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Laurence BOUCHET-DELBOS
Soutenu le 3 Novembre 2011
Résumé

Le syndrome WHIM (SW) est une maladie immuno-hématologique rare de
transmission autosomique dominante qui se caractérise par une abondance de verrues (W,
Warts) liées a des infections récurrentes par le virus du Papillome humain, une
hypogammaglobulinémie (H), des infections bactériennes a répétition (I) et une rétention
anormale de neutrophiles hypermatures dans la moelle osseuse (M, Myélokathexie). Ce
tableau clinique est invariablement associé a une leucopénie circulante qui affecte un grand
nombre de populations leucocytaires. Le SW se caractérise également par une hétérogénéité
génétique : les patients sont porteurs ou non d’une mutation hétérozygote du géne codant pour
CXCRA4. Ils partagent un gain de fonction de ce récepteur qui se manifeste par un défaut de
désensibilisation de CXCR4 et une hypersensibilité a son ligand CXCL12. Les conséquences
in vivo de I’hyperactivité¢ du CXCR4 muté ne pouvant étre appréhendées chez I’homme, nous
avons généré, selon une stratégie de Knock In, un modele murin hétérozygote pour la
mutation de Cxcr4 en position 1013.

Chez les souris ainsi obtenues (souris Cxcr4*'’7), I’expression membranaire de Cxcr4
est préservée et nous avons observé une leucopénie profonde et un gain de fonction du
récepteur. Ceci nous a permis d’identifier ces souris comme un modele leucopénique du SW.
Nous avons ensuite étudié dans quelle mesure le gain de fonction de Cxcr4 muté affecte les
processus de thymopoiese, de lymphopoiese B et de granulopoiese. Ainsi, nous avons pu
montrer que 1’hyperactivité du récepteur muté altere la lymphopoicse B et T, et qu’elle
perturbe le trafic des leucocytes dans les organes lymphoides secondaires. En effet, la rate
présente une forte hypoplasie qui s’accompagne d’une diminution aussi bien des lymphocytes
B (LB) et T (LT), alors que nous avons observé une hyperplasie ganglionnaire qui se
caractérise par une augmentation trés importante des LB et LT, et s’accompagne d’une
désorganisation de 1’architecture ganglionnaire. Ainsi, la lymphopénie circulante pourrait
s’expliquer par une diminution de production des lymphocytes et une altération du trafic
périphérique de ces cellules dans les tissus lymphoides secondaires. Enfin, I’administration a
ce modele murin d’un antagoniste de CXCR4, I’AMD3100, a permis de corriger la lympho-
neutropénie circulante, offrant une nouvelle piste thérapeutique.

Le modele murin Cxcr4*''’” offre de nombreuses perspectives pour la compréhension

des mécanismes moléculaires du gain de fonction du récepteur muté, notamment des
interactions de CXCR4 avec ses partenaires intracellulaire (ex : GRK3). Il sera également
utiliser pour tester I’efficacité et la tolérance a long terme de molécules capables d’empécher
I’induction de voies de signalisation via CXCR4 afin de développer de nouvelles approches
thérapeutiques plus spécifiques du SW.

Mots clés : Syndrome WHIM, modéle murin, CXCR4, lympho-neutropénie, gain de fonction
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d- L approche thérapeutique

Abréviations

Ac : Anticorps

ADN: Acide desoxyribonucleique
aLN : Ganglions axillaires

BEC: Boucle extracellulaire

BIC: Boucle intracellulaire

BSA: Bovine Serum Albumin
C-ter : Carboxy-terminal

DN : Double négatif

DP : Double positif

FO : Lymphocytes B folliculaires
GRK: G Protein-Coupled Receptor Kinase
Ig : Immunoglobuline

iLN : Ganglions inguinaux

Int : Intermédiaire

LB : Lymphocytes B

LT : Lymphocytes T

MO : Moelle osseuse

MZ : Lymphocytes B de la zone marginale
NK : Lymphocytes Natural Killer
N-ter : Amino-terminal

OL: Organe lymphoide

pb : Paires de base

PBS: Phosphate buffered saline
PCR: Polymerase Chain Reaction
RCK : Récepteur de chimiokine

RCPG : Récepteur couplé aux protéines G

p28



rpm: tour/mn

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
S1P: Sphingosin-1-phosphate

S1P1 et S1PS: Récepteur 1 et 5 de S1P

SDF-1 : Stromal cell-Derived Factor I

SP4 ou SP8 : Simple positif CD4+ ou CD8+

SW : Syndrome WHIM

T1/ T2 : Lymphocytes B transitoires 1/ transitoires 2
WHIM"™ : génotype muté CXCR4*/CXCR4""
WHIM®: génotype sauvage CXCR4*/CXCR4"*

B-arr : B-arrestine

INTRODUCTION

A- CXCR4 et son ligand CXCL12/SDF-1 :
a- CXCR4:

- Généralités :
CXCRA4, appelé aussi FUSIN ou CD184 chez la souris, appartient a la famille des

récepteurs a 7 domaines transmembranaires. Le géne codant pour CXCR4 a été cloné et

localisé sur le chromosome 2 chez ’homme en 1993, puis sur le chromosome 1 chez la souris.

