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RESUME

De nombreux récepteurs aux purines ont été caractérisés a la surface des cellules de
mammiferes. Ces récepteurs sont impliqués dans la régulation de multiples fonctions
biologiques mais leur participation dans la mise en place de la réponse immune reste encore a
clarifier. Sur les cellules de l'i'mmunité, il existe en plus des récepteurs purinergiques P1
sensibles a 1'adénosine et P2 sensibles a 1'ATP, des enzymes membranaires ayant pour
substrat le NAD. Ces enzymes sont des NAD-glycohydrolases et ADP-ribose cyclases comme
CD38 et CD157 et des mono ADP-ribosyl transférases (ART), apparentées a certaines toxines
bactériennes, qui catalysent le transfert covalent de ' ADP-ribose, contenu dans la molécule de
NAD, vers des protéines cibles. La découverte récente de la famille des ART et leur
expression sur les cellules immunes nous a conduit a évaluer le role immunorégulateur du
NAD et ses effets sur les lymphocytes T au travers des ADP-ribosyl transférases.

Nous avons montré in vitro que le NAD, a des concentrations de 1'ordre de 1uM,
induit I'apoptose des lymphocytes T. Les premiers signes de cette apoptose sont détectables
deés 5 minutes apreés un contact avec le NAD. Nous avons établi que ce processus rapide
implique une ADP-ribosyl transférase, ' ART2.2, présente sur la membrane des lymphocytes
T. Une approche génétique nous a permis de montrer que I'ART2.2 bien que nécessaire ne
suffit pas, seule, a déclencher 1'apoptose. Un second partenaire participe a ce processus. En
utilisant des analogues du NAD, modifiés sur la base adénine, nous avons montré que ces
analogues, bien que substrats de 'ART2.2, ne déclenchent pas l'apoptose et inhibent I'effet du
NAD. Cette observation nous a conduits a émettre I'hypothése que les récepteurs aux purines
interviennent dans la signalisation par le NAD. Le récepteur P2X; est connu pour induire
I'apoptose des cellules d'origine hématopoiétique lorsqu'elles sont incubées en présence d'ATP
a des concentrations de l'ordre du millimolaire. Nous avons pu montrer par des approches
pharmacologiques et génétiques que ce récepteur a I'ATP est impliqué dans 1'apoptose des
lymphocytes T induite par le NAD bien qu'il soit lui-méme insensible au NAD. Le NAD
provoque l'activation de P2X; et l'ouverture subséquente d'un pore membranaire
caractéristique perméable au YO-PRO-1 et au BET mais ce phénomene est dépendant de la
présence de 'ART2.2 et résulte donc de I'"ADP-ribosylation des protéines membranaires. 11
s'agit d'un mécanisme original d'activation du récepteur P2X; intervenant a des
concentrations de NAD 100 fois plus faibles que celles nécessaires pour induire la stimulation
de P2X; par 'ATP.

L'étude de la sensibilité des lymphocytes T pris a différents stades de maturation
montre que les effets du NAD concernent les lymphocytes T périphériques quiescents mais
pas les thymocytes ni les lymphocytes activés. Globalement, ces données soulévent la
question du role physiologique de cette nouvelle voie de régulation de la biologie des
lymphocytes T naifs. Le NAD est normalement présent dans le sérum a des concentrations
faibles de 1'ordre de 0,1 uM mais peut localement étre libéré en quantité plus importante au
voisinage de cellules 1ésées. Nous proposons que le NAD extracellulaire, présent au site
inflammatoire a des concentrations supérieures au micromolaire, joue un rdle dans le maintien
de la tolérance en prévenant 'activation « bystander » des cellules naives dans un contexte ou
de nombreux auto-antigénes peuvent étre présentés.
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INTRODUCTION

Dans tous les systémes vivants, le métabolisme énergétique est dépendant d'une
molécule, 1'adénosine triphosphate (ATP) ce qui confére aux purines naturelles un role
biologique capital. Cependant, deés 1929, Drury et Szent-Gyorgyi montrérent que 1'adénosine
et 'AMP, isolés du cceur, ont des effets importants sur la contraction du muscle cardiaque et
la pression sanguine (Drury, A. et al., 1929). Ces observations établirent pour la premicre fois
que les purines naturelles participent non seulement au stockage de I'énergie mais représentent
une classe de molécules intervenant dans la communication cellulaire et la régulation des
grandes fonctions physiologiques. En 1934, Gillespie apporta les premiers indices de
l'existence d'une relation entre la structure et les fonctions des purines, en montrant d'abord
que la déamination affecte profondément leur activité pharmacologique puis en démontrant
que les différents dérivés phosphatés de I'adénosine présentent des pharmacologies distinctes
(Gillespie, J.H., 1934). En effet, I'adénosine a une action vasodilatatrice et hypotensive alors
que les nucléotides comme I'ATP, ont une activité vasoconstrictrice et hypertensive. Ces
données suggéraient déja a 1'époque l'existence de différents récepteurs aux purines, sensibles
a la fois au groupement adénine et a 1'état de phosphorylation de la molécule. En 1964,
Burnstock caractérise dans les neurones innervant le tractus intestinal une voie non
adrénergique et non cholinergique dans laquelle le neurotransmetteur se révele étre I'ATP
(Burnstock, G. et al., 1964) et étend rapidement ses observations aux neurones innervant le
systetme cardio-vasculaire (Burnstock, G., 1972). Ces travaux ouvrirent la voie a
l'identification pharmacologique des récepteurs aux purines et aux pyrimidines (Fredholm,
B.B. et al., 1996). Le terme initial de récepteur purinergique, trop restrictif, a ét¢ abandonné
au profit de la dénomination plus large de purinocepteur (Burnstock, G., 1978) que, par
simplification, nous adopterons dans ce manuscrit. On sait aujourd'hui que ces récepteurs sont
impliqués dans la régulation de la plupart des grandes fonctions physiologiques et

interviennent dans le systéme cardio-vasculaire, respiratoire, nerveux ou digestif (Ralevic, V.

et al., 1998).



