utilisation de ddNTP
fluorescents. Les échantillons ont été déposés sur un gel de polyacrylamide et les séquences ont
été lues a I’aide d’un séquenceur automatique (Applied Biosystems). L’ensemble des séquences
d’ADN a été comparé aux séquences nucléotidiques codantes au moyen du programme Compare
de GCG Package.

Trois vecteurs d’expression eucaryotes ont principalement été utilisés au cours de notre
doctorat, les vecteurs pcDNA3.1 (Invitrogen), pEFIN3 et pEFIB3 (Euroscreen). Le vecteur
pcDNA3.1 contient le géne de résistance au G418 et le promoteur du cytomégalovirus. Les
vecteurs bicistroniques pEFIN3 et pEFIB3 contiennent respectivement le géne de résistance au

G418 et a la blasticidine sous le contrdle du facteur d’élongation EF-la (Uetsuki et al., 1989).

3. Cellules et milieux de culture

Les souches de levures utilisées pour les criblages double-hybride sont :
Y190 (MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, trpl-901, leu2-3, 112, gal4A, gal80A,
cyh"2, LYS2 : GALluas-HIS3tata-HIS3, URA3 : GALIUAS-GALIXATA-lacz) (Flick and
Johnston, 1990) ;
PJ69-4A (MATa, trpl-901, leu2 3,112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, GAL2uas-GAL2tata-
ADE2, LYS2:;GALluas-HIS3tata-HIS3, met2::GAL7-LacZ) (James et al, 1996).

La composition des milieux de croissance et de sélection des levures provient de Gietz R.D.

(Gietz and Woods, 1994a; Gietz and Woods, 1994b) :

Milieu YPAD : Bacto-yeast extract 1 g, Peptone Difco 2 g. Glucose 2 g. Adénine sulfate 4 ml

d'une solution 0,4 g/100 ml (10 mM) (pour milieu solide : agar DIFCO 2 g) ;

Milieu SC "Synthetic Complété) ~100 ml) : Bacto Yeast Nitrogen 0,67 g. Glucose 2 g. Drop Out

Mix (mélange d’acides aminés) 0,2 g, (pour milieu solide : agar DIFCO 2 g) ;

«Drop Out Mix» I0x : Alanine 200 mg/l. Arginine 200 mg/l. Asparagine 200 mg/l. Acide
aspartique 200 mg/l. Cystéine 200 mg/l. Glutamine 200 mg/l. Acide glutamique 200 mg/l.
Glycine 200 mg/l. Inositol 200 mg/1, Isoleucine 200 mg/l. Méthionine 200 mg/l, Para-
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aminobenzoic 20 mg/1, Phénylalanine 200 mg/1, Proline 200 mg/1, Sérine 200 mg/1, Thréonine
200 mg/1, Tyrosine 200 mg/1, Valine 200 mg/1,

pour Y190 :Adénine 50 mg/1. Lysine 200 mg/1
pour PJ69-4A . Uracile 200 mg/1

autoclaver 12 minutes, ajout des différents acides aminés pour la sélection (histidine (20 mg/1),

tryptophane (20 mg/1), leucine (30 mg/1), adénine (40 mg/1)).

Les cellules CHO KI sont des cellules d’ovaire d’hamster chinois et les cellules HEK-293T
sont des cellules embryonnaires de rein humain. Les cellules CHO-KI ont été cultivées dans du
milieu Ham’s FI2 et les cellules HEK-293T dans du milieu DMEM (Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium) (Invitrogen). Ces milieux de base ont été complétés par 10 % de foetal calf
sérum (FCS) (Invitrogen), 100 U/ml de pénicilline (Invitrogen), 100 "ig/ml de streptomycine

(Invitrogen), et uniguement pour les CHO-KI, 250 |Xg/ml de zéocine (Invitrogen).

4. Transformation et transfection

Le protocole de préparation des bactéries DHioB, HBIOI et BL-21 est adapté de Zabarovsky
(Zabarovsky and Winberg, 1990). L'ADN a électroporer et les bactéries électrocompétentes sont
introduits dans une cuvette possédant une distance interélectrodes de 0,1 cm, préalablement
refroidie sur glace. L’électroporation est effectuée selon les paramétres suivants : |,7kV, 2000,
25}iF. Les bactéries sont ensuite resuspendues rapidement dans du SOC (2% tryptone, 0,5% yeast
extract, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCb, 10 mM MgSo4, 20 mM glucose), incubées
Ih & 37°C et étalées sur boite LB-agar (1% tryptone, 0,5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2 mM
NaOH, 2% agar)/antibiotique (37°C O/N).

Afin d’établir des lignées CHO KI exprimant de maniére stable nos récepteurs d’intéréts, le
vecteur d’expression eucaryote pEFIB3 recombinant a été transfecté dans les cellules CHO KI a
I’aide du kit FUGENE 6 (Boerhinger). Deux jours aprés transfection, les cellules ont été
sélectionnées au G418 400 |J.g/ml et a la blasticidine 10 pg/ml (Invitrogen), et ce durant 14 jours.

T*éndaht ces 14 jours, des dilutions limites de la population mixte des cellules fransfeciées
résistantes aux antibiotiques ont été effectuées afin d’isoler des lignées clonales. Les lignées
clonales sont ensuite maintenues en présence de blasticidine 5 pg/ml.

Des lignées a expression transitoire ont été établies dans les cellules HEK-293T par la méthode

de précipitation au phosphate de calcium (Velu et al., 1989; Jordan et al., 1996).
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5. Criblage d’une banque d’ADNCc par la technique du double-hybride

La banque de leucocytes humains a été amplifiées selon les instructions du fournisseur
(Clontech). Brievement, afin d’amplifier la totalité de la banque, celle-ci doit étre étalée sur
approximativemement 300 boites de 150 mm. Plusieurs fractions de celle-ci ont été amplifiées
par étalement sur milieu sélectif a raison d’un lot de 50 boites par amplification. Nous avons
préparé I'ADN plasmidique a partir de 3 lots de 50 boites, soit I'équivalent de la moitié de la
banque. La transformation des levures par de I’ADN plasmidique via la méthode a I’acétate de
lithium (AcLi) est adaptée de Ito, Gietz R.D. et Yamada et al. (Ito et al., 1983; Gietz and Woods,
1994a; Yamada et al.,, 1998). Les levures a transformer sont inoculées dans du milieu YPAD
(souches sauvages) ou dans du milieu SC (souches recombinantes) et incubées 12 h a 30°C. Les
cellules sont ensuite diluées dans du milieu YPAD frais & une concentration de 2x10” cellules par
ml et réincubées a 30°C pendant deux a quatre heures afin d’obtenir une concentration de 2x10"
cellules par ml. Les cellules sont récupérées par centrifugation et lavées dans de I’eau stérile (20
ml). Aprés centrifugation, le culot de levure est rincé dans 1 ml d’acétate de lithium (AcLi) a 200
mM, recentrifixgées, et finalement resuspendues dans 200 pi d’AcLi 200 mM (a une
concentration de 2x10" cell/ml). 50 pl de cePe suspension vont étre incubés en présence des
composés suivant ; 240 pl de PEG 4000 50 %, 36 pl d”AcLi 2 M, 50 pg d’ADN de sperme de

hareng dénaturé 10 minutes & 100°C, 1 pg de I’ADN a transformer.

Ce mélange est incubé 30 minutes a 30°C sous agitation douce. Un choc thermique de 25
minutes a 42°C permet I’entrée de I’ADN dans les levures, qui sont ensuite centrifugées 15
secondes a 6000 rpm et resuspendues dans 1| ml de milieu YPAD ou SC. On étale alors 100 pl de
cette suspension diluée 100 fois sur boite de milieu sélectif SC/agar que I’on incube a 30°C
jusqu’a I’'apparition des transformants (3 jours). Les transformants sélectionnés sur un milieu
carencé en histidine sont ensuite testés pour I’activité du second géne indicateur (LacZ ou Ade).
Les plasmides des clones positifs LacZ” ou Ade” sont isolés en bactéries DHIOB ou HBIOI et
sont d’une part engagés dans les tests de spécificités, et d’autre part séquencés. Lors des tests de
spécificités, les plasmides des clones positifs sont soit transformés seuls au sein de la levure, soit
co-transformés avec différents vecteurs, dont le plasmide portant I’'extrémité C-terminale de
CCR5 (pAS2AA- ou pGBT9-CCR5 C-ter), ce méme plasmide vide (pAS2AA ou pGBT9), le
plasmide portant I’extrémité C-terminale de CCR2b (pAS2AA- ou pGBT9-CCR2b C-ter), ainsi
que I'un ou l'autre des plasmides portants les extrémités C-terminale des récepteurs RTSH et
ORLI ; et ces combinaisons sont testées pour I’activation des géenes indicateurs. Les séquences

sont analysées par recherches d’homologies via I’algorithme BLAST.
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6. Extraction et solubilisation des leucocytes mononuclées circulants (PBMCQC)

Les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) sont issus a partir de poches de sang
(Buffy Coat) fournies par le centre de prélevement de I'hdpital Erasme, et extraits par
centrifugation en présence de Lymphoprep (Gibco-BRL). Les PBMC extraits sont stockés sous
forme de culots secs de 1 x 10" cellules (approximativement 5 mg de protéines), et repris dans !
ml de tampon de solubilisation (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, cocktails d’inhibiteurs
de protéases de Roche). Les protéines sont extraites par la méthode de gel dégel (cing cycles de
gel dans I’azote liquide, suivi de dégel a température ambiante), ou par la lyse des cellules
pendant lh a 4°C sous agitation moyenne (1400 rpm) en présence de 0.5 % de CHAPS (Fluka).
Le lysat brut est ensuite homogénéisé a la seringue, centrifugé pour éliminer les débris cellulaires

et soumis a une phase de « pré-clearing » en présence des billes de glutathion-agarose.