Initialement, CXCR4 a été décrit comme €étant un cofacteur permettant I’entrée du VIH-1

dans les cellules en association avec la molécule CD4 (Feng Y et al., 1996).

Comme tous les récepteurs CXC avec lesquels il partage une homologie de séquence (32 a
38%), il est couplé aux protéines G hétérotrimériques sensibles aux effets inhibiteurs de la
toxine Bordetella Pertussis (Hamm HE, 2004). Il possede un ligand unique: la chimiokine
CXCL12/SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor I) (Oberlin E et al., 1996), il s’agit donc un

récepteur de chimiokine (RCK). Il est largement conservé entre les especes (Lazarini F et al.,



2000, Pillarisetti K et al., 2001).

- Expression de CXCR4 :

Le profil d’expression de CXCR4 est large et tres hétérogene. Les ARN messagers de
CXCR4 sont abondamment représentés dans les tissus hématopoiétiques et dans les organes
non-hématopoiétiques comme le poumon, le coeur (Federsppiel B et al., 1993) et le cerveau
(Hesselgesser J et al., 1999).

Les deux isoformes de CXCR4, A et B, coexistent naturellement a la surface de
nombreuses sous-populations leucocytaires telles que les lymphocytes T (LT) (exemple des
thymocytes), les lymphocytes B (LB), les macrophages et les cellules polynucléaires (Heesen
M et al., 1997). Les deux isoformes sont également exprimées a la surface des cellules non
lymphoides telles que les cellules épithéliales et endothéliales et les cellules du systéme
nerveux central. Elles sont exprimées aussi par les types cellulaires présents au niveau des
sites stratégiques de passage du VIH tels que les muqueuses génitales et digestives, les

glandes salivaires, le placenta et le syst¢eme nerveux central.

- Structure de CXCR4 :

Le récepteur CXCR4 est un récepteur a 7 domaines transmembranaires. Il posseéde 3
boucles extracellulaires (BEC) et un domaine amino-terminal (N-ter) ou s’effectue la liaison
du ligand (principalement sur le domaine N-ter et la seconde boucle (BEC II). Les 3 boucles
intracellulaires (BIC) sont responsables de 1’activation des voies de signalisation (2), et le

domaine carboxy-terminal (C-ter) est impliqué dans la désensibilisation du récepteur.

b- CXCL12/SDF-1:

En 1994, le géne Sdf-1 (Stromal cell-derived factor-1) a été€ cloné chez la souris a
partir d’une banque d’ADN complémentaires issue de lignées de cellules stromales de moelle
osseuse (MO) (Nagasawa T et al., 1994). Le produit de ce gene a été initialement identifié
comme un facteur de croissance des lymphocytes pré-B in vitro (Nagasawa T et al., 1996).
En 1996, la forme humaine a été clonée sur la base de la séquence murine et identifiée comme
le ligand naturel de CXCR4 (ligand doté de propriétés anti-virales) (Bleul CC et al., 1996a).
En 2005, il a été montré que CXCL12 se fixe a un second récepteur de type CXC appelé
CXCRY7 (Balabanian K et al., 2005).

CXCL12 s’exprime de facon constitutive dans les tissus lymphoides primaires et
secondaires (Casamayor-Palleja M et al., 2001) mais également dans les tissus non
lymphoides (Pablos JL et al., 1999). Elle est aussi détectée dans un grand nombre de tissus
chez I’embryon murin, la souris adulte et ’homme ( Nagasawa T et al., 1996). Chez le fcetus,

CXCL12 est produite par les cellules épithéliales biliaires et les cellules mésothéliales des



cavités ceelomiques (Coulomb-L’Hermin A et al., 1999). Toutes ces observations suggerent
que CXCL12 est impliquée dans les fonctions essentielles du développement.

CXCL12 exerce un tres grand pouvoir chimioattractant sur les lymphocytes et les
monocytes et serait donc impliquée dans la migration trans-endothéliale de ces cellules (Bleul
CCetal., 1996b).

c- Réle du couple CXCL12/CXCR4 :

- Réole majeur dans I’hématopoiése :

Des modeles de souris invalidées pour CXCR4 ou CXCL12 ont démontré que le
couple est treés largement impliqué dans I’hématopoiese. L’invalidation du gene de CXCL12 a
mis en évidence que cette chimiokine est un facteur essentiel dans le déroulement de la
lymphopoigse B et de la myélopoigse anténatale. En effet, les souris CXCL12" présentent de
multiples anomalies de I’hématopoiese caractérisées par une diminution sévere de la
lymphopoiése B intra-hépatique et médullaire, une diminution et une absence de myélopoicse
respectivement dans le foie et la moelle osseuse (Ma Q et al., 1998), et une absence
d’anomalie de I’ontogénese T. La moiti€ d’entre elles meurent in utero (a E18.5), ’autre
moiti€é meurt quelques heures apres la naissance (Nagasawa T et al., 1996). Les souris
invalidées pour le géne codant CXCR4 présentent des phénotypes similaires (Takahama Y et
al., 2006) : elles meurent in utero (déces a E18.5) et présentent notamment un défaut
d’hématopoiese.

Le couple CXCL12/CXCR4 est aussi essentiel dans la domiciliation et la rétention des
cellules hématopoiétiques dans le foie feetal puis dans la MO adulte (Lee Y et al., 2002, Ma Q
et al., 1999).