Les purines participant a la régulation des fonctions biologiques ne se limitent pas a
I'ATP, I'ADP, 'AMP ou I'Ado. 1l existe dans les liquides extracellulaires des dinucléotides
comme les Ap,A, dans lesquels les deux groupements adénosine sont liés par une chaine de 1
a 6 groupements phosphates (Pintor, J. et al., 1997; Pintor, J. et al., 1995). La fonction et les
récepteurs de ces molécules restent cependant encore mal connus (Hoyle, C.H., 1990). Les
purines peuvent également jouer un role régulateur en passant par d'autres voies. Il existe en
effet de nombreuses enzymes capables de les transformer pour générer des molécules
impliquées dans la signalisation cellulaire. C'est le cas de cyclases qui conduisent a la
synthése d'AMPc a partir d'ATP ou d'ADP-ribose cyclique (ADPRc) a partir du NAD. Les
purines comme le NAD et I'ATP sont également impliquées dans des réactions conduisant a
des modifications post-traductionnelles par l'intermédiaire de protéines kinases et de mono et
poly ADP-ribosyl transférases dont I'importance dans le fonctionnement cellulaire n'est plus a
démontrer (Burkle, A., 2001; Corda, D. et al., 2002; Lupi, R. ef al., 2000). Comme on va le
voir, ces activités enzymatiques ont plus récemment été mises en évidence a la surface des
cellules, ouvrant une nouvelle ¢ére dans le domaine de la pharmacologie des purines
extracellulaires (Okazaki, 1.J. et al., 1996¢c; Okazaki, LJ. et al., 1999; Redegeld, F.A. et al.,
1999). Les effets de ces purines vont &tres régulés par leur disponibilité dans les milieux
biologiques mais aussi par des enzymes membranaires (ATPases, nucléotidases, NADases)
capables de les dégrader. Ainsi le domaine des purines extracellulaires, pour aussi universel
qu'il apparaisse est complexe a appréhender quant a son rdle et son fonctionnement du fait de

la diversité des enzymes et des récepteurs présents a la surface des différents types cellulaires.

Une des questions importantes est I'origine des purines extracellulaires. Il ne fait pas de
doute que leur libération résulte d'un processus physiologique dans le cas des neurones
purinergiques. Dans les autres tissus, cette libération pourrait étre la conséquence
réactionnelle d'une modification de l'environnement cellulaire, d'un stress, voire de la mort
des cellules. Il parait évident que lors d'une Iésion tissulaire, ces purines pourront étre libérées
ce qui souleve immédiatement la question de l'effet des purines sur les différents types
cellulaires participant a 1'immunité innée et acquise. Le prototype d'une telle situation est la
réaction inflammatoire au cours de laquelle la production de radicaux libres, par exemple,

entraine une mobilisation des stocks d'ATP et de NAD mitochondriaux susceptibles d'étre en



partie libérés dans le compartiment extracellulaire (Di Lisa, F. ef al., 2001; Lemasters, J.J. et
al., 1999). Le systtme immunitaire a pour rdle le maintien de l'intégrité de l'organisme. Il est
composé de plusieurs catégories de cellules mobiles dont l'activité coordonnée permet a la
réponse immune de se mettre en place dans I'espace et dans le temps. La coordination de ce
systeme passe par un dialogue permanent des cellules entres-elles mais aussi avec les tissus
qui composent les micro-environnements dans lesquels elles évoluent. La communication
cellulaire s'établit en partie au travers d'interactions impliquant des contacts membranaires et
de médiateurs solubles tels que les cytokines et chimiokines (Banyer, J.L. et al., 2000;
Yoshie, O. et al., 2001). Cependant, des purinocepteurs et des enzymes capables de
métaboliser les purines extracellulaires sont présents a la surface des lymphocytes T et B
comme des macrophages ou des granulocytes. Il n'est donc pas surprenant que le
fonctionnement du systéme immunitaire, comme ceux des autres systémes biologiques de
'organisme, soit soumis a une régulation par les purines extracellulaires (Goding, J.W. et al.,
1998a). Cette régulation est au centre du travail que nous présentons, plus précisément
consacré¢ a l'effet du NAD extracellulaire sur les lymphocytes T murins. Avant d'envisager en
détail les éléments aujourd'’hui connus concernant l'influence des purines extracellulaires sur
les fonctions immunes, il est nécessaire au préalable de présenter chacune des protéines

susceptibles d'étre en cause dans cette régulation.