7. GST-pulldown

Des bactéries E.Coli BL-21 sont transformées par électroporation par le plasmide pGEX4T-2
contenant I’ADNc codant pour la protéine d’intérét et étalées sur milieu LB agar/ampicilline
pendant 16h a 37°C. Quelques colonies fraiches sont diluées dans 50 ml YTA (16 g/l Tryptone,
10 g/l yeast extract, 5 g/l NaCl) contenant I'antibiotique adéquat et incubées jusqu’a une DOaoo de
0,5-0,6. La synthése de la protéine de fusion est alors induite par 0,5 mM d’IPTG pendant 120
minutes a 37°C. Les bactéries centrifugées et aliquotées par 1,5 ml peuvent étre conservées a -
80°C. Les protéines sont extraites et purifiées par fixation sur billes de glutathion-agarose
(Sigma) selon le protocole de Frangioni (Frangioni and Neel, 1993). L’intégrité et la pureté des
protéines fusionnées a la GST sont vérifiées sur gel d’acrylamide 12 % et coloration au bleu de
Coomassie (pour 100 ml : 50 ml méthanol, 2 ml acide acétique glacial. Bleu de Coomassie R-250

0,4 g).

La protéine DnaK observée lors de I'analyse de nos gels s’élimine normalement par
chromatographie échangeuse d’ion sur une colonne de glutathione sépharose 4B (Saluta and Bell,
1998). Malheureusement, lors dé nos nombreux tests de production des protéines de fiision en
BL21, P’introduction de I'étape d’élution aboutissait a une perte importante des protéines de
fusion. N’ayant pas constaté la présence d’une protéine de haut poids moléculaire (80 kDa) lors
du contrdle des étapes de synthése sur gel, nous avons donc jugé préférable de nous en passer, et

d’introduire plutét des lavages successifs a I’aide d’un tampon contenant a concentrations salines

croissantes.
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Figure 47. Représentation schématique d’une analyse par gels de polyacrylamide
bidimensionnels. Les cellules dérivées de deux conditions différentes, A (par exemple les
leucocytes mononuclées) et B (les BL21 exprimant les protéines de fusion GST-extrémité C-
terminale du récepteur), sont récupérées et lysées afin de solubiliser les protéines. Le lysat brut de
protéines est ensuite soumis a I’analyse de 18"¢ dimension qui sépare les protéines en fonction de
leur point isoélectrique sur un « strip ». Aprés cette étape, le « strip » est soumis a une étape de
réduction et d’alkylation, et est ensuite analysé dans la 2"® dimension, sur un gel de
polyacrylamide classique ou les protéines sont séparées selon la taille. Les gels sont ensuite
colorés au bleu de Coomassie, et lavés a I’eau, étape permettant de se trouver d’emblée en
condition non acide, en vue de I’excision des signaux et de leur analyse par spectrométrie de
masse.



Les billes de glutathion-agarose couplées a la protéine de fusion sont incubées en présence
des protéines extraites des PBMC pendant 16h a 4° C (25 |il de billes saturées par
approximativement la protéine de fusion, et incubées en présence d’approximativement 1 mg de
protéines).. Les billes ensuite récupérées, lavées, éluées dans du tampon Laemmli et analysées sur
gel d’acrylamide mono- ou bidimensionnel. Les gels sont colorés au Bleu de Coomassie

Colloidal, en vue d’une identification par spéctrométrie de masse.

8. Séparation des protéines par électrophorese a une dimension

La méthode de séparation des protéines sur gel de polyacrylamide est celle décrite par
Laemmli en 1970 (Laemmli, 1970). Son principe repose sur la solubilisation des protéines dans
un tampon dénaturant contenant un détergent anionique puissant, le SDS. Les polypeptides
dénaturés lient le SDS de maniére proportionnelle a leur taille et deviennent ainsi uniformément
chargés. L’application d’'un champ électrique provoque la migration des complexes
polypeptidique-SDS au travers des mailles d’un gel de polyacrylamide en fonction de leur masse.
L’électrophorése est réalisée dans un systeme discontinu de tampons : I’échantillon et le gel de
concentration contiennent un tampon Tris-HCI (pH 6,8), les tampons des réservoirs supérieur et
inférieur de la cuve d’électrophorése contiennent un tampon Tris-glycine (pH 8,3), et le gel de
résolution contient un tampon Tris-HCI (pH 8,8). Une fois I’électrophorése terminée, les
protéines du gel peuvent étre soit colorées au bleu de Coomassie, soit transférées sur une

membrane de nitrocellulose ou de PVDF.

9. Séparation des protéines par électrophorése a deux dimension

La séparation des protéines se fait en deux étapes : une premiére séparation selon leur pH
isoélectrique suivi d’une deuxiéme selon leur poids moléculaire (Figure 47).

La séparation des protéines selon leur pH isoélectrique est réalisée sur des gels de dimension
180 x 3 x 0,5 mm appelés « strips » (Pharmacia). Ceux-ci sont conservés déshydratés a -20°C. Il
existe deux types d’appareil : le multiphor et I'IPGphor. Pour le multiphor, les gels sont
préalablement réhydratés a I’aide d’une solution saturée en urée (Table 15), puis sont positionnés
dans I'appareil servant a la migration. Les échantillons sont ensuite déposés sur ces gels. Par
contre TIPGphor permet de réhydrater les gels en présence de I’échantillon et sous un faible
voltage. Les gels sont positionnés dans ces appareils de maniére a ce que le c6té le plus basique

du gel se trouve du c6té de I’électrode négative (cathode). Les conditions de migration dépendent
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Conchiiti“on

Urée ™M
Thiourée 2M

DTE 0.0648 M
CHAPS 0.065 M
Ampholvtes 3-10 1 % (vol/vol)
Pefabloc 10 mM

Table 15. Composition de la solution saturée en urée pour la réhydratation des “strips”.

Muttiphor fll'Gphor
réhydratation ov 14h 30V 7h
60 V 7h
migration 150 V 30 minutes 100 V 30 minutes
300V lh 200v  1h
1500V Ih 500 Vv lh
1000V 1h
3500 V jusqu’a: 8000 V jusqu’a:

18000 Vh (gel 3-10)
30000 Vh (gel 4-7)
42000 Vh (gel 4.2-5.27 4.5-5.5)

Table 16. Conditions de migration des protéines selon leur pH isoélectrique (premiéere

dimension de séparation).

Constituants = Solution de réduction Solution d’alkylation
Tris-HCL 50 mM 50 mM

Urée 6M 6M
Glycérol 30% 30%

SDS 1% 1%

DTT 1% -
lodoacétamide - 5%

Table 17. Composition des solutions d’équilibration.



de la zone de pH créée dans le gel (Table 16). Plus I’intervalle est étroit, plus le temps de
migration sera long. Une fois la migration des protéines selon leur pH isoélectrique finie, les gels
sont équilibrés 15 minutes dans une solution de réduction puis 15 minutes supplémentaires dans

une solution de blocage (alkylation) (Table 17).

Les gels sont ensuite rincés dans le tampon d’électrophorése servant pour la seconde
dimension. Ceux-ci sont ensuite déposés sur des gels de polyacrylamide 12,5 % qui nous
permettent de séparer les protéines selon leur poids moléculaire. Une fois la migration terminée,
soit les protéines sont transférées sur membrane de PVDF soit les gels sont colorés au nitrate
d’argent, ou au bleu de Coomassie colloidal puis sont séchés et autoradiographiés sur film MP ou

(3-max (Amersham, Biosciences).

10. Coloration des gels

Coloration des protéines du gel au nitrate d'argent: Les gels sont fixés 2 h dans une
solution contenant 50 % de méthanol et 5 % d’acide acétique. Les gels sont ensuite lavés dans
ime solution de méthanol 50 % et conservés dans de I’eau bidistillée (H20) avant la coloration.
L’étape de sensibilisation d’I minute dans du thiosulfate de sodium 0.02 %est suivie par deux
lavages d’l minute a T H20, et les gels sont ensuite colorés pendant 20 minutes en présence
d’une solution de 0.1 % de nitrate d’argent. Deux lavages successifs & T H20 sont réalisés et
I’étape de développement en présence de 0.04 % de formaline et 2 % de carbonate de sodium est
effectuée sous agitation permanente. Lorsque le développement est terminé, les gels sont lavés

dans une solution contenant 5 % d’acide acétique et séchés.

Coloration au bleu de Coomassie Colloidal : La coloration au bleu de Coomassie Colloidal
des protéines du gel de polyacrylamide est basée sur la méthode de Blakesley (réf). Apres
I’électrophorése bidimensionnelle, les gels sont rincés dans de Teau ultra pure puis sont placés
dans la solution de coloration contenant 9,37.10"* M de bleu de Coomassie G-250, 0,4 M d’acide
sulphurique, 0,87 M d’hydroxyde de sodium et 13,2% d’acide trichloroacétique. La coloration
s’effectue soit a 50°C pendant 3 heures, soit a température ambiante pendemt toute une nuit. La

décoloration du gel est réalisée par de multiples rincages a Teau.
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11. Spectrométrie de masse

Aprés I’'électrophorese bidimensionnelle, les signaux d’intéréts sont excisées du gel et sont
digérées par la trypsine, basé sur le protocole de Shevchenko et al. (Shevchenko et al., 1996). Les
morceaux de gel sont traités avec 10 mM de DTT & 56°C pendant 30 minutes et ensuite avec 55
mM d’iodoacétamide pendant 30 minutes a température ambiante. Ces morceaux de gel sont
lavés avec 100 mM de bicarbonate d’ammonium et d’acétonitrile 80% dans I’eau avant
I’incorporation de la trypsine dans le gel. La digestion a lieu durant 16 heures a 37°C par addition
de 0,6 pg de trypsine (2.500 U/mg) en solution dans 75 pl de tampon Tris-HCI pH 8,7. Les
produits de digestions sont ensuite purifié€s par une extraction en phase solide sur un Zip Tip C 18

(Millipore).