Enfin, I’axe CXCL12/CXCR4 joue un role important dans la mobilisation des cellules
souches hématopoiétiques (Voermans C et al., 2001). Des expériences menées sur des souris
dont I’expression de CXCR4 a été invalidée sélectivement sur le lignage B, montrent que
CXCR4 joue un rdle important dans la rétention des précurseurs B dans la MO. En effet, en
absence de CXCR4 a leur surface, les précurseurs des LB s’échappent de leur site de
production et se localisent dans les follicules de la rate. Les LB diminuent alors en périphérie,

notamment dans le péritoine (Nie Y et al., 2004).

Les phénotypes des souris CXCL12" et CXCR4" impliquent le couple
CXCL12/CXCR4 dans la vascularisation spécifique d’organe durant les phases précoces du
développement embryonnaire (Tachibana ef al., 1998). La fonction de ce couple dans la

morphogenese vasculaire s’étend chez 1’adulte (Salvucci O et al., 2002).

- Maintien de I’homéostasie du trafic leucocytaire :



Aucune altération architecturale des ganglions lymphatiques n’a été observée, que ce
soit chez les souris CXCL12" ou CXCR4" (Ma Q et al., 1999), ce qui limite la participation
du couple CXCL12/CXCR4 a I’entrée des lymphocytes naifs dans les organes lymphoides
secondaires. Cependant, CXCL12, via son récepteur, contribue a la migration des LT et des
LB (Okada T et al., 2002). 11 orchestre la domiciliation, la maturation et la différenciation des
LB dans la rate et les ganglions (Allen CD et al., 2004, Bleul CC et al., 1999, Caron G et al.,
2009, Chan TD et al., 2009, Henderson RB er al., 2010, Nie Y et al., 2004) et oriente les
cellules productrices d’anticorps (Ac) (les LB mémoires et les plasmocytes) vers des
« niches » spécifiques des tissus lymphoides comme la pulpe rouge de la rate ou la MO
(Hargreaves DC et al., 2001, Kabashima K et al., 2006, Nakayama T et al., 2003) et les LT
naifs vers les ganglions lymphoides et les plaques de Peyer (Bai Z et al., 2009).

- Implication dans certains processus pathologiques périphériques :

CXCL12/CXCR4 participe a des processus pathologiques périphériques : il régule, par
exemple, ’accumulation de LT dans les tissus rhumatoides sinoviaux dans la polyarthrite
rhumatoide (Buckley CD et al., 2000). Il participe a la formation d’infiltrats inflammatoires
de neutrophiles ou de lymphocytes lors de I’inflammation rénale dans le cas du lupus (Wang
A et al., 2009), dans le foie lors de 1’hépatite C (Wald O et al., 2004), ou dans les poumons
dans le cas de syndromes de détresse respiratoire aigu€ (Petty JM et al., 2007) mais aussi lors
d’infections fulminantes comme la septicémie (Ding Z et al., 2006). Le couple
CXCL12/CXCR4 est aussi impliqué dans les processus inflammatoires qui se mettent en
place dans l’asthme : la neutralisation de CXCR4 diminue significativement
I’hyperéosinophilie pulmonaire dans un modele murin d’allergie des voies respiratoires
(Gonzalo JA et al., 2000).

CXCR4 est tres largement étudi€ en cancérogenese. En effet, il est détecté dans un
grand nombre de cancers d’origines diverses et il est le RCK le plus exprimé par les cellules
cancéreuses (Balkwill F et al., 2004). Son expression est plus importante dans les tissus
tumoraux que dans les tissus normaux adjacents (Miiller A et al., 2001, Sun YX et al., 2003).
Cette surexpression est la conséquence de ’activation de différents facteurs. Par exemple,
I’activation du facteur HIF-1o (Hypoxia Inducible factor I) augmente I’expression de CXCR4
pendant la progression tumorale (Hirota K et al., 2006) et le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) lors de 1’invasion cellulaire dans le cancer du sein (Bachelder RE et al.,
2002). Certaines oncoprotéines peuvent aussi induire la production de CXCR4, comme
PAX3-FKHR (Libura J et al., 2002) ou RET/PTC (Rearrange in Transformation/Papillary
Thyroid Carcinoma) (Castellone MD et al., 2004). L’augmentation de CXCR4 peut €tre due
aussi a une modification de la régulation post-traductionnelle qui passe par I’inhibition de
’ubiquitination (I’'ubiquitination permettant la dégradation du récepteur) (Li YM et al., 2004).

L’axe CXCL12/CXCR4 serait impliqué dans les phénomenes de métastases de



certaines tumeurs. En effet, I’activation de CXCR4 stimule la production de métalloprotéases
qui augmentent la capacité des cellules tumorales a sortir du site primaire de tumeur
(Fernandis AZ et al., 2004, Janowska-Wieczorek A et al., 2000, Samara GJ et al., 2004). De
plus, CXCL12 est capable d’améliorer I’activité des intégrines (Campbell JJ et al., 1998) et
ainsi de faciliter I’adhésion des cellules tumorales a I’endothélium. I a notamment été montré
que les métastases du cancer du sein se forment préférentiellement dans les ganglions
lymphatiques, les poumons, le foie et la MO ou CXCL12 est fortement exprimée (Allinen M
et al., 2004). L’utilisation d’Ac neutralisants anti-CXCR4 ou de siRNA (small interfering
RNA) qui vont inhiber le récepteur, limite la formation des métastases et le développement
des cellules cancéreuses (Lapteva N et al., 2005, Miiller A et al., 2001).