1. Les récepteurs P1 et P2

1.1 Classification

La premicre classification proposée par Burnstock des récepteurs aux purines, divisait
cette famille en deux : les « purinocepteur-P1 » principalement sensibles a I'adénosine et les
« purinocepteur-P2 » sensibles a I'ATP et 'ADP (Burnstock, G., 1978). Cette division était
basée essentiellement sur des données pharmacologiques. Cette classification initiale reste

encore aujourdhui a la base de la classification actuelle bien que les critéres prennent
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désormais en compte la structure des geénes correspondants. On distingue dorénavant les
récepteurs a l'adénosine P1 couplés aux protéines G et les récepteurs P2 dont les ligands
principaux sont I'ATP, I'ADP et, dans une moindre mesure, pour certains, 'UTP, 'UDP et des
dinucléotides de type Ap,A. Les récepteurs P2 sont eux-mémes subdivisés en récepteurs P2Y,
couplés comme les récepteurs P1 a des protéines G, et en récepteurs P2X qui forment, apres

activation, des canaux ioniques (Tableau n°1, page 11).

Récepteurs Pl Récepteurs P2
Ligands naturels Adénosine ATP, ADP, UTP, UDP, AP, A
Sous-groupes - P2Y P2X
T Couplés aux Couplés aux C .
Ypes protéines G protéines G anatx 1oniques
P2Y,, P2Y,, P2Y,,
Sous-lypes Al, A2A9 AZB) A3 P2Y6, P2Y11, P2X1_7
P2Y,, P2Y 5

Tableau 1 : Classification des récepteurs aux purines et aux pyrimidines.
D'apres Ravelic V. et al. (Ralevic, V. et al., 1998).

1.2 Les récepteurs P1

Les récepteurs P1 a I'adénosine comprennent les sous types Aj, Aza, Az et Az classés
sur la base de données structurales, pharmacologiques et biochimiques (Tableau 2, page 18).
Ces sous types présentent entre eux une homologie faible de 'ordre de 40% a 60% selon les
especes. Cette situation contraste avec celle des geénes orthologues, particuliérement bien

conservés d'une espece a l'autre, dont le degré d'homologie peut atteindre 95%.

Ces récepteurs appartiennent tous a la grande famille des récepteurs a sept domaines

transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Ils possédent une topologie tres
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semblable avec une extrémit¢ N-terminale extracellulaire, une région C-terminale
cytoplasmique et une séquence intermédiaire de longueur variable contenant 7 hélices alpha
conservées de 21 a 28 acides aminés qui constituent les domaines transmembranaires putatifs.
Ces régions transmembranaires sont reliées par six boucles hydrophiles de longueur variable
tour a tour intra- et extra- cytoplasmiques. La structure schématique du récepteur A; est

illustrée sur la figure 1 (page 12).

région impliquée dans la
reconnaissance des agonistes et des antagonistes

région d'interaction avec les NHo

agonistes substitués en 5'
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Figure 1: Représentation schématique du récepteur A;. Les nombres entres
parenthéses représentent la longueur en acides aminés de la boucle extracellulaire
correspondante. Les histidines conservées, situées dans les deux derniers domaines
transmembranaires, qui participent a la fixation des ligands sont notées "H". D'apres Ravelic
V. et al. (Ralevic, V. et al., 1998).
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La deuxiéme boucle extracellulaire entre les régions transmembranaires 4 et 5, de
longueur plus importante, est peu conservée d'un sous-type de récepteur a l'autre (Tucker,
A.L. et al., 1993). Cette boucle se distingue par la présence de sites de N-glycosylation qui
pourraient intervenir dans la protection contre les protéases et la stabilisation de Ia
conformation. Toutefois, la glycosylation ne semble pas influencer la sensibilité aux ligands

(Piersen, C.E. et al., 1994).

La deuxieme boucle extracellulaire est vraisemblablement impliquée dans la fixation
spécifique des ligands (Olah, M.E. et al., 1994) et semble responsable de la relative sélectivité
aux analogues synthétiques, agonistes ou antagonistes (Tucker, A.L. et al., 1993). La cavité
dans laquelle le ligand se fixe serait formée de l'arrangement tridimensionnel des domaines
transmembranaires et de cette boucle extracellulaire. La contribution exacte de cette boucle
dans la fixation directe du ligand n'est pas connue mais elle pourrait néanmoins influencer la
conformation globale du récepteur ou l'accessibilité de la poche aux ligands (Ralevic, V. et
al., 1998). Hors de cette région, des histidines fortement conservées situées dans les deux
derniers domaines transmembranaires semblent impliquées dans la stabilisation et la
reconnaissance de I'adénosine (Olah, ML.E. ef al., 2000). Les autres boucles extracellulaires et
les extrémités des récepteurs P1 ne paraissent pas participer a la fixation des ligands (Olah,

M.E. et al., 1995a; Ralevic, V. et al., 1998).