La purification sur Zip Tip C 18 est réalisé comme suit; aprés réhydratation de la phase
solide avec 80% d’acétonitrile dans I’eau, la résine C 18 est équilibrée avec 5% d’acétonitrile
dans I’eau contenant 0,2% de TFA et les peptides tryptique sont adsorbés par une vingtaine de
pipetages répétitifs. Les peptides sont élués directement dans 15 pl d’acide 2,5-
dihydroxybenzoique en présence d’acétonitrile 70%. Aprés séchage complet de I’échantillon, ils
sont analysés sur im spectrométre de masse Q-TOF Ultima Global (Micromass) équipé d’une
source MALDI. L’ionisation est réalisée en utilisant un lazer (337 nm, 10 Hz). L’instrument est
calibré en utilisant les masses monoisotopiques de peptides tryptique et chymotryptique de
I’albumine de sérum bovin. Les acquisitions sont exécutées en position du réflectron en mode V.
Le microséquencage est exécuté par fi-agmentation induit par I’argon aprés sélection de I’ion

parent.

12. Immunoprécipitation

Afin de solubiliser les récepteurs au chimiokines CCR5 et CCR2b, nous avons utilisé le
protocole développé par Mirzabekov et al. (Mirzabekov et al., 1999). Brievement, les cellules
(10x10") sont reprises dans 1 ml de tampon de solubilisation non-dénaturant contenant un
cocktail d’inhibiteur de protéases (Roche), et incubées a 4°C pendant 30 minutes sur une Rocking
Platform. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrTfugation, et le surnageant est
conservé. Dans le cas des expériences d’immunoprécipitation de CCR5 seul, une phase de « pré-
clearing » avait été introduite. Les billes de G-sépharose servant & I'inununoprécipitation sont

pré-incubées pendant 4 heures avec les anticorps anti-CCR5 ou anti-CCR2b (35 |il de billes + 3.5

lig d’anticorps). Les lysats cellulaires sont divisés en deux et incubés 12 h & 4°C en présence des
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billes liant chacun des anticorps. Les billes sont ensuite lavées 3 fois avec le tampon de
solubilisation et le culot est repris dans un volume égal de tampon Laemmli (0,2 % de SDS et 5
% de (3-mercaptoéthanol, sauf précisions). Les réactions d’immunoprécipitations sont ensuite
incubées pendant 1 h a 55°C sous agitation douce, avant d’étre analysé sur gel d’acrylamide
monodimensionnel. Ces gels ont été dans certains cas colorés a I’'argent (immunoprécipitation de
CCRD5), et dans la plupart des cas, les protéines ont été transférées et immunodétectées sur une

membrane de nitrocéllulose.

13. Immunodétection

L’immunodétection ou Western blotting (Towbin et al., 1979; Bumette, 1981) combine la
résolution de I’électrophorése avec la spécificité de la détection immunochimique. Les protéines
séparées sur gel sont électrotransferées sur une membrane de nitrocellulose en plagant celle-ci en
contact direct avec le gel dans un champ électrique. Celui-ci permet de déplacer les protéines du
gel vers la membrane placée du cété de la cathode et les sites de liaison libres sont bloqués par
incubation avec un tampon Tris-HCI salin contenant 0.1% Tween 20 et 5% lait en poudre. CCR5
et CCR2b ont été détecté par les anticorps monoclonaux MC5 (1/1000), 1D9 (1/1000)
(Millenium Pharmaceuticals) ou par [I'anticorps polyclonal SC20 (1/200) (Santa Cruz
Biotechnology), suivi par la liaison des anticorps de chévre (HRP-conjugated goat anti-
mouse 1gG; MC5 et 1D9) et d’ane (HRP-donkey anti-goat IgG; SC-20) et visualisé par
chemoluminescence (Lumilight+ Western blotting kit. Roche Molecular Biochemicals). Lors de
la réaction, I’'incubation de la membrane avec le substrat de la peroxydase va entrainer une
réaction chimique avec émission de lumiére a I’endroit ou le complexe est fixé. La lumiére émise
interagit avec I’émulsion du film autoradiographique de maniére a donner une image apres

développement.

14. Cytomeétrie de flux

Un systéme hydropneumatique injecte sous pression une suspension cellulaire au centre
d’une veine liquide. Ce systeme de deux flux laminaires permet de réaliser un véritable capillaire
liguide dont la section restreinte contraint les cellules a se présenter individuellement devant un
faisceau lumineux d’excitation. Celui-ci provient généralement d’un laser, qui permet d’obtenir
une lumiere émise a une longueur d’onde de 488 nm. Des canaux de fluorescence permettent la
mesure de la lumiére émise par des fluorochromes, marqueurs de la membrane cellulaire

(anticorps fluorescents, substrats enzymatiques, ...), le cytométre nous renseigne alors sur la
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densité du marqueur de surface. L’ensemble des paramétres analytiques est ensuite traité par
I'informatique du systéme et exprimé sous forme de courbes ou d’histogrammes mono ou

biparamétriques.

Les cellules sont collectées dans 4 mL de PBS-EDTA (NaCl 0.8%, KCI 0.02%,
NazHPo4.12H20 0.37%, pH 7.4 ; 5 mM EDTA), centrifugées a 500 x g pendant 3 minutes et
resuspendues dans du PBS contenant 0.1% de BSA, 0.1% d’azide de sodium et les anticorps.
L’anticorps 2D7 (10 pg/mL), couplé & la phycoérythrine (2D7-PE), est un anticorps
conformatiormel spécifique de la deuxiéme boucle extracellulaire du récepteur CCR5 (BD
Biosciences). L’anticorps N20 (50 pg/mL) couplé a la phycoérythrine (N20-PE), reconnait
spécifiguement de CCR2 (épitope non précisé) (R&D Systems). Apres une incubation de 30
minutes a I’abri de la lumiére, I’excédent d’anticorps est éliminé par lavage au moyen de 3 mL de
tampon PBS-BSA-azide, les tubes sont centrifugés et décantés. Les cellules sont alors
resuspendues dans 250 pL de tampon PBS-BSA-azide et conservées sur glace dans le noir
jusqu’a I’'analyse par cytométrie de flux. 10000 cellules par condition sont alors excitées a 488

nm et la fluorescence émise est analysée dans le canal FL-2 a 585 nm.

15. Endocytose des récepteurs

Trois jours avant le FACS, les cellules CHO-KI exprimant le(s) récepteur(s) sont incubées
dans des plaques a 6 puits a la concentration de 0.6 x 10" par puits. La veille de I’expérience, le
milieu est aspiré, les cellules sont rincées deux fois avec du milieu Ham’s FI12 dépourvu de sérum
et incubées 12 h dans ce milieu. Avant la stimulation des cellules, une boites de 30 mm est
déposée sur glace et permettra de déterminer la quantité de rédepteurs présents au temps O.
Différentes concentrations des chimiokines MIP-ip, RANTES et MCP-1 (1, 10, 25, 50, 100 nM)
sont utilisées pour la stimulation des cellules, et seront ajoutées au milieu dépourvu de sérum
contenu dans des plagues de culture. Les plaques sont ensuite incubées a 37°C pendant 20
minutes, lavées 2 x au PBS glacé aprés la stimulation, et détachées en présence de PBS-EDTA.
Chaque réaction d’endocytose est réparti dans un ou deux tubes, dépendant du nombre de
récepteurs a analyser (CCR5 et/ou CCR2b) et les cellules sont alors incubées en présence de

2D7-PE et/ou de N20-PE. en vue de"L'Nialyse p” cytométrie de flux.

16. Mesure de la mobilisation de calcium intracellulaire (test Aequorine)

Le systeme aequorine correspond a une méthode bioluminescente de mesure de Ca™

intracellulaire basée sur I’activation de I’'aequorine (Figure 48) (Milligan et al., 1996; Stables et
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Figure 48. Représentation schématique du systéme aequorine. Génération de lumiére suite
I’activation de I’aequorine par une augmentation de Ca’™ intracellulaire.



al., 1997). Les cellules sont récoltées a I’aide de 4 ml de PBS contenant 5 mM d’EDTA. Aprés
les avoir comptées, elles sont resuspendues a la densité de 5x10" cellules/ml dans du milieu
DMEM-F12, 0.1 % BSA. Un ml de la suspension cellulaire est alors incubé a I’abri de la lumiere
en présence de coelentérazine H a la concentration finale de 5 pM, sous agitation lente. Apres 4
heures, la suspension cellulaire est diluée 10 fois dans le milieu DMEM-F12, 0.1 % BSA et
conservée a l’abri de la lumiere et sous agitation lente pendant 30 minutes. Aprés une demie
heure, 50 pi de la suspension cellulaire (25000 cellules) sont ensuite injectés dans les puits d’une
plaque de 96 puits contenant 50 pl de solutions de différentes chimiokines. Nous avons utilisé les
chimiokines RANTES et MCP-2 aux concentrations finales de 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3,
1, 3, 10, 30, 100 et 300 nM. La luminescence a été mesurée pendant 30 secondes par un
luminomeétre EG&G Berthold (PerkinElmer Life Sciences). Les EC50 (moitié de la concentration
effective maximale) ont été déterminées par le programme GraphPad Prism en utilisant la

régression non-linéaire appliquée a un modéle de dose-réponse sigmoidal.