B- Voies de signalisation de CXCR4 :

La fixation de CXCL12 au récepteur CXCR4 conduit a ’activation de signaux dépendants
ou non des protéines G hétérotrimériques. Ces signaux peuvent influencer la cellule a migrer
en réponse a la chimiokine, ou a produire d’autres facteurs de transcription permettant sa

prolifération et/ou sa survie.

a- Voies dépendantes des protéines G :

Les protéines G sont composées de 3 sous-unités a, et y. En absence de fixation de
la chimiokine au récepteur, elles sont inactives. La fixation de CXCL12 a son récepteur
entraine un changement de conformation de la protéine G. Cette protéine se fixe alors au
récepteur, ce qui provoque son clivage. Les sous-unités 3 et y associées vont ensuite activer la
phospholipase C (PLC) (Busillo JM, Benovic JL, 2007), premier maillon des voies
d’activation dépendantes du calcium, et la voie d’activation de la PI3-kinase
(Phosphoinositide-3 kinase) qui passe par les MAPK (Mitogen-activated protein kinase) Erk1
et Erk2 (Ganju RK et al., 1998, Sotsios Y et al., 1999). De son c6té, la sous-unité o active les
tyrosines kinases de la famille Src (Busillo JM, Benovic JL, 2007).

b- Voies indépendantes des protéines G :

La fixation de CXCL12 sur son récepteur permet la phosphorylation de JAK2 et
JAK3, ce qui induit leur association avec CXCR4 et leur activation (Vila-Coro Al et al.,
1999). L’activation de la voie STAT qui en résulte passe notamment par 1’activation des
facteurs de transcription de la voie STAT : JAKI1, la tyrosine kinase2 (TYK2), STAT2 et
STAT4 comme le montrent Zhang XF et al. sur une lignée cellulaire de progéniteurs humains
(Zhang XF et al., 2001). Les auteurs montrent aussi 1’association de JAK?2 avec la PI3K et



ainsi que JAK?2 est un facteur indispensable a la migration des leucocytes en réponse a
CXCL12. Ahr B et al. ont montré plus précisément que c’est la boucle intracellulaire BICIII
du récepteur qui est nécessaire a I’activation de JAK?2 et conduit a la phosphorylation d’une
tyrosine cytoplasmique présente dans la seconde boucle intracellulaire (BICII), ce qui permet
I’ancrage de STATS3 puis sa phosphorylation. (figure2) (Ahr B et al., 2005).

Une seconde voie indépendante des protéines G passe par les (-arrestines (f-arr),
longtemps considérées uniquement comme régulateurs négatifs de CXCR4. Les p3-arr (3-arr2
et B-arr3) sont impliquées dans I’internalisation du récepteur mais peuvent aussi induire leur
propre cascade de signalisation (Fong AM et al., 2002) : ainsi, la P-arr2 et la B-arr3
améliorent I’activation de CXCR4 qui passe par ERK (Cheng ZJ et al., 2000) et la p-arr3 est

plus particulierement impliquée dans 1’activation de la kinase p38 MAPK et dans la

stimulation de la migration en réponse a CXCL12 (Sun Y et al., 2002).

C- Régulation de I’expression de CXCR4 :
a- Régulation transcriptionnelle de CXCR4 :

Bien que la région promotrice du géene CXCR4 contienne un grand nombre de
séquences consensus de régulation, le contr6le de la transcription se fait surtout par I’action
opposée de 2 principaux régulateurs : NRF-1 (Nuclear respiratory factor-1) en association
avec SP-1 (Specificity protein 1) régule positivement la transcription (Wegner SA et al.,
1998) alors que la régulation négative se fait par le biais de YY1 (Ying Yang 1) (Moriuchi M
et al., 1999).

L’expression de CXCR4 peut étre augmentée par les seconds messagers
intracellulaires comme le calcium (Moriuchi M et al., 1997), I’AMPc (Cristillo AD et al.,
2002) ou par certaines cytokines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-15 TGF-p, fFGF, VEGF et
EGF). Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, I’INF-y et I'IL-13 diminuent quand
a elles I’expression de ce récepteur (Busillo JM, Benovic JL, 2007).

L’expression de CXCR4 est aussi induite par HIF-1_ (Hypoxia-inducible factor), qui

est un médiateur de I’hypoxie et dont I’expression est fréquemment dérégulée dans les cancers
(Hirota K et al., 2006).

b- Régulation de I’expression de la protéine CXCR4 :

De nombreuses modifications post-traductionnelles contribuent a I’expression et a la
fonction de CXCR4. Parmi celles-ci, on peut noter la glycolysation. En effet, il existe 2 sites
potentiels de glycosylation dans la partie extracellulaire (site asparagine) : Asnll et Asnl76
(Berson JF et al., 1996). La mutation de Asnl1 en glutamine ou en leucine modifie la fixation
de CXCL12 sur CXCR4 et diminue les signaux de transduction habituellement induits (Wang



Jetal., 2004).