1.2.1 Le récepteur A

Le récepteur A; a été cloné chez de nombreuses especes. L'alignement des séquences
montre une remarquable conservation du géne avec moins de 5% de variation entre le gene
bovin et celui de 'Homme. Le récepteur A, est capable d'induire un large spectre de signaux
intracellulaires principalement engendré par les différentes protéines G (Gi.1, Giz, Gis et Go)
auxquelles il est couplé (Freissmuth, M. et al., 1991; Munshi, R. et al., 1991). L'engagement

du récepteur provoque une inhibition de la production d'AMPc. Ceci entraine la modulation
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de l'activité de kinases, dépendantes de ' AMPc, régulant ainsi l'activité de la cellule (Londos,
C. et al., 1980; Van Calker, D. et al., 1978). L'activation de la phospholipase C (PLC) a
¢galement été rapportée en aval de l'activation du récepteur A,. Elle conduit a la production
d'inositol-3-phosphate (IP3) et de diacyl-glycérol (DAG) capables de mobiliser le pool de
calcium intracellulaire. La libération de ce calcium dans le cytoplasme stimule les protéines
kinases C (PKC), la phospholipase A, ou l'oxyde nitrique synthétase (NOS) (Iredale, P.A. et
al., 1994; Megson, A.C. et al., 1995; Peakman, M.C. et al., 1995). Enfin, plusieurs types de
canaux potassiques semblent couplés aux récepteurs A; notamment au niveau du muscle
cardiaque et des neurones. Au niveau supra-ventriculaire, des canaux potassiques couplés aux
récepteurs A; au travers des protéines G contribuent a la bradycardie induite par 1'adénosine
(Bunemann, M. et al., 1995; Ito, H. et al., 1995). D'autres types de canaux potassiques, Karp,
ne s'ouvrent en réponse a l'adénosine que si la concentration intracellulaire d'ATP est faible.
Dans les conditions d'ischémie ou 1'adénosine est libérée, le couplage de ces canaux avec le
récepteur A; permet vraisemblablement de coordonner localement la demande énergétique et

la perméabilité vasculaire (Dart, C. et al., 1993; Ito, H. ef al., 1994).

Le récepteur A; est présent dans de nombreux tissus de l'organisme. Dans le systéme
nerveux, ce récepteur est particuliérement bien représenté dans le cortex, I'hippocampe, le
thalamus, le cervelet et la moelle épiniere. Sa stimulation a globalement pour effet de réduire
l'activité neuronale et la consommation d'oxygéne. L'adénosine, libérée dans des situations
d'hypoxie ou d'ischémie, pourrait donc agir comme un agent neuroprotecteur au travers du
récepteur A;. Les messagers correspondants a ce récepteur ont aussi été détectés dans des
tissus tels que la vessie, le rein, le testicule, le tissu adipeux, 1'estomac, la rate, le foie, I'aorte
et le coeur (Dixon, A.K. et al., 1996; Reppert, S.M. et al., 1991). Dans ces tissus, le role

sélectif du récepteur A reste encore mal défini (Ralevic, V. et al., 1998).
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1.2.2 Le récepteur Aja

Contrairement au récepteur A; qui inhibe l'adénylate cyclase et la production
subséquente de I'AMPc, le récepteur Ay l'active. Aya est considéré comme le récepteur de
haute affinité a I'adénosine (CE ~ 1nM). Il s'agit d'une protéine de taille plus importante (45
kDa) que les autres sous-types P1 (35-37 kDa). La structure générale reste cependant
identique. Ce récepteur possede une extrémité C-terminale plus longue d'une centaine d'acides
aminés. Cette partie cytoplasmique ne semble pas établir d'interaction avec les protéines G et
sa fonction reste a préciser (Piersen, C.E. et al., 1994). L'interaction avec la protéine Gs
s'établit plutét au niveau de la troisieme boucle cytoplasmique. Une désensibilisation
artificielle de ce récepteur peut étre réalisée en utilisant la toxine cholérique qui ADP-ribosyle
la sous unité alpha des protéines G et inhibe ainsi son activit¢ GTPasique. En général,
l'activation du récepteur Aja et la production d'AMPc qui en résulte stimulent les protéines
kinases dépendantes de ce second messager. Dans certains cas, d'autres voies de signalisation
indépendantes de 'AMPc ont pu étre mises en évidence. Ainsi, dans les neutrophiles, Aja
semble stimuler directement des sérine/thréonine phosphatases et inhiber par cette voie la
production de peroxydes et des molécules réactives dérivées de I'oxygene (ROS) (Revan, S. et

al., 1996).

Dans l'organisme, le récepteur Ay est exprimé au niveau du systéme nerveux central,
des muscles lisses, de 1'endothélium vasculaire, des plaquettes et du systétme immunitaire.
Dans le cerveau, son expression est particuliérement significative dans les régions riches en
dopamine. Certaines données montrent que la stimulation du récepteur A régule
négativement la sensibilité du récepteur dopaminergique D, sans que les bases moléculaires
soient clairement établies (Ferre, S. et al., 1997). Dans le systéme vasculaire, 1'excitation du
récepteur A est liée a un effet vasodilatateur. Son activation semble également antagoniste
de l'effet protecteur des récepteurs A; et A; dans l'hypoxie en forcant probablement la
production d'AMPc que ces deux derniers récepteurs tendent a inhiber (Strickler, J. et al.,
1996). Au niveau du systéeme immunitaire 1'adénosine, au travers de ce récepteur, régule la

phagocytose, 1'adhésion cellulaire, la production de molécules oxydées et la survie des
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neutrophiles (Cronstein, B.N. et al., 1994; Felsch, A. et al., 1995; Walker, B.A. et al., 1997b).
Ce récepteur semble également inhiber l'agrégation des plaquettes (Ledent, C. et al., 1997).