17. Péparation des membranes et tests de liaisons

Les cellules de 10 boites de culture (90 mm de diameétre) sont collectées a I’'aide de PBS
contenant 5 mM d’EDTA, centrifugées 4 minutes a 1100 RPM et resuspendues dans 10 ml de
solution A (15 mM Tris HCL pH 7.5, 2 mM MgCli, 1.4 mM EDTA, 1 mM EGTA ; pH 7.4). En
chambre froide, les cellules sont ensuite lysées mécaniquement dans un homogénéisateur manuel
téflon-verre. La suspension cellulaire est alors centrifugée a 22000 RPM, a 4°C pendant 30
minutes (rotor SW28). Le surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans 30 ml de solution A.
La suspension cellulaire est a nouveau centrifugée dans les mémes conditions citées ci-dessus. Le
surnageant éliminé, le culot est resuspendu cette fois dans 1100 pl de solution B (75 mM Tris
HCL pH 7.5, 125 mM MgCb, 1.3 mM EDTA, 1 mM EGTA, 250 mM de sucrose). 100 pl de la
solution sont gardés pour im dosage protéique en présence du réactif de Bradford (Tierce) tandis

que le ml restant est conservé a -80°C.

Les tests de liaison sont effectués dans des tubes Minisorb (Nunc) dans un volume final de
0.1 ml de tampon de liaison (50 mM HEPES, 1 mM CaCla, 5 mM MgChb, 0.5 % BSA, pH 7.4),
contenait 2 fig de protéines membranaires eLdes” concentrations croissantes de ‘“-MIP-ip ou
*MW[-MCP-1 (activité spécifique 2200 Ci/mmol, NEN ). La mesure de la liaison totale est réalisée
en absence de compétiteur, et la liaison non spécifique s’effectue en présence d’un exces de
ligand non marqué (100 fois plus de ligand). Les échantillons sont ensuite incubés 90 minutes a
27°C, et le traceur lié est séparé du traceur libre par filtration a travers des filtres GF/B imprégnés

préalablement dans une solution de polyéthylénimine 0.5 %. La radioactivité présente sur les
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fiCRx-hRluc (ng) CCRx-YEFP (ng> PGDISIA3.1 (ng)

400 - 12800
400 400 12000
400 800 11600
400 1600 11000
400 3200 9600
400 6400 6400
400 12800 -

- 800 12000

Table 18. Tableau récapitulatif des quantités de vecteurs transfectées lors des expériences
de BRET. Les cellules HEK-293T sont transfectées par des quantités constantes de pCDNA3.1-
CCR5- ou pCDNAS3.1-CCR2b-h/?luc (symbolisés par x) et des quantités croissantes de
PCDNAS3.1-CCR5- ou pCDNA3.1-CCR2b-YEFP. La quantité totale de 13200 ng de plasmide est
atteinte par addition de pCDNA3.1 sauvage.



filtres est alors mesurée par un compteur a scintillation p. Les paramétres de liaison sont
déterminés par le software PRISM de GraphPad.

Pour les expériences de compétition, les échantillons de membrane sont incubées en présence du
tampon de liaison contenant le traceur " I-MIP-Ip (0.2 nM) ou le traceur '"*-MCP-1 (0.1 nM),
ainsi que des concentrations variable de compétiteurs non-marquées MIP-Ip, MIP-lot, RANTES,
MCP-1, MCP-2, ou d’anticorps monoclonaux 2D7 ou Doc-4. Le reste de I’expérience s’effectue

comme décrit pour les tests de liaison.

18. BRET

Huit boites de culture de 100 mm sont ensemencées la veille de la transfection par 3x10"
cellules, et les cellules sont transfectées le lendemain par une quantité totale de 13200 ng de
plasmide selon les proportions reprises dans le tableau 18 (Table 18). Les cellules sont incubées
12 h a 37°C, détachées le lendemain au PBS-EDTA 5 mM, comptées et resuspendues dans du
milieu DMEM complet sans phénol rouge de maniére a obtenir une concentration cellulaire de
300000 cellules/ml par tubes. Les différentes suspensions cellulaires sont aliquotées dans des
plaques de 96 puits a fond optique (Nunc), a raison d’une rangée par réaction de transfection. Les
plaques sont ensuite incubées 12 h a 37°C et les mesures BRET sont effectuées 24 h post-
transfection. Le milieu de chaque puit est aspiré et remplacé par 90 p,| de tampon BRET (PBS
sans calcium ni magnésium, CaCl2 ImM, MgCl2 ImM, glucose | %). Lorsque les cellules sont
stimulées par les chimiokines ou les anticorps, 90 )il de tampon BRET sont ajoutés sur la 18"
moitié de la plague (colonnes de 1 a 6, sur les rangées 1 a 8) et 40 |al sur la 2"® (colonnes de 7 a
12, sur les rangées 1 a 8), tandis que 50 pi d’une préparation contenant 100 nM de chimiokines
ou 5 pg/ ml d’anticorps seront additionnés juste avant I’ajout de la coelentérazine. La mesure de
la fluorescence est alors effectuée sur la moitié de la plaque de 96 puits (colonnes de 1 a 6, sur les
rangées 1 a 8) (excitation a 485 nm, émission & 535 nm), par la machine Mithras LB 940
Multilabel Reader (Berthold). La coeletérazine (10 pl pour une concentration finale de 2.5 pM)
est ensuite ajoutée sur la 1“* moitié de la plaque, et la mesure de la luminescence est réalisée
(émission a 485 nm). Une fois que cette mesure est terminée, la plaque est alors conditionnée
pour I'analyse du signal BRET, qui s’effectue sur la 2@ moitié de la plaque : soit les cellules ne
sont pas stimulées, et la solution de coelentérazine est directement ajoutée, soit les cellules sont
stimulées par une chimiokine ou un anticorps, qui est ajouté juste avant la coelentérazine. La
plaque peut alors étre analysée. Le lecteur de BRET enregistre la luminescence et la fluorescence

et calcule le ratio BRET automatiquement.
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SUMMARY

It is well established that most G protein-coupled receptors are able to form homo- and
heterodimers, although the functional conséquences of this process often remain unclear.
CCRS5 is a chemokine receptor that plays an important role in inflammatory diseases, and acts
as a major co-receptor for human immunodeficiency viruses (HIV). CCR5 was previously
shown to homodimerize and heterodimerize with CCR2b, a closely related receptor. In the
présent study, we have analyzed the functional conséquences of this dimerization process, in
terms of ligand binding, stimulation of intracellular cascades and intemalization. BRET and
co-immunoprecipitation assays demonstrated that CCR5 and CCR2b heterodimerize with the
same efficiency as they homodimerize. In contrast to what has been reported earlier, no
cooperative signaling was observed following co-stimulation of the two receptors by their
respective ligands. However, we observed that CCR5-specific ligands which are unable to
compete for MCP-1 binding on cells expressing CCR2b alone, efficiently prevented MCP-1
binding when CCR5 and CCR2b were co-expressed. The extent of this cross-competition
was correlated with the amount of CCR5 expressed in cells, as determined by FACS analysis.
Similar observations were made for the CCR2b-selective ligand MCP-1, that competed
efficiently for MIP-Ip binding on cells expressing both receptors. Intemalization assays did
not allow us to demonstrate co-intemalization of the receptors in response to agonist
stimulation. Taken together, our observations suggest that CCR5 and CCR2b form homo-
and heterodimers with similar efficiencies, and that a receptor dimer can only bind a single

chemokine.



INTRODUCTION

G protein-coupled receptors (GPCRs) were in the past considérée! as acting as monomers.
However, dimerization has recently been described for a number of GPCRs, and it is
presently well accepted that most, if not ail GPCRs, are able to form homodimers.
Heterodimers bave been described as well for a growing number of receptors. In a few
situations, dimerization was shown to be essential for receptor trafficking and fiinctional
response (1;2), or to generate a binding site with a distinct pharmacology, as compared to the
monomeric (or homodimeric) receptors (3). In most other instances however, the significance
of the hetero-dimerization process observed in artificial conditions of heterologous
overexpression has not been established, and the fiinctional conséquences of this process

remains obscure.

CCRS5 is a member ofthe chemokine receptor family that binds MIP-la (CCL3), MIP-ip
(CCL4), RANTES (CCL5), MCP-2 (CCL8) and a truncated form of HCC-1 (CCL14) with
high afiinity (4, 5). CCR5 shares 75% identity with another chemokine receptor, CCR2b.
Most of the amino-acid différences are located within the extracellular domains and in the C-
terminal, intracellular, tail. Within their predicted transmembrane segments, CCR5 and
CCR2b share 91% identity. The CCR5 and CCR2b genes are located as a head to tail array in
the CC-chemokine receptor cluster, in the p21 région of the human genome, and resuit
presumably from a relatively recent duplication (6). Yet, the pharmacology of the two
receptors is clearly different, as CCR2b does not bind MIP-la, MIP-Ip, and RANTES, but
binds MCP-1 (CCL2) with high affinity. MCP-2 is shared by the two receptors. The ligand
binding specificity of these two receptors has been mapped to the extracellular domains,
particularly the second extracellular loop (7), in agreement with the sequence variability

found in these régions. In addition to its role as a chemokine receptor involved in the



recruitment of leukocytes in a number of pathological situations (rheumatoid arthritis, graft
rejection, neurodegenerative diseases, ...), CCR5 also constitutes the major co-receptor for
macrophage-tropic strains of human immunodeficiency virus (HIV), which allows, together
with CD4, binding of the viral particles to the cell surface through its envelope protein
gpl20, triggering the membrane fusion process (8, 9). The presence in human populations of
non-fimctional CCR5 genes, particularly the A32 allele, which encodes a truncated variant
retained in the secretory pathway, and providing to its carriers an almost complété résistance
to HIV, have highlighted the essential and non redondant réle of this receptor in HIV entry
(10-14). CCR2b and MCP-1 were shown to play a significant réle in the development of
atherosclerotic lésions (15). As other chemokine receptors, CCR5 and CCR2b are coupled to
the Gi class of heterotrimeric G proteins, and they inhibit adenylyl cyclase, promote
intracellular calcium mobilization, stimulate the MAP-kinase pathways, and promote actin

cytoskeleton remodeling and chemotaxis.