D’autre part, CXCR4 subit la sulfatation de trois tyrosines présentes dans sa partie
extracellulaire: Tyr7, Tyr12 et Tyr21 (Tyr21 étant la plus touchée par ce processus). Les
travaux de Farzan et al ont montré que la sulfatation des tyrosines n’entraine pas de
modification fonctionnelle du récepteur (I’activité de co-récepteur de VIH n’est pas régulée)
mais induit une modification de la fixation du ligand a son récepteur (Farzan M et al., 2002),
la Tyr21 se fixant a un site spécifique de CXCL12 (Veldkamp CT et al., 2006).

c- Oligomérisation :

La fixation de CXCL12 a son récepteur provoque une dimérisation de celui-ci et
participe a la stabilité des dimeres ainsi formés (Vila-Coro AJ et al., 1999). L’homo-
oligomérisation et 1’hétéro-oligomérisation du récepteur CXCR4 peuvent €tre des moyens
efficaces de régulation. Il a ét€ montré que lorsque CXCR4 forme des hétérodimeres avec un
autre récepteur de chimiokine, CCR2, sa fonction de co-récepteur du VIH est affectée
(Basmaciogullari S et al., 2006Rodriguez-Frade JM et al., 2004). Agrawal et al. ont montré
qu’une mutation de CCRS, entrainant une réduction de son expression a la surface des
cellules, s’accompagne d’une diminution de 1’expression de CXCR4 (Agrawal et al., 2004).
Par la suite, il a été montré que CXCR4 et CCRS5 sont recrutés ensemble au niveau de la
synapse immunologique au cours de la stimulation des LT par les cellules présentatrices
d’antigéne et que la coopération entre ces 2 récepteurs est nécessaire a la costimulation des
LT induite par les chimiokines (Cotento RL et al., 2008).

Les conséquences fonctionnelles de la dimérisation de CXCR4 ne sont pas connues in
vivo. Cependant, il a ét€ montré par Vila-Coro et al que la dimérisation de CXCR4 est

nécessaire a I’activation des voies indépendantes des protéines G (Vila-Coro et al., 1999).

D- Régulation de I’activation de CXCR4 :
a- Régulation de la fixation de CXCL12 :

- Régulation négative :
Lors d’une réponse inflammatoire, il se produit une libération exacerbée de protéases

comme la cathepsin G et 1’élastase par les neutrophiles. Celles-ci inactivent la chimiokine
CXCLI12 par clivage de résidus de la partie N-ter indispensables a sa fixation sur CXCR4
(Delgado MB et al., 2001, Velenzuela-Fernandez A et al., 2002). D’autre part, il a été montré
que la protéase CD26 exprimée a la surface des cellules est aussi capable de cliver et
d’inhiber CXCL12 (Christopherson KW 2nd et al., 2002).

- Régulation positive :



CXCL12 a la capacité d’interagir avec les glycosaminoglycanes comme les héparines
sulfates (Hoogewerf AJ et al., 1997). Cette association induit 1’oligomérisation de CXCL12,
ce qui immobilise la chimiokine. Ce phénomene est aussi observé lors de concentrations
élevées de CXCL12 (Sadir R et al., 2001). 11 a ét€ montré que lorsque CXCL12 est associée
aux glycosaminoglycanes, la migration cellulaire est plus importante (Netelenbos T et al.,
2002).

Il est possible de permettre a CXCR4 de devenir sensible a de faibles concentrations
de CXCL12. En effet, il a été suggéré que les produits libérés pendant la réponse
inflammatoire (Majka M et al., 2000) ou bien I’activation des plaquettes (Janowska-
Wieczorek A et al., 2001) pourraient initier la migration des cellules souches
hématopoiétiques en réponse a de faibles concentrations de CXCL12 (Wysoczynski M et al.,
2005). Ceci pourrait étre dii au changement de localisation de CXCR4 dans la membrane
cellulaire, et plus particulierement a son incorporation au sein de radeaux riches en lipides
(Triantafilou M et al., 2002). L’incorporation du récepteur est induite par la fixation de son
ligand et lui permet de devenir fonctionnel (Le Y et al., 2005). Elle s’accompagne de
I’activation de différents acteurs des voies d’activation de CXCR4 : tyrosine kinase, P13

kinase, protéines G (Wysoczynski M et al., 2005).

b- Régulation des voies dépendantes et indépendante des protéines G :

Les protéines G sont sensibles aux effets inhibiteurs de la toxine Bordetella Pertussis :
un traitement par cette toxine provoque une perturbation du couplage du ligand au récepteur.
La majorité des voies de signalisation de CXCR4 sont donc sensibles a cette toxine. De plus,
il est possible d’agir négativement sur les différentes voies de signalisation en utilisant des
inhibiteurs spécifiques de 1’une des molécules engagées dans ces voies (ex LY294002 ou bien
Wortmannin, inhibiteurs de la PI3K) (Sotsios Y et al., 1999).

La régulation des voies indépendantes des protéines G se fait quand a elle

essentiellement par les (3-arrestines (Fong AM et al., 2002).