1.2.3 Les récepteurs A;p

Le récepteur A, est le moins bien connu des récepteurs P1. Son étude est en effet plus
difficile du fait de l'absence d'agoniste spécifique. Az a donc ¢été caractérisé
pharmacologiquement par défaut en se basant sur le profil de sensibilité aux agonistes
spécifiques des autres récepteurs P1. Son affinité faible pour 1'adénosine (Olah, M.E. et al.,
1995b) a également limité son analyse dans les cellules qui co-expriment plusieurs récepteurs
P1. Son étude s'appuie sur l'existence d'un antagoniste qui malgré une affinité faible présente

une bonne sélectivité : 1'enprofylline (3-n-propylxanthine).

La signalisation en aval du récepteur A,p passe principalement par l'activation de
I'adénylate cyclase et la production d'AMPc. Comme dans le cas du récepteur A, le
couplage s'effectue par l'intermédiaire des protéines G de type G;. Un couplage avec un autre
type de protéine G, Gy11, a été rapporté dans les mastocytes humains et semble connecter ce
récepteur a l'activation des PLC, la production d'TP3 et la libération des stocks calciques

(Feoktistov, I. et al., 1995).

Le récepteur A est pratiquement présent sur toutes les cellules de I'organisme.
Cependant, son expression reste faible dans la plupart des tissus. Des niveaux d'expression
plus importants ont été détectés dans le tube digestif (Caecum, gros intestin, colon) et la vessie
mais les effets biologiques qui en découlent restent a caractériser. Au niveau vasculaire,
l'excitation de ce récepteur, présent a la fois sur I'endothélium et les muscles lisses, provoque
une vasodilatation (Rubino, A. et al., 1995). Un autre effet biologique important, orchestré
par le récepteur A,p, est sa capacité a induire la dégranulation des mastocytes (Feoktistov, 1.

et al., 1995). Le récepteur A,p pourrait ainsi étre impliqué dans les phénomenes allergiques et
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les désordres inflammatoires. Cette hypothese est confortée par l'effet anti-asthmatique de son

inhibiteur le plus spécifique, I'enprofylline.

1.2.4 Les récepteurs Aj;

Le récepteur As lorsqu'il est stimulé, est couplé aux mémes événements biochimiques
que le récepteur A;. Il est comme ce dernier lié aux protéines G; mais aussi, a un degré
moindre, aux protéines Gg11. La stimulation de ces protéines G, suite a l'engagement du
récepteur, inhibe l'adénylate cyclase, active la phospholipase C (PLC) et conduit a la
libération des stocks calciques via 1'inositol-3-phosphate (IP3) et le Diacyl-glycérol (DAG)
(Abbracchio, M.P. et al., 1995; Ramkumar, V. et al., 1993).

L'une des particularités de ce récepteur est la désensibilisation rapide, de 'ordre de la
minute, qu'il subit apres stimulation. Le mécanisme en cause serait la phosphorylation de la
région C-terminale par une kinase associée aux protéines G qui conduirait au découplage du

complexe (Palmer, T.M. ef al., 1996).

Le récepteur Az est tout aussi largement distribué que les autres sous-types de
récepteurs dans les tissus de I'organisme. De maniére intéressante, il semble que son niveau
d'expression puisse augmenter lors de manifestations inflammatoires. Cette régulation
positive a pu €tre observée dans les tissus pulmonaires et sur les éosinophiles de patients
asthmatiques ainsi que chez des patients soufrant d'inflammation pulmonaire due au
tabagisme (Walker, B.A. et al., 1997a). L'intervention de ce récepteur dans la régulation des
phénomenes inflammatoires est envisageable au travers de son action inhibitrice sur les
fonctions des cellules de I'immunité innée. En effet, la stimulation du récepteur As inhibe la
production de TNF-a par les macrophages (Sajjadi, F.G. et al., 1996), le recrutement, la
dégranulation et la production de molécules oxydées par les éosinophiles (Ezeamuzie, C.1. et

al., 1999), ainsi que la dégranulation des neutrophiles (Bouma, M.G. et al., 1997).
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Aux fortes doses d'adénosine, le récepteur A; induit un processus apoptotique sur les

¢osinophiles, sur la lignée promyélocytaire HL60 et sur la lignée lymphocytaire U-937.

Paradoxalement, les antagonistes de ce méme récepteur Az induisent également I'apoptose

(Kohno, Y. et al., 1996; Yao, Y. et al., 1997). Les auteurs de ce travail proposent une action

autocrine protectrice de 1'adénosine libérée en faible quantité par la cellule et une action

délétere de celle-ci lorsqu'elle est libérée en quantité plus importante dans des situations

pathologiques et inflammatoires.

A1 A&A A2_B A3
Couplé aux
protéines G Giio Gs Gs Gq GiGq
de type :
Effet sur la
production Inhibition Stimulation Stimulation Inhibition
d’AMPc
PLC T, IP5 T,
Autres effets | [C8° 1T, PKC T, [Ca*] T, PLC 1, IP;T, PLC 1, IP5T,
PLA, T,PLD T, | canaux K'arp T [Ca®] T [Ca®] 1
canaux K* T
Sensibilité a
I'adénosine 3-30 nM 1-20 nM 5000-20000 nM | 1000-30000 nM
(CE)
cortex cérébrale, bulbe olfactif,
cervelet, corps strié