As other receptors belonging to the same family, CCR5 and CCR2b were shown to homo-
oligomerize (16-18, 21, 22), using a variety of techniques, including immunoprécipitation
and fluorescence (FRET) or bioluminescence résonance energy transfer (BRET) techniques.
CCR5 and CCR2b were also reported to form heterodimers (19, 20). However, there are
conflicting reports regarding the influence of receptor activation on the dimerization process,
and the functional conséquences of receptor dimerization. Some studies have reported
agonist-induced dimerization (18, 19), while no effects of ligands were observed in others
(21, 22). A study suggested that CCR5-CCR2b heterodimerization increased the sensitivity
and dynamic range of the chemokine response (19). No modification of the binding
properties of CCR5 or CGR2b, as a conséquence of the dimerization process, has however

been described so far, nor for other ehemokine receptors.



Both CCR2b and CCR5 are expressed on memory T lymphocytes and the monocyte-
macrophage lineage (23-25). If heterodimerization between these receptors has functional
conséqguences, either on the pharmacological binding profile, the signaling efficacy, or other
aspects of receptor fonction, such as intemalization or recycling, it might have important
implications in the physiology of leukocyte recruitment, the development of a variety of
human diseases, and the therapeutic approaches targeting these receptors. We have therefore
investigated the homo- and hetero-dimerization properties of CCR5 and CCR2b, as well as

its fonctional conséquences, in order to clarify the conflicting reports in the recent literature.



EXPERIMENTAL PROCEDURES

Antibodies

The anti-CCR5 monoclonal antibodies 2D7 and 2D7-PE were obtained from Invitrogen,
and MC-5 was kindly provided by Mathias Mack (Munich, Germany). The CCR2 antibodies
Doc-2, Doc-3 and Doc-4 were provided by Mathias Mack, 1D9 was a gift from Millennium
Pharmaceuticals, SC-20 was purchased from Santa Cruz Biotechnology, and N20-PE from

R&D Systems.

Recombinant cell Unes

CHO-KI cells were cultured in Ham’s F12 medium supplemented with 10% fétai calf
sérum (Invitrogen), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen), 250 pg/ml
zeocin (Invitrogen). The CCR2b coding sequence was cloned between the Bamlil and Xbal
sites of the bicistronic expression vector pEFIB3, as described (6, 7). The pEFIB3-CCR2b
construct was transfected by lipofection into a CHO-KI cell line expressing apoaequorin and
Gaie, or the same cell line expressing the wild-type CCR5 receptor (26). Cells expressing
CCR2 were selected by 10 pg/ml blasticidine (Invitrogen) for 14 days and further maintained
in the presence of 5 pg/ml blasticidine. Cells expressing CCR5 were maintained in the
presence of 400 pg/ml G418 (Invitrogen). The population of CHO-KI cells coexpressing
CCR5 and CCR2b were cloned by limiting dilution and the resulting clones were
characterized by flow cytometry analysis and ‘"I-MIP-ip and '""I-MCP-1 saturation binding

assays. Clones expressing different levels of receptors were selected on this basis.



Immunoprécipitation assays

Cells expressing the receptor(s) were washed with ice-cold PBS, harvested and lysed in a
solubilization buffer containing 1% Cymal-5 as described (27). G-Sepharose beads were
preincubated for 4 hours at 4°C with the anti-CCR5 or anti-CCR2b antibodies, and the cell
lysates were incubated ovemight at 4°C with the beads. The beads were then washed three
times in the solubilization medium, pelleted, resuspended in an equal volume of SDS-PAGE
sample buffer and incubated for 1 h at 55°C under slow agitation, before being loaded on
10% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were electrotranferred to nitrocellulose membranes,
and ffee binding sites were blocked by incubation in Tris-HCI buffered saline containing
0.1% Tween 20 and 5% nonfat dry milk. CCR5 and CCR2b were detected by using MC5
(1/1000), SC20 (1/200) or 1D9 (1/1000) monoclonals, followed by horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG (MC5 and 1D9) or donkey anti-goat IgG (SC-20)
antibodies, and visualized by chemiluminescence (Lumilight+ Western blotting kit. Roche

Molecular Biochemicals).

Binding assays

Cells expressing receptors were grown near to confluence, collected ffom plates in Ca**- and
Mg -ffee PBS, centrifiged for 5 min at 1500 g and washed with PBS. Cells resuspended in
buffer A (15 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 mM MgCb, 0.3 mM EDTA, | mM EGTA) and
homogenized in a glass homogenizer. The homogenates were first centrifiiged for 5 min at 500 g
and the resulting supematants at 40,000 g for 30 min at 4°C. The cell membrane pellet was
washed in buffer A, and resuspended in buffer B (75 mM Tris-HCI pH 7.5, 12.5 mM MgCb, 0.3
mM EDTA, | mM EGTA, 250 mM sucrose) at a protein concentration of approximately 1
mg/mL. Protein content was assayed using the bicinchoninic acid reagent (Pierce) with bovine

sérum albumin as a standard. Crude membrane fractions were stored at -80°C before use.



Saturation binding experiments were carried out in Minisorb tubes (Nunc) in 0.1 ml final volume
of assay buffer (50 mM Hepes pH 7.4, | mM CaCb, 5 mM MgClz, 0.5% BSA), containing 2 pg
membrane proteins and increasing concentrations of' " I-MIP-Ip or ‘*-MCP-1 (spécifie activity
2200 Ci/mmol, Amersham). Total binding was measured in the absence of competitor, and
nonspecific binding was measured with a 100-fold excess of unlabeled ligand. For compétition
binding experiments, the assay buffer was supplemented with 0.2 nM of "*I-MIP-ip or 0.1 nM
of'|-MCP-| as tracers and with variable concentrations of MIP-Ip, MIP-la, RANTES, MCP-
1, MCP-2, or the 2D7 or Doc-4 monoclonal antibodies as unlabeled competitors. Samples were
incubated for 90 min at 27 °C, and then bound tracer was separated by filtration through GF/B
filters presoaked 0.5% polyethylenimine. Filters were counted in a P-scintillation counter.
Binding parameters were determined with the PRISM software (Graphpad Softwares) using

nonlinear régression applied to a single site, or two sites, binding model.

Intracellular calcium mobilization assay

The ftanctional response to chemokines was analyzed with an aequorin-based assay as
previously described (26). Briefly, cells were harvested from plates with and Mg™\-free
DMEM supplemented with 5 mM EDTA and centrifuged for 2 min at 1000 g. The pellet was
resuspended in DMEM at a density of5 x 10" cells/ml, and incubated for 4 h in the dark in the
presence of 5 pM coelenterazine H (Promega Corporation). Cells were then diluted 5-fold
before use. Variable concentrations of chemokines in a volume of 50 pl of DMEM were added
to 50 pl of cell suspension (25,000 cells) per well. Luminescence was measured for 30 sec in an
EG&G Berthold Iluminometer (PerkinElmer Life Sciences). Half-maximal effective
concentrations (ECs0) were determined with the GraphPad Prism software using nonlinear
régression applied to a sigmoidal dose-response model. The reported values are the mean +

S.E.M. ofat least three independent experiments.



Receptor internalization assay

CHO-KI cells expressing CCR5, CCR2b or both were cultured in 3-cm dishes until
confluence. The day befbre the assay, the cells were serum-starvcd in DMEM containing 20
mM Hepes and 1% BSA. One dish of each cell type was set aside on ice for détermination of
the basal level of receptors at the cell surface. Agonists were added to the other dishes, which
were incubated at 37°C for 30 min. Cells were then put on ice, washed twice with ice-cold
PBS, and incubated for 30 min with saturating concentrations of 2D7-PE or N20-PE. Finally,

cells were washed again and analyzed on a FACScan.

BRET assays

The cDNAs encoding EYFP and a humanized form of Renilla luciferase were flised in
ffame to the 3' end of CCR5 and CCR2b cDNAs in the pcDNA3.1 vector, as described
previously (22). A BRET protocol adapted to cell monolayers was developed (Urizar
Andrieu et al., will be described in details elsewhere). Briefly, human embryonic kidney
(HEK-293) cells, maintained in DMEM supplemented with 10% fétai bovine sérum, were
seeded at a density of 3 x 10" cells per 100-mm plates. The next day, the cells were
transfected by the calcium phosphate précipitation method, using a constant amount of
plasmid DNA but various ratios of plasmids encoding the fusion protein partners (28). The
different combinations tested were CCR5-hi?luc with CCR5-EYFP and CCR2b-hi?luc with
CCR2b-EYFP for homodimerization studies, and CCR5-h7iluc with CCR2b-EYFP and
CCR2b-h/illuc with CCR5-EYFP for heterodimerization studies. The empty vector
pcDNA3.1 was used as carrier when necessary. A control corresponding to mock-transfected
cells was included in order to subtract the raw basal luminescence from the data. Twenty-four

hours aller transfection, the cells were collected, resuspended in the same medium without



phénol red at a density of 300,000 cells/ml and distributed in 96-well optical bottom plates

(Nunc, 30.000 cells/well).