E- Régulation des signaux :

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont régulés par 3 processus

successifs : la désensibilisation, I’internalisation, la dégradation et/ou le recyclage.

a- La désensibilisation :

Suite a son activation par CXCL12, CXCR4 est rapidement phosphorylé€ et internalisé
(Haribabu B et al., 1997). La phosphorylation des résidus serine/thréonine de la 3*™ boucle



intracellulaire (BICIII) de CXCR4 présente dans la région C-ter intracytoplasmique se produit
sous 1’action des kinases du récepteur, appelées GRK, ce qui entraine sa désensibilisation.
Cette phosphorylation de la partie intracytoplasmique permet en effet la fixation des f-arr (§-
arr2 et/ou de la B-arr3), ce qui provoque la séparation de la protéine G du récepteur et conduit
a D’internalisation de ce dernier (Krupick JG et al., 1998). Plusieurs GRK peuvent étre
impliquées dans la phosphorylation de CXCR4 : GRK-6 (mise en évidence grace a un modele
de souris déficientes pour le gene de cette kinase) (Fong AM et al., 2002), GRK-2 (Orsini MJ
et al., 1999) et GRK-3 (Balabanian K et al., 2008).

La désensibilisation des RCPG peut aussi étre hétérologue. Ce processus passe par
I’activation de seconds messagers dépendants des protéines kinases comme PKA et PKC.
Dans la séquence protéique de CXCRA4, il existe plusieurs sites potentiels de phosphorylation
pour la PKC. Il a été¢ montré que I’activation directe de la PKC par des esters de phorbol
conduit a la phosphorylation et a I’internalisation de CXCR4 (Haribabu B et al., 1997).
L’engagement des récepteurs de 1’antigene des LT ou LB, 1’activation de CXCRI, de
CXCR2 ou CCRS5 qui sont des activateurs de la PKC sont aussi impliqués dans I’induction de
I’internalisation de CXCR4 (Guinamard R et al., 1999, Hecht I er al., 2003, Peacock JW et
al., 1999, Richardson RM et al., 2003, Suratt BT et al., 2004).

b- L’internalisation :

La phosphorylation de la partie intracytoplasmique de CXCR4 conduit a la fixation de
la B-arr2 et/ou la B-arr3 qui interagissent avec la clathrine (Goodman OB Jr et al., 1996), et
d’autres molécules comme AP2 (Activating protein 2) (Laporte SA et al., 1999) et les
phosphoinositides (Gaidarov I ez al., 1999). Ceci conduit a la formation du puits d’endocytose
puis a la formation d’un endosome contenant le récepteur.

Les résidus tyrosine de la partie C-ter peuvent étre aussi phosphorylés lors de
I’activation par les cytokines. L’internalisation de CXCR4 est alors indépendante de son
ligand (Wang J et al., 2001).

c- La dégradation :

Les RCPG peuvent étre recyclés a la membrane (Signoret N ef al., 1998) ou dégradés
dans les lysosomes (Marchese A et al., 2003). Le recyclage a la membrane peut s’effectuer
suite a ’internalisation induite par la PKC (Signoret N et al., 1997). CXCR4 subit
I’ubiquitination effectuée par I’E3 ubiquitin ligase (AIP4) sur 3 résidus lysine de 1’extrémité
C-ter (Marchese A et al., 2001). 11 est ensuite pris en charge dans le lysosome pour y étre
dégradé (Marchese A et al., 2003).

L’ubiquitination et la dégradation du récepteur sont inhibées lorsque les 3 résidus

lysine sont mutés en résidus arginine. D’autres mutations n’affectent qu’une étape de la
y



dégradation du récepteur : par exemple, celle de la sérine 330 en alanine conduit a une
inhibition partielle de la dégradation du récepteur mais n’affecte pas 1’internalisation
(Marchese A et al., 2001).

F- Dérégulation de CXCR4 : cas du syndrome WHIM
a- Définition clinique du Syndrome WHIM:

Le Syndrome WHIM (SW) (W pour « warts » qui signifie « verrues » en francais, H
pour hypogammaglobulinémia, 1 pour infections/immunodeficiency, et M pour myelokathexis)
a été décrit pour la leére fois en 1990 (Wetzler M et al., 1990). Ce syndrome est un déficit
immunitaire a transmission autosomique dominante qui touche une tres faible proportion
d’individus dans le monde. Seuls une cinquantaine de cas sont décrits dans la littérature a ce
jour (Kawai T et al., 2009). Le Syndrome WHIM est caractérisé par une susceptibilité
importante aux infections au virus du Papillome humain, ce qui se manifeste par la présence
d’un grand nombre de verrues cutanées et de condylomes ano-génitaux dysplasiques (W,
« Warts »). Certains patients présentent une hypogammaglobulinémie (H) qui affecte
principalement les IgG (Mc Guire PJ et al., 2010). Cependant, suite & une immunisation par
un antigene T-dépendant, les patients produisent une réponse humorale spécifique, bien que
les titres sériques déclinent rapidement (Gulino AV ef al., 2004). Tous les patients souffrent
d’infections récurrentes (I) (pneumonies, sinusites, infections urinaires, etc...) et sont
particulierement sensibles aux infections dues aux bactéries a capsule. On observe aussi dans
la MO une rétention anormale de neutrophiles hypermatures au profil apoptotique
caractéristique: cytoplasme contenant de trés nombreuses vacuoles, hypersegmentation du
noyau et hypercondensation de la chromatine, d’ou le terme de « myélokathexie » (M)
(Gorlin RJ et al., 2000). Ce criteére constitue le signe pathognomonique du SW.