Ti . thalamus, moelle | (striatum), cceur,

issus ou le e n

. épiniere, muscles caecum, gros .
récepteur est . : . . . ) Testicules,

fortement testicules, tissus squelettiques, intestin, vessie,

exprimeé

adipeux, estomac,

rate, cceur, aorte,

foie, vessie, bulbe
oculaire

poumon, vessie,
utérus, bulbe
oculaire,
plaquettes

colon

poumon, foie

Tissus ou le
récepteur est
faiblement
exprimé

poumon, reins,
intestin gréle

cerveau, intestin

gréle, reins, rate,

thymus, estomac,

testicules, peau,
foie

cerveau, bulbe
oculaire, poumon,
utérus, aorte,
ceeur, estomac,
testicules, muscles
squelettiques,
reins, rate, foie

Cerveau, reins,
placenta, cceur,
aorte, rate, utérus,
vessie, colon,
intestin gréle,
bulbe oculaire

Tableau n°2 : Classification, propriétés et distribution des récepteurs P1 a I'adénosine chez le
rat. D'aprés Ravelic V. et al., et Fredholm B. et al. (Fredholm, B.B. et al., 1994; Ralevic, V. et

al., 1998).
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1.3 Les récepteurs P2

Les récepteurs P2 sont subdivisés en deux sous-classes : les récepteurs P2Y couplés,
comme les récepteurs P1, aux protéines G et les récepteurs P2X qui, suite a leur activation,
forment des canaux ioniques. A ce jour, sept récepteurs P2Y (P2Y;, P2Y,, P2Y,4, P2Ys,
P2Y 1, P2Y 1, et P2Y3) et sept récepteurs P2X (P2X; a P2X7) ont été clonés et caractérisés
sur le plan pharmacologique. La compréhension des fonctions biologiques de ces récepteurs
reste incompléte. Elle est entravée par des difficultés liées a la diversité de cette famille de
récepteur, a l'expression de plusieurs de ces récepteurs a la surface d'une méme cellule, a la
présence de nombreuses ecto-enzymes hydrolysant leur substrat et a 1'absence d'agonistes et

d'antagonistes rigoureusement sélectifs.

1.3.1 Les récepteurs P2Y

Les récepteurs P2Y sont des protéines de 41 a 53 kDa qui, comme les récepteurs P1
appartiennent a la grande famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés
aux protéines G. La structure schématique des récepteurs P2Y est similaire a celle des
récepteurs P1 (Figure 2, page 20). Cependant, contrairement aux récepteurs P1, les récepteurs
P2Y ne sont pas sensibles a I'adénosine mais a des nucléotides comme 1'ATP et 'ADP, voire
I'UTP et 'UDP (Tableau 3, page 22). De méme le site de fixation aux purines est différent de
celui des P1. Il met en cause des acides aminés chargés positivement qui interagissent avec les
groupements phosphates par des liaisons ioniques. Ces résidus ont été identifiés par
mutagenese dirigée dans les régions transmembranaires 3, 6 et 7. La mutation de ces résidus
diminue tres significativement l'affinité¢ de ces récepteurs pour leurs ligands (Erb, L. et al.,

1995; Jiang, Q. et al., 1997).

La plupart des récepteurs P2Y (P2Y, P2Y,, P2Y4, P2Ys et P2Y) sont couplés a des
protéines G dont la stimulation conduit principalement a l'activation de la PLC. L'activité
enzymatique de la PLC provoque la génération d'IP; et de DAG. Cette cascade d'événements

converge ensuite vers la libération des stocks calciques et la régulation de 1'activité des MAP
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kinases (Patel, V. et al, 1996). Néanmoins, il existe parfois certaines particularités
fonctionnelles. Ainsi, le récepteur P2Y;, parallelement a la stimulation de la PLC, semble
aussi couplé a la stimulation de 1'adénylate cyclase et a la production d'’AMPc. Les récepteurs
P2Y ), et P2Y,; semblent eux couplés aux protéines G; dont l'activité inhibe I'adénylate
cyclase et la production subséquente d'AMPc. Ces voies de signalisation sont résumées dans
le tableau 3 (page 22). Parallelement a ces voies majeures, d'autres voies de signalisation ont
¢été rapportées en aval de certains récepteurs P2Y. Ainsi dans le cas du récepteur P2Y, un
couplage direct entre le récepteur et certains canaux potassiques a été rapporté (Ikeuchi, Y. et
al., 1996; Webb, T.E. et al., 1996). Toutefois, I'utilisation de ces voies de signalisation
paralléles semble dépendre du type cellulaire (Ralevic, V. et al., 1998).