Forty-eight hours after transfection, the medium was replaced by BRET buffer (PBS
eontaining 1 mM CaCb, | mM MgClz2 and 1% glucose). The expression ofthe EYFP fusion
proteins was estimated by measuring the fluorescence of the eells at 535 nm following
excitation at 485 nm, using a Mithras LB 940 Multilabel Reader (Berthold). Fluorescence
was recorded as fold over background (mock-transfected cells). The cells were incubated for
15 min with 2.5 pM coelenterazine H (Promega), and luminescence of luciferase was
recorded at 1,5, 10, and 15 minutes. In parallel, BRET was measured as the fluorescence of
the cells at 535 nm at the same time points. The BRET ratio is defmed as [(émission at 510-
590)/(emission at 440-500)] - Cfwhere Cfcorresponds to (émission at 510-590)/(emission at

440-500) for the -hRIluc construct expressed alone inthe same experiment.
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RESULTS

Characterization of cell Unes expressing CCR5 and CCR2b

In order to characterize CCR5/CCR2b dimerization, CHO-KI cell Unes stably co-
expressing CCR5 and/or CCR2b were isolated and analyzed for the level of expression ofthe
two receptors at the cell surface by FACS, using receptor-specific monoclonal antibodies,
and by saturation binding assays using respectively '*I-MIP-ip and '"I-MCP-| as tracers
(data not shown). Four cell Unes were selected for the different studies performed in the
présent work. A parental CCR5-expressing CHO-KI cell Une (C5) was previously
characterized as expressing about 2.7 pmoles/mg membrane proteins in binding assays (26).
This cell Une was used as the récipient for CCR2b co-expression, and two clones (C25-12
and C25-15) expressing both receptors were selected on the basis of FACS and binding
assays. FACS analysis did not discriminate between the parental Une and the two daughter
Unes in ternis of CCR5 expression'. In a '""I-MIP-ip saturation binding assay, the Bmax was
estimated to 2.9 pmoles/mg proteins for clone C25-12 and 3.4 pmoles/mg proteins for clone
C25-15. CCR2b expression was determined by "“-MCP-1 saturation binding assay to 0.62
pmoles/mg proteins for clone C25-12 and 2.4 pmoles/mg proteins for clone C25-15. As a
control, a CCR2b-expressing CHO-KI cell Une (C2) established independently was
characterized by a Bmax of 0.51 pmoles/mg proteins, similar to that of clone C25-12. FACS
analysis, using anti-CCR2b mAbs, confirmed the relative expression level of this receptor in
the three Unes. The estimated Ko of CCR5 and CCR2b for their respective ligands in binding
assays (data not shown) was consistent with previously described values. The FACS analysis
demonstrated that the clones were homogeneous in tenus of receptor expression, and regular

testing confirmed stable expression over time.
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Co-immunoprecipitation of CCR5 and CCR2b

We next investigated whether CCR5 and CCR2b associate with each other by conducting
co-immunoprecipitation experiments with spécifie mAbs on whole-cell lysates. CCR2b
immunoprécipitation by the Doc-2 mAb, followed by CCR2b immimodetection by the SC-20
mAb confirmed binding and FACS data, by showing that clone C25-15 expresses more
CCR2b than clone C25-12 (not shown). The varions reactive bands (38, 40 and 43 kDa) were
shown previously to correspond to different glycosylation States of CCR2b (29).
Immunodetection of CCR5 following CCR2b immunoprécipitation indicated that CCR5 was
successfully co-precipitated with CCR2b, with a single immunoreactive band detected at 45
kDa (Fig. la). A faint signal was also observed in cells expressing CCR5 only, suggesting
mild cross-reactivity of the anti-CCR2b monoclonal used for immunoprécipitation, or
contamination of the pellet by residual particular éléments containing the receptor. Similar
observations were made with another anti-CCR2 mAb, Doc-3 (data not shown). Co-
immunoprecipitation of CCR5 was also observed when the Doc-2 monoclonal was added
before lysis of the clone C25-12 cells (results not shown), demonstrating the association of
CCR5 and CCR2b at the cell surface. The cmde lysate was run in parallel on gels, and
immunodetection of CCR5 by the MC5 monoclonal detected CCR5 monomers (45 kDa), as
well as oligomers (approximately 70 kDa). The intensity of the signal was similar for the
three cell fines expressing CCR5, demonstrating that equal numbers of cells were engaged in

the experiments (Fig. le).
Bioluminescence résonance energy transfer (BRET) assays

In order to study the homo and heterodimerization of CCR5 and CCR2b in living relis, -we.
applied the BRET technique. CCR5 and CCR2b were fused at their C-terminus with either

luciferase (h/?luc) or EYFP, and the constructs were co-transfected to assess homo- or hetero-
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dimerization. As described previousiy (22), energy transfer was observed between CCR5-
h/?luc and CCR5-EYFP, in a ligand-independent manner (Fig. 2a). A similar energy transfer
was observed between CCR2b-h/iluc and CCR2b-EYFP, as well as between CCR2b-h/iluc
and CCR5-EYFP (Fig. 2b and c). In these cases as well, addition of ligands did not affect the
energy transfer either positively or negatively (data not shown). The BRETs0 value, which is
considered to constitute a measure of the "affinity" between the two studied proteins, was
found to be similar for CCR5-CCR5 (0.12 + 0.04), CCR2b-CCR2b (0.26 + 0.11) and CCR5-
CCR2b (0.09 + 0.04) interactions. As Controls, the thyrotropin receptor (TSHR) and
GABADb2 receptor fused to EYFP were used in combination with CCR5-h/?luc and CCR2b-
h/tluc. A much lower energy transfer was observed in these situations, with a slower

saturation for which no reliable BRET50 could be determined (data not shown).

Aequorin-based functional assay

CCR5 and CCR2b were previously described to act synergistically when co-expressed in
the same cells. Indeed, it was reported that co-stimulation by ligands of both receptors
(RANTES and MCP-1) resulted in the activation of the cells (calcium mobilization) for
chemokine concentrations 10- to 100-fold lower than those necessary to activate cells
expressing a single receptor (19). We therefore repeated these experiments in our cell Unes
expressing one or the two receptors, by establishing detailed concentration-action curves
using the aequorin-based calcium mobilization assay. MCP-1 and RANTES alone induced
calcium mobilization with ECso consistent with earlier reports (26). The values were not
affected by the co-expression of the two receptors, as similar values were obtained for the
Unes expressing a *gle receptor or both (Fig. 3a, b. Table 1), Furthermore, the simiiltanenii.s
stimulation by MCP-1 and RANTES did not modify significantly these values (Fig. 3a, b and

c). Therefore, our data do not support the cooperativity hypothesis among CCR5/CCR2b

13



heterodimers, but rather an independent behavior of both receptors in ternis of fiinctional

stimulation ofintracellular cascades.

Binding assays

We next examined the ability of the ligands of each receptor to compete for *I-MIP-ip
and I-MCP-1 binding to membranes of cells expressing CCR5 and/or CCR2bh. As
expected, MIP-la (not shown), MIP-ip, RANTES (nhot shown) and MCP-2 inhibited the
binding of ""I-MIP-lp on membranes containing CCR5 alone (Fig. 4a), while MCP-1
competed with a low affinity (ICs0 = 212 nM), as previously described (4). Similarly, MCP-1
and MCP-2 competed for the binding of “I-MCP-1 on membranes containing CCR2b alone
(Fig. 5a), while MIP-la(not shown), MIP-ip (Fig. 5a) and RANTES (not shown) were
unable to compete, in agreement with the previously described pharmacology of the receptor
(30). Unexpectedly however, modifications in the compétition patterns were observed on
membranes prepared ffom cell lines co-expressing CCR5 and CCR2b. In the ""I-MIP-ip
binding assay, MIP-la, MIP-ip, RANTES and MCP-2 behaved similarly, but the apparent
affinity of MCP-1 was considerably increased (Fig. 4b and c), and the profile ofthe curve for
the C25-12 clone (Fig. 4b) suggested two binding sites with high and low affinities (ICso of
0.5 and 150 nM respectively). The parameters of these high and low affinity sites correspond
to the affinities of MCP-1 for respectively CCR2b and CCR5. However, the existence of two
sites was barely détectable for C25-15 clone that expresses more CCR2b. Conversely, in the
'""M|-MCP-1 binding assay, compétition by MCP-1 and MCP-2 was unaffected by CCR5
coexpression (Fig. 5b and c), while a significant compétition by MIP-la(not shown), MIP-
ip (Fig. 5b and ¢) and RANTES'(not shown) was now observed. The calculated 1Cso
obtained for clones cl2 and cl5 were similar to those obtained for these chemokines in the

I-MIP-ip binding assay. However, the compétition was incompléte, as it represented only
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55% ofthe spécifie binding for clone cl5 that expresses high levels of CCR2b, and 70% for
clone cl2 that expresses lower levels of this receptor. These results suggest therefore that
ligands ffom one receptor are able to compete for the binding of the tracer on the other, in a
manner that appears to correlate with the expected proportion of heterodimers. We also
showed that a truncated variant of RANTES, [10-68]-RANTES, that acts as a very partial
agonist on CCR5, while keeping its affmity for the receptor, is able to compete for MCP-1
binding as efficiently as RANTES itself on cells co-expressing CCR5 and CCR2b (data not

shown).

In order to investigate whether steric hindrance at the surface ofthe receptor might explain
this observation, we tested in both binding assays monoclonal antibodies that bind to CCR5
or CCR2b, and that were previously shown to prevent chemokine binding without activating
the receptors (31, 32). The anti-CCR5 mAb 2D7, which is directed against the second
extracellular loop of CCR5, prevented I-MIP-1(3 binding on membranes containing CCR5
or the two receptors, but did not affect binding of '*I-MCP-1 (Fig. 6). Similarly, the anti-
CCR2b mAb Doc-4, which recognizes a multi-domain epitope of CCR2b (32), prevented

""M-MCP-1 binding but not *I-MIP-1P binding (Fig. 6).