Le SW est invariablement associé a une leucopénie circulante profonde qui affecte les
neutrophiles, les LT, les LB et parfois les monocytes et les cellules dendritiques (Kawai T et
al., 2009, Siedlar M et al., 2008, Tassone L et al., 2010). Les analyses immunophénotypiques
ont révélé une diminution du nombre de LB mémoires et de LT naifs et centraux/mémoires,
en contraste avec une accumulation de LT effecteurs/mémoires présentant un répertoire T
restreint (Gulino AV et al., 2004).

Contrairement a d’autres maladies héréditaires caractérisées par une neutropénie, les
patients atteints du SW ne développent pas d’infections qui engagent le pronostic vital. En
effet, une infection aigué€, une stimulation par le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating
Factor), 1’adrénaline ou les glucocorticoides induisent une mobilisation rapide des
neutrophiles de la MO vers le sang, ce qui corrige transitoirement la neutropénie circulante

(Kawai T et al., 2009, Notarangelo LD et al., 2009). Ceci suggere que la neutropénie résulte



d’une altération de la libération des neutrophiles de la MO plut6t que d’une anomalie de leur

production.

L’ensemble des données cliniques et immunologiques indique que le SW est
caractérisé par un désordre de la migration leucocytaire, ce qui suggere une anomalie du

systeme des chimiokines/récepteurs de chimiokines.

b- Implication de CXCR4 dans le Syndrome WHIM : défaut d’inactivation de
CXCR4

L’année 2003 marque un tournant décisif avec l’identification de mutations

hétérozygotes localisées dans la région codante de CXCR4 chez certains patients souffrant du
SW (Hernandez PA et al., 2003). La majorité des patients présentent une mutation
hétérozygote localisée dans CXCR4 qui tronquent partiellement le domaine intracellulaire C-
ter de CXCR4 [WHIM™“™; génotype : CXCR4*/CXCR4™*“]. A I’heure actuelle, 6 sites
différents de mutations ont ét€ mis en évidence (Hernandez PA er al., 2003, Kawai T er al.,
2009, Takaya J et al., 2009, Tassone L et al., 2009).
L’intégrité du domaine C-ter étant requise pour l’inactivation de CXCR4, il était logique de
suspecter que les mutations tronquantes altérent ce processus et conduisent a un gain de
fonction de CXCR4. L’utilisation de LT et de neutrophiles circulants résiduels de patients
[WHIM™] et la production de lignées cellulaires surexprimant un CXCR4 muté ont permis de
révéler qu’effectivement ces différentes mutations menent a 1’expression de récepteurs
tronqués qui présentent une activation accrue et soutenue de protéines G (Busillo JM, Benovic
JL, 2007, Notarangelo LD et al., 2009). Ce phénomene s’explique par I’incapacité du CXCR4
muté a €tre découplé des protéines G (ou désensibilisé) et a €tre internalisé apres la liaison a
CXCL12 (Balabanian K et al., 2005). Des expériences de co-expression des 2 formes, mutée
et sauvage, ont mis en évidence que la présence de la forme mutée permet de réguler
négativement l’internalisation et 1’endocytose du récepteur sauvage. Cette anomalie du
processus d’inactivation se traduit par un gain de fonction de CXCR4. En effet, les leucocytes
présentent une hypersensibilité a I’action chimiotactique de CXCL12 alors que I’expression
membranaire du RCK est normale.

Quelques formes familiales sans anomalie de CXCR4 ont été également identifiées
[WHIM*"*¢® ; génotype : CXCR4*/CXCR4"], indiquant une hétérogénéité génétique du SW
(Balabanian K et al., 2005). Les leucocytes des patients [WHIM®] présentent des dysfonctions
spécifiques de 1’axe CXCL12/CXCR4 semblables a celles observées chez les patients
[WHIM™].

En dépit de leurs différences génétiques, les deux formes du SW présentent, comme élément
pathogénique commun, un gain de fonction de CXCR4 qui est probablement a I’origine des

manifestations immuno-hématologiques et infectieuses. Cependant, chez les patients



[WHIM™], les bases moléculaires de 1’hyperactivité du récepteur tronqué et son réle
étiologique dans les manifestations cliniques restent a définir. Chez les patients [WHIM],
I’activité d’autres récepteurs de chimiokine, incluant celle de CXCR7, est préservée,
suggérant 1’existence d’une anomalie affectant un effecteur intracellulaire sélectivement
impliqué dans la régulation de 1’inactivation de CXCR4. L’étude des partenaires
intracellulaires de CXCR4 a récemment permis d’apporter des éléments de réponse sur les

mécanismes mis en jeu.

c- Altération du systeme GRK/_ -arr dans le SW :