cytoplasme
cytoplasme ytop

NH,

COOH

PKHP

Figure 2: Représentation schématique de la structure des récepteurs P2X et P2Y. Les acides
aminés conservés qui participent a la fixation des ligands ou a la conformation des récepteurs
P2X et du récepteur P2Y | humain sont indiqués. D'aprés Jacobson KA. ef al. (Jacobson, K.A.
et al.,2002).
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Les récepteurs P2Y sont largement distribués dans les différents tissus de 1'organisme.
Leur présence a été notamment documentée dans le systéme cardio-vasculaire, dans les tissus
nerveux, sur les muscles lisses et dans les tissus lymphoides (Tableau 3, page 22). Leur rdle
régulateur reste encore a préciser bien que certaines fonctions soient mieux connues
auyjourd'hui. Leur intervention dans la régulation des fonctions immunes sera considérée un
peu plus loin dans cette étude. L'importance de ces récepteurs sera illustrée ici dans un seul
exemple, donné a titre indicatif, celui de l'agrégation plaquettaire. Dans ce processus
physiologique, I'ADP joue un rdle essentiel. En présence d'ADP libéré par les cellules 1ésées,
deux récepteurs P2Y collaborent activement au processus d'agrégation plaquettaire nécessaire
a la coagulation. Dans un premier temps, les plaquettes répondent a la présence de I'ADP par
une réorganisation rapide du cytosquelette. Ce changement morphologique implique et
requiert la présence du récepteur P2Y; (Hechler, B. et al., 1998; Jin, J. et al., 1998). Dans un
second temps, l'activation du récepteur P2Y, conduit au phénomeéne final d'agrégation. Cette
réponse du P2Y |, mobilise les protéines Gj dont la stimulation va inhiber 1'adénylate cyclase
et libérer les stocks calciques intracellulaires (Hourani, S.M. ef al., 1996). En plus de ces deux
récepteurs P2Y, le récepteur P2X; semble également contribuer au changement
morphologique nécessaire a 1'agrégation plaquettaire (Sage, S.O. et al., 1990). L'agrégation
plaquettaire constitue un exemple intéressant de régulation impliquant les récepteurs P2. Elle
illustre une réponse intégrée a des concentrations localement élevées de nucléotides puriques
mettant en cause plusieurs récepteurs P2 exprimés par la méme cellule. Il est aussi
remarquable de noter que I'ADP, catalyseur de cette réponse, est d'abord libéré par les cellules
de I'endothélium en état de stress mais qu'il est ensuite sécrété par les plaquettes activées qui
participent ainsi a I'amplification du signal. Les vésicules denses de ces plaquettes contiennent
en effet une large quantité (de l'ordre du millimolaire) d'ATP et d'ADP (Lages, B. ef al.,
1999). L'importance de cette voie de régulation est illustrée par 1'efficacité clinique anti-

thrombogeéne des thienopyridines antagonistes du récepteur P2Y;, (Bennett, J.S., 2001).
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couplé aux . distribution
o . | effecteurs | ligands naturels . ;
protéines G : (principaux tissus)
cerveau, endothélium
el Gorr1 PLCT ABPZ AT vasculaire, plaquettes
cellules épithéliales,
P2Y, Ga/11 PLC T UTP = ATP muscles lisses de
I'endothélium
P2Y, Gy/11 PLC T UTP > ATP placenta, poumon
UDP > UTP > |muscles lisses, épithélium
P2Y, Gorr1 PLC T ADP des voies respiratoires
PLC T, rate, intestin, foie,
P2Y 1 Gq Gs AMPc 1 AL S RDI granulocytes
_ cellules gliales, moelle
P2Y12 Gy AMPc | ADIF épiniére, plaquettes
rate, cerveau, ganglions
P2Y13 Gi AMPc | ADP lymphatiques, moelle
osseuse

Tableau 3 : Classification, propriétés et distribution des récepteurs P2Y.
D'apres Ravelic V. et al., Jacobson K. et al., et Burnstock G. et al. (Burnstock, G. et
al., 2000; Jacobson, K.A. ef al., 2002; Ralevic, V. et al., 1998).

1.3.2 Les récepteurs P2X

1.3.2.1 Présentation générale des récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont tous des canaux ioniques dont I'ouverture est dépendante de

la présence du ligand, essentiellement 'ATP, dans le milieu extracellulaire. A ce jour, 7 génes

ont été clonés codant pour les protéines P2X,; a P2X5. La structure schématique des protéines

qui forment ces canaux est présentée dans la figure 2 (page 20). Elles sont composées de deux

régions transmembranaires hydrophobes, d'une boucle extracellulaire, et de deux extrémités

N- et C- terminales cytoplasmiques. Cette structure de base correspond a celle des sous-

unités. Le récepteur fonctionnel est en effet vraisemblablement constitué de trois sous-unités

qui s'associent pour former des homo- ou hétéro-polymeres. D'aprés des expériences de

transfection in vitro, la plupart des P2X peuvent former des homomeres (Collo, G. et al.,

1996). Toutefois, ce ne semble pas étre le cas de P2X4 dont l'existence a 1'état homomérique
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in vivo est actuellement remise en question (Khakh, B.S. et al., 2001). Cependant, cette
protéine P2X, peut participer a la formation d'hétéromeres P2X4/ et P2Xy6. A l'inverse, P2X5
ne semble former que des homomeres. Au total, les études biochimiques ont révélé jusqu'a 11
types d'hétéropolymeéres P2X distincts dans les modeles cellulaires mais leurs propriétés
fonctionnelles et leur pertinence physiologique restent encore a clarifier (Khakh, B.S. et al.,

2001).

Par comparaison avec les récepteurs P2Y et P1 couplés aux protéines G, la réponse
des récepteurs P2X, caractérisée par une dépolarisation membranaire est trés rapide et de
l'ordre de 10 ms. Suite a leur stimulation, les récepteurs P2X deviennent sélectivement
perméables aux cations Na®, K™ et Ca®". La dépolarisation membranaire qu'ils induisent peut
conduire a l'activation secondaire de canaux calciques voltage dépendant. Dans le cas du
P2X5, l'influx calcique engendré directement ou indirectement par l'activation du récepteur
régule l'activité de kinases calcium dépendantes et en aval de celles-ci, des MAP kinases
ERK1 et ERK2 (Gendron, F.P. ef al., 2003). L'activation de ces MAP kinases a des effets
variés qui dépendent du type cellulaire (Ralevic, V. et al., 1998).