Co-internaUzation assays

Heterodimerization of G protein-coupled receptors has been reported to promote the co-
intemalization of a receptor upon stimulation of the other member of the dimer (33, 34), or
to inhibit the intemalization of the stimulated receptor in other cases (34). Intemalization of
CCR5 and CCR2b was therefore monitored by FACS analysis in cells expressing both
receptors, following stimulation of CCR5 by RANTES, or CCR2b by MCP-1. The réduction
of cell surface CCR2b, following stimulation by increasing amounts of MCP-1, was observed

for the three Unes expressing the receptor, although the process was more obvions for clone
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C25-12, that expresses lower levels of CCR2b (Fig. 7a). Co-expression of CCR5 did not
appear therefore to inhibit the intemalization of CCR2b. MCP-1 stimulation did not trigger
intemalization of CCR5 (Fig. 7b). RANTES promoted intemalization of CCR5, whether or
not CCR2b was co-expressed (Fig. 7¢), while it did not modify the CCR2b immunoreactivity
in cells expressing both receptors (Fig. 7d). The simultaneous stimulation of CCR5 and
CCR2b by RANTES and MCP-1 did not resuit in an enhancement of the intemalization
process for either receptor in cells expressing both (data not shown). Taken together, these
results suggest that the intemalization of CCR5 and CCR2b is not significantly affected by
the formation of heterodimers. As our other data indicate that the number of CCR5/CCR2b
heterodimers might be in equilibrium with homodimers, according to the level of expression
of each receptor, it may suggest that receptor dimers are not stable over time, but might
dissociate upon activation to allow intemalization of one of the receptors only. It should be
noted however that the sensitivity of flow cytometry to detect removal of receptors from the

cell surface is limited, and that mild modifications might be overlooked in these experiments.
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DISCUSSION

We héave analyzed in the présent work the dimerization properties of CCR5 and CCR2b
and their functional conséquences, following co-expression of the two receptors in a
heterologous System. The selected clones express levels of receptors that allow binding,
functional and biochemical studies. These levels are about ten fold higher than those
observed in primary cells such as macrophages and T cells. CCR5 levels are similar in the
three lines expressing the receptor. Clone C25-15 expresses about equal amounts of CCR5
and CCR2b, while clone C25-12 expresses about 5-fold higher amounts of CCR5 as

compared to CCR2b.

As previously reported by different groups, CCR5 is able to form homodimers, as
determined by immunoprécipitation and BRET assays. CCR5 is also able to heterodimerize
with CCR2b, which is not unexpected, given the strong similarity between the two receptors,
particularly within the transmembrane segments which are believed to médiate these inter-
receptor interactions. The apparent affinity of CCR5 for itself of for CCR2b appears to be in
the same range, as suggested by the détermination of BRET50 in both cases. As a
conséquence, the formation of homo- or heterodimers is expected to be strictly regulated by
mass action, and by the level of expression of the two receptors in the cells. The derived
BRET50 values suggest that homo- and heterodimerization would occur for levels of
expression found in leukocytes. Heterodimerization between CCR5 and CCR2b was also
confirmed by co-immunoprecipitation, although the low recovery of immunoprecipitated
heterodimers, contrasting with the high BRET signal observed between the two receptors,

suggests that most dimers dissociate during the immunoprécipitation procedure.

In contrast to what was reported earlier (18, 19), the homo- and heterodimerization

process was found to be independent from agonist-induced stimulation of the receptors.
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While agonist-stimulation independent CCR5 homo-oligomerization has been demonstrated
previously (21, 22), our experiments have shown that CCR2b homodimers can also form in
the absence of stimulation by agonists. Synergistic effects have previously been suggested
following co-stimulation of CCR5 and CCR2b expressed in the same cells. It was reported
that 10- to 100-fold lower concentrations of RANTES and MCP-1 applied simultaneously
were required for activation, as compared to the activation of each receptor independently
(19). We did not observe such a synergistic effect, as the functional responses obtained for
low concentrations of CCR5 and CCR2b ligands were strictly additive when applied
together. This is actually not surprising to us. If positive cooperativity was occurring within
an CCR5/CCR2b heterodimers, similar cooperativity would be expected as well within
CCR5 and CCR2b homodimers. The coactivation of both partners of an heterodimer by
different chemokines, or the coactivation of the two partners of an homodimer by a single

chemokine, would indeed resuit in a similar functional response.

Binding assays led however to a previously unreported observation either in homo- or
heterodimers. Cross inhibition of ligand binding was observed between CCR5 and CCR2b
coexpressed in the same cell line. As this observation was made on membrane préparations,
the involvement of intracellular cascades can be excluded. We therefore attribute these
observations to the formation of heterodimers between CCR5 and CCR2b, as seen in BRET

experiments. The partial compétition observed in the *I-MCP-1 binding assay for MIP-la,

MIP-ip and RANTES was found to be correlated to the expected proportion of
CCR5/CCR2b heterodimers. Indeed, on membranes from clone C25-15, that expresses equal
amounts of CCR5 and CCR2b, the expected proportion of CCR2b molécules engaged in the
formation of heterodimers is 50%, considering that no preference exists for the formation of
homodimers. On this clone, CCR5-specific ligands competed for 55% of spécifie MCP-1

binding. Clone C25-12 expresses CCR5 at a level about 5-fold higher than CCR2b, and the
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expected proportion of CCR2b molécules involved in heterodimers is in the range of 80%, in
agreement with the higher level of compétition observed in this situation (about 70 % of
spécifie binding). The situation is similar in the ' I-MIP-ip binding assay, considering that
MCP-1 is able to bind CCR5 with low affmity. Therefore, in co-expression conditions, fiill
compétition is observed for MCP-1, with a high affmity site corresponding to the indirect

compétition through the dimer, and a low affinity site corresponding to direct compétition.

Previous studies have reported modifications of the pharmacological profile of receptors
following their co-expression with other receptors and the formation of heterodimers.
Changes in the ligand-binding properties of the adenosine Ai and the purinergic P2Yi
receptors have been described (35). Ligand-binding studies have revealed a significant
réduction of affinity for Ai agonists and antagonists on membranes of cotransfected cells, and
a 400-fold increase in the affmity of ADPpS, a P2Yi agonist. Modifications of the functional
responses to agonists were also reported, as measured in an adenylyl cyclase assay. Similarly,
the K and 6 opioid receptors were shown to heterodimerize, thereby creating a binding site
with an original pharmacological profile, distinct ffom individual receptors expressed
independently, both in terms of binding and of functional responses. This new binding site
could be activated synergistically by sélective ligands of both receptors (3). These situations
are however different from the observations reported here. First, we did not detect alterations
of the functional responses of the co-expressed receptors; second, no evidence for binding
compétition on one receptor by the spécifie ligands of the other has been reported in these
other studies. Although dimerization is likely driving the modifications of the
pharmacological properties in these three situations, the mechanisms involved in each case is

likely different.
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The structural requirements for the formation of CCR5 or CCR2b homodimers, or of
CCR5/CCR2b heterodimers are not know at this stage. The strong similarity among the two
receptors makes likely that a similar interface is formed in the three situations. Recently,
Hemanz-Falcon et al. have proposed the involvement of the transmembrane domains TMI
and TM4, as potential interface between the two receptors (20). The identification of the
précisé interaction domain will however require further investigation. Other domains of
GPCRs have indeed been involved in the stabilization of dimeric or multimeric States. One of
the well characterized dimers is that formed by the two subtypes ofy-aminobutyric acid type
B receptors. The caBAbi and cAaBaAw receptors interact through their cytosolic C terminal
domain, an heterodimerization process which is essential both for the trafficking of the
receptors from the endoplasmic réticulum to the plasma membrane, and for their flinctional
response to agonists (36). Bradykinin B2 receptors have been reported to dimerize through
their extracellular amino-terminal domain (37), while transmembrane segments VI and/or V11
were proposed as the dimer interface for the P-adrenergic receptor (38) and for the D2

dopamine receptor respectively (39) pas sure de cette ref

In chemokine receptors in general, and in CCR5 and CCR2b in particular, the extracellular
N-terminal domain and loops have been shown to be involved in the formation of a high
affinity complex with the core domain of chemokines. The unstructured N-terminal domain
of chemokines is involved in the activation of the receptors, presumably through a direct
interaction with the transmembrane hélix bundle, thereby triggering conformational changes

in the receptor (7, 26, 40).

The mechanisms by which trans-binding compétition occurs within CCR5/CCR2b
heterodimers is not determined precisely so far. In theory, it might resuit from a variety of

interactions across the members of the dimer. First, the formation of heterodimers might
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modify the structure of the individual binding sites, so that the CCR2b site that would bind
MCP-1 in the monomeric and homodimeric States now accomodates the CCR5-specific
ligands as well. This hypothesis appears however unlikely, as the binding properties of the
bona-fide ligands of each receptor appear unchanged following co-expression. As an
example, in '"I-MIP-1|3 binding assays, the ICso measured for MIP-la, MIP-ip and
RANTES are unchanged whether performed on CCR5 expressing cells or cells co-expressing
CCR5 and CCR2hb. Also, no compétition for ' I-MIP-ip was observed using an anti-CCR2b
mADb, or for I-MCP-1 using an anti-CCR5 mAb, demonstrating that each iodinated tracer
continues to bind to its spécifie receptor within the dimer. A second hypothesis would be that
a chemokine bound to one ofthe receptors overlaps onto the binding site ofthe other receptor
of the dimer, thereby preventing the simultaneous binding of a second chemokine onto the
dimer. The fact that mAbs bound to one receptor do not prevent binding ofa chemokine onto
the other, despite the larger size of immunoglobulins as compared to chemokines, might be
taken as an argument against this hypothesis. A third hypothesis would be that the binding of
an agonist to one of the receptors induces a conformational change in both members of the
dimer, thereby modifying the binding site of the other receptor. The fact that [10-68]-
RANTES, a CCR5 ligand with weak agonist properties, is as effective as RANTES in
competing for MCP-1 binding suggests however that flill activation of the receptor is not
required. A last hypothesis, that would involve post-receptor signaling pathways, may be
discarded, as our observations were made on membranes in which limited signaling events
may occur. Our remaining working hypothéses are therefore steric hindrance and induced

conformational change within receptor dimers.