Dans la forme [WHIM™], CXCR4 muté est réfractaire a la désensibilisation et a
I’endocytose, ce qui souligne que 1’intégrité du domaine C-ter est requise pour 1’inactivation
du RCK via sa phosphorylation par certaines GRKs et la liaison des _-arr. Dans ce sens, la
surexpression de _-arr ne permet pas de restaurer I’atténuation du CXCR4 muté (Lagane B et
al., 2008). Cependant, CXCR4 muté est capable d’interagir avec les _-arr via un domaine
distinct de son extrémité C-ter : le motif Ser/His/Ser/Lys (SHSK) contenu dans la 3¢éme
boucle intracellulaire (BICIII). Cette liaison est associée a 1’induction de voies de
signalisation G-indépendantes (ex : ERK1/2) qui régulent positivement la chimiotaxie
(Premont RT et al., 2007). Cet apparent paradoxe témoigne de I’ambivalence des _-arr dont
les fonctions suppressives de la signalisation G-dépendante ou promotrices de la signalisation
G-indépendante dépendent probablement du type de GRK recrutée et du site de fixation sur
CXCRA4. Ainsi, I’hypersensibilité a CXCL12 pourrait résulter d’'une anomalie d’inactivation
de CXCR4 (conséquente a un défaut de recrutement des _-arr au domaine C-ter) et d’une
signalisation G-indépendante exacerbée (liée a un recrutement favorisé des _-arr a la 3eme
BIC). L’identification d’hétérodiméres CXCR4'*"*/CXCR4" suggére un mécanisme par lequel
CXCR4 muté exerce un effet dominant négatif sur CXCR4" (Lagane B et al., 2008).

Dans la forme [WHIM’], une étude approfondie des cellules de patients a dévoilé un
r6le clef de la protéine kinase GRK-3 dans la régulation de la désensibilisation et
I’internalisation de CXCR4 (Balabanian K et al., 2008). En effet, I’extinction de GRK-3 dans
des cellules de témoins par 1’utilisation d’ARNSs interférents reproduit des anomalies de
CXCR4 similaires a celles documentées chez les patients : défaut d’inactivation de CXCR4 et
chimiotaxie exacerbée en réponse a CXCL12. Inversement, la surexpression de GRK-3 dans
les cellules de patients corrige le défaut de désensibilisation et d’internalisation de CXCR4 et
normalise la chimiotaxie induite par CXCL12. Un déficit sélectif de la protéine GRK-3,
résultant d’un défaut de synthése des ARNm, a été identifié€ chez un des patients. Ces données
révelent une spécialisation de la GRK-3 dans I’atténuation de CXCR4 et identifient de plus,
chez les patients [WHIM'], une dérégulation de cette kinase comme une nouvelle anomalie
liée au SW.



d- L’approche thérapeutique :

Avant la découverte du role prédominant de CXCR4 dans le SW, les traitements
proposés aux patients souffrant de cette pathologie sont identiques a ceux administrés aux
patients présentant une neutropénie sévere accompagnée d’une forte hypogammaglobulémie.
Ils consistent en I’injection de G-CSF et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) qui provoquent I’augmentation et le maintien du pool de neutrophiles
circulants qui sécretent I’élastase, protéase responsable du clivage de CXCL12 et de CXCR4
(Bohinjec J et al., 1992, Hess U et al., 1992, Weston B et al., 1991, Wetzler M et al., 1992).
L’augmentation de la sécrétion de 1’élastase entraine une diminution de I’activité de 1’axe
CXCL12/CXCR4 et augmente ainsi le relargage de neutrophiles matures, de la MO vers le
sang périphérique. Ce traitement présente de nombreux inconvénients: contrainte d’une
administration sous-cutanée journaliere, nécessité d’ajuster la dose a chaque patient,
répercussion du traitement sur la croissance chez les enfants.

Afin de limiter les risques d’infections liés a 1’hypogammaglobulinémie, 1’injection
d’immunoglobulines en intraveineuse (IVIG) peut étre effectuée mais la aussi se pose la
problématique du dosage (Goddard EA et al., 1994, Wetzler M et al., 1990).

Une autre piste de traitement est envisagée depuis la mise en évidence de I’implication
de CXCR4 : I'utilisation d’un antagoniste de ce RCK, ’AMD3100. En effet, en 1998,
Donzella et al montrent que I’entrée du VIH est inhibée par la fixation spécifique de cette
petite molécule sur CXCR4 (Donzella GA et al., 1998). En 2002, Hatse et al. démontrent que
I’AM3100 est un antagoniste spécifique de CXCR4 : en inhibant la chimiotaxie et
I’endocytose induite par CXCL12, il pourrait étre utilisé entre autre pour le traitement des
processus pathologiques impliquant 1’axe CXCR4/CXCL12 (Hatse S et al., 2002).
L’administration de ’AMD3100 a des volontaires sains ou a des patients atteints de
myélomes multiples provoque trés rapidement une augmentation du nombre de cellules
progénitrices mais aussi du nombre de neutrophiles et de lymphocytes circulants (Broxmeyer
HE et al., 2005, Devine SM et al., 2004, Flomemberg N et al., 2005, Liles WC et al., 2005).
Plus récemment, MacDermott et al. ont montré que I’AMD3100 peut bloquer le signal induit
par le CXCR4 muté en position R334X, ce qui positionne cet antagoniste comme un bon
candidat pour le traitement des patients atteints du SW (McDermott DH ef al., 2010). Chez la
souris, I’utilisation d’un antagoniste de CXCR4, CTCE-0021, induit aussi la mobilisation des
cellules polynucléées et progénitrices en provoquant la dérégulation de CXCR4 (Pelus LM et
al., 2005).
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