The functional significanee of the homo- and heterodimerization of CCR5 and CCR2b
remains to be determined. It appears that, as described for the p2-adrenergic receptor, the

major part of the reeeptors in a cell is in a dimeric form (22, 41, 42). Our observations
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regarding the binding properties of CCR5/CCR2b heterodimers suggest that heterodimers
and présumable homodimers as well are able to bind a single chemokine. It should be noted
that the apparent Bmax calculated from saturation binding assays using MIP-ip as tracer is 2.7
pmoles/mg proteins for the parental CHO-KI cell line expressing CCR5 alone, and 2.9 and
3.5 pmoles/mg protein for the C25-12 and C25-15 clones derived ffom it. We attribute this
mild but reproducible increase in Bmax to the fact that more CCR5 molécules are able to bind
the tracer, as a conséquence of the dimerization with CCR2b which is not occupied by its
ligand. This observation tends to support the hypothesis that only half of the actual CCR5
molécules are available for binding in recombinant cell Unes. It has recently been described
that dimers of the leukotriene LTB4 receptor forms in vitro a complex with a single

heterotrimeric G protein (43).

Heterodimerization does not appear to modily the efficiency of signaling of chemokine
receptors in CHO-KI cells through the calcium release pathway. However, our présent
experiments do not allow to exclude that the dimerization State (homo- or hetero-) might be
required for efficient signaling. Receptors impaired in their dimerization potential should be
designed to test this possibility. It is also not excluded that heterodimerization of CCR5 and
CCR2b might modily the range and/or efficacy of signaling cascades, other than the

intracellular calcium release mediated by Gi proteins.

Varions functional conséquences of receptor dimerization have been reported in the
littérature. Hebert et al. showed that agonist stimulation of the p2-adrenergic receptor
stabilizes the dimeric State of the receptor, and that the dimerization process is important for
triggering the signaling transduction pathways. In the case of CCR5, it has been suggested
that dimerization of the truncated A32 variant with wild-type CCR5 would retain the

functional receptor in the endoplasmic réticulum, thereby presenting dominant négative
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properties (20). This observation bas however not been confirmed, as other studies have
clearly demonstrated the absence of dominant négative effects and that reduced cell surface

expression of CCR5 in CCR5A32 hétérozygotes is mediated by gene dosage only (44).

Finally, the fiinctional conséquences of the fact that a chemokine receptor dimer is able to
bind a single chemokine will hdve to be studied further. Indeed, most of our knowledge
related to chemokine receptor pharmacology and function has been derived from the study of
receptors expressed in heterologous Systems, in which they likely form homodimers. The
design of a set of obligate receptor monomers, and the use of receptor mutants déficient in
one of its natural properties (binding, activation, desensitization, ...) will be necessary for
evaluating further the fiinctional relevance of the dimerization process. Heterodimers
between CCR5 and CCR2b, characterized by their different pharmacology, will be an idéal
model to understand the mechanisms underlying the négative binding cooperativity. As such
a mechanism might involve the induction of conformational changes between the dimer
partners, these studies might also help to understand the conformational changes associated

with receptor activation, with broad implications in the GPCR field in general.
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Legends to figures

Table 1. Functional parameters of cell Unes. The ECso ofthe functional response ofthe
cell Unes was determined by non linear régression using the Graphpad Prism software and a
sigmoidal dose-response model. The displayed data are représentative of at least three

independent experiments (mean =+ s.e.ra).

Figure 1. Co-immunoprecipitation of CCR5 and CCR2b. CHO-KI eells, untransfected
(WTAII), or expressing CCR5 (C5) , CCR2b (C2) or both receptors (clone C25-12) were
lyzed (2 x 10® eells per lane), and receptor complexes were immunoprecipitated using anti-
CCR5 (2D7) or anti-CCR2b (Doc-2) monoclonals, separated on SDS-polyacrylamide gels,
transferred to nitrocellulose membranes, and detected by anti-CCR5 (MC-5) or anti-CCR2b
(SC-20) monoclonals. (a) Immunoprécipitation by Doc-2 and immunodetection by MC5. The
band corresponding to the CCR5 monomer (plain arrowhead, 43 kDa) is indicated. (b)
Immunoprécipitation by Doc-2 and immunodetection by SC-20. Plain arrowheads indicate
the position of the different glycosylated forms of CCR2b (43, 40 and 38 kDa). (c)
Immunodetection of CCR5 (MC5 mADb) in crude lysates from the same cell populations (3 x
10® eells per lane). Plain arrowheads indicate the position ofthe CCR5 monomers and dimers
(43 and 70 kDa, respectively). The bands corresponding to the IgG heavy chain (IgG) is

indicated as well as the position ofthe markers (45, 66 and 97 kDa).

Figure 2. BRET assays. HEK-293 eells were transfected with a constant amount of the
hRIluc fusion and increasing amounts of the EYFP fusion, and homo- and heterodimerization
of CCR5 and CCR2b was investigated by measuring the energy transfer between the two
partners, (a) CCR5-hiilluc and CCR5-EYFP constmets. (b) CCR2b-hRluc and CCR2b-EYFP
constructs. (c) CCR2b-h/iluc and CCR5-EYFP constmets. The abscissa represents the

measured expression of CCR5-EYFP or CCR2b-EYFP divided by the measured expression

28



of CCR5-h/ILuc or CCRb hRLuc. The ordinale is a measure of the fraction of the hRIluc
fusion partner involved in an interaction with the EYFP fusion partner, defined as the BRET
ratio. The BRETs0 values were calculated by non linear régression using a single site

saturation binding model.

Figure 3. Aequorin-based functional assays. Functional responses of receptors in cells
co-expressing CCR5/CCR2b (clones C25-12 and C25-15) or each receptor alone were
measured using the aequorin-based functional assay. Clones C25-12 (b) and C25-15 (c) were
incubated with a range of concentrations of RANTES, MCP-1 or a mixture of both
chemokines, and luminescence was recorded for 30 s. CHO-KI cells expressing CCR5 or
CCR2b alone were incubated with their respective ligands and used as positive Controls (a).
The results were normalized for the basal luminescence of the cells in absence of agonist (0
%) and the maximal response obtained for each receptor with the référencé chemokine (100
%). The functional parameters (ECso, Emax) were determined by non linear régression using
the Graphpad Prism software and a sigmoidal dose-response model. The displayed data are
représentative ofthree independent experiments. Ail data points were performed in duplicates

(error bars: s.e.m).

Figure 4. MIP-ip compétition binding assay. Compétition binding assays was
performed on clone C5 expressing CCR5 alone (a) or clones C25-12 (b) and C25-15 (c) co-
expressing CCR5 and CCR2b, using 'I-MIP-ip as tracer, and MIP-ip, MCP-1 and MCP-2
as competitors. The data were normalized for nonspecific binding determined in the presence
of 300 nM MIP-ip (0%), and spécifie binding in the absence of competitor (100%). The
displayed data are représentative of at leastjhree”independent experiments. AH data points

were performed in triplicates (error bars: s.e.m).
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Figure 5. MCP-1 compétition binding assay. Compétition binding assays was
performed, on clone C2 expressing CCR2b alone (a) or clones C25-12 (b) and C25-15 (c) co-
expressing CCR5 and CCR2b, using ""I-MCP-1 as tracer, and MIP-ip, MCP-1 and MCP-2
as competitors. The data were normalized for nonspecific binding determined in the presence
of 300 nM MCP-1 (0%), and spécifie binding in the absence of competitor (100%). The
displayed data are représentative of at least three independent experiments. Ail data points

were performed in triplicates (error bars: s.e.m).

Figure 6. Compétition binding assays using CCR5- and CCR2b-specific mAbs.
Different concentrations of 2D7 and Doc-4 (0, 0.1, 1, 5 and 10 pg/ml) were tested for their
ability to compete with the binding of' *MI-MIP-ip (a) or ""I-MCP-1 (b) to clones CIl2-25
and CI5-25 and CHO-KI cells expressing CCR5 or CCR2b alone. The data were normalized
for nonspecific binding determined in the presence of 300 nM MIP-ip or MCP-1 (0%), and
spécifie binding in the absence of competitor (100%). The displayed data are représentative

of at least three independent experiments. Ail data points were performed in triplicates (error

bars: s.e.m).

Figure 7. Co-internalization assays. Different concentrations of MCP-1 (0, 1, 10, 25, 50
and 100 nM) were tested for their ability to promote intemalization of CCR2b (a) and CCR5
(b) in clones C25-12 and C25-15. Similarly, different concentrations of RANTES (0, 1, 10,
25, 50 and 100 nM) were tested for their ability to promote intemalization of CCR5 (c) and
CCR2b (d) in clones C25-12 and C25-15. CHO-KI cells expressing CCR2b or CCR5 alone
were used as positive Controls for respectively CCR2b (a) and CCR5 (c) intemalization. Cell
surface CCR2b was detected by flow cytometry using the phycoerythrin (PEVeonjugated

N20 mAb, while CCR5 was detected with 2D7-PE. Results were normalized for the
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fluorescence of unstimulated cells (100%) and for the background fluorescence (0%). AU

experiments were repeated at least twice with similar results.
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ECso (nM) C5 c2
RANTES 0.19 +0.04
MCP-1 - 0.21 £0.06

RANTES+MCP-1

El-Asmar et al., Table 1

C25-12

0.17 £0.02

0.07 +0.01

0.055 + 0.005

C25-15

0.13 +0.03

0.040 = 0.006

0.065 = 0.007
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