La stimulation prolongée de certains récepteurs P2X, provoque la formation d'un pore
plus large et peu sélectif permettant le passage de molécules de taille plus importante. Cette
particularité a longtemps été considérée comme une propriété unique au récepteur P2X;. Il
semble aujourd'hui que l'activation chronique des récepteurs P2X, et P2X, puisse également
conduire a la formation d'un pore membranaire peu sélectif (Khakh, B.S. et al., 1999;
Virginio, C. et al., 1999). Les propriétés des récepteurs P2X et leur distribution dans
'organisme sont résumées dans les tableaux 4 et 5 (pages 24 et 25). Le récepteur P2X; qui

possede d'autres propriétés particulieres, sera considéré séparément dans la section suivante.
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nombre

événements induis suite a la stimulation

d'af:ic’ie du récepteur distribution
aminée
P2X4 399 . |n.flux. cationiqio , muscles lisses
dépolarisation membranaire
ITHIUDR CETHEINE neurones sensoriels
P2X; 472 dépolarisation membranaire o
formation d'un pore membranaire peu sélectif cerveau, pancreas
P2X; 397 @ in_qux_ cationique . neurones sensoriels
polarisation membranaire de la douleur
el sy cerveau, testicules
P2X4 288 dépolarisation membranaire ’ | ’
formation d'un pore membranaire peu sélectif coon
influx cationique ceeur,
P2Xs w7 dépolarisation membranaire meédullosurrénale
P2Xs | 379 bR esiomne cerveau
dépolarisation membranaire
influx cationique ivmphocvies
dépolarisation membranaire macr())/phpageg ceilules
P2X 595 formation d'un pore membranaire peu sélectif dendritiques ’cellules
7 activation PLD, activation caspase 1 et 3 liales mas,toc tes
activation kinases JNK, induction NF-xB 9 fib,roblastesy ’
induction de l'apoptose

Tableau 4 : Classification, propriétés et distribution des récepteurs P2X.
Dapres Ravelic V. et al. 1998-50, Jacobson K. et al., 2002-45 ; Burnstock G. et al.,
2000-295 et Di Virgilio et al., 2001-97.

Parmi les molécules naturelles, 'ATP est 1'agoniste des récepteurs P2X le plus

efficace. Toutefois, certaines molécules synthétiques modifiées sur la partie ribose ou le

groupement triphosphate de I'ATP sont de meilleurs agonistes que I'ATP, d'autres ont des

propriétés antagonistes. Bien qu'aucune de ces molécules ne soit sélective, chaque récepteur

posséde une sensibilité a ces analogues qui lui est propre. Ainsi, il est possible de les

distinguer fonctionnellement en comparant leurs profils pharmacologiques (Tableau 5, page

25).
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Agonistes Antagonistes (ICso) | désensibilisation

P2X

TNP-ATP 6 nM
NF023 200 nM
PPADS 1 uM
Suramine 1 yM

2-MeSATP > ATP > a,p-meATP >BzATP rapide

P2X,

NF023 100 nM

2-MeSATP > ATP > BZATP TNP-ATP 1 uM lente

Suramine 10 uM

P2X;

TNP-ATP 1 nM
NF023 1 uM rapide
PPADS 1 uM

Suramine 3 uM

2-MeSATP > ATP > o,3-meATP

P2X,4

TNP-ATP 15 yM

ATP > 2-MeSATP >> o,3-meATP NF023 > 100 uM lente

Suramine >300 yM

P2Xs

PPADS 3 uM

ATP > 2-MeSATP > ADP Suramine 4 M lente

P2Xs

ATP > 2-MeSATP > ADP - lente

P2X;

KN-62 50 nM *
TNP-ATP 30 pM
BzATP >> ATP > 2-MeSATP >> ADP PPADS 50 uM

oATP 100 pM **
Suramine 500 uM

lente

Tableau 5 : Propriétés fonctionnelles et pharmacologiques des récepteurs P2X.

* 1ICsp du KN-62 s'applique ici au récepteur humain, le KN-62 est inactif sur le
récepteur P2X; de rat et inhibe les fonctions du récepteur de souris a des
concentrations plus élevées (ICso =10 uM).

** 1T'oATP agit comme un antagoniste sur les récepteurs P2X;, P2X, et P2Xj.
Cependant, la préincubation avec I'c0ATP (1-2 h) prévient irréversiblement des effets
de I'ATP sur le seule récepteurs P2X5.

D'aprés Ravelic V. et al., Jacobson K. et al., Burnstock G. et al., North AR. &
Surprenant A., et Khakh B. et al. (Burnstock, G. et al., 2000; Jacobson, K.A. et al.,
2002; Khakh, B.S. et al., 2001; North, R.A. et al., 2000; Ralevic, V. et al., 1998).
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1.3.2.2 Le récepteur P2X;

Un récepteur a I'ATP aux propriétés singulieres avait été décrit a la surface des
mastocytes en 1980 (Cockcroft, S. et al., 1980). Ce récepteur, initialement dénommé « P,z »
fut ensuite caractérisé a la surface d'autres cellules d'origines hématopoiétiques telles que les
macrophages ou les lymphocytes. Des études fonctionnelles réalisées sur ces cellules
soulignérent certaines particularités de ce récepteur. En premier lieu, il apparait posséder une
sensibilité faible a I'ATP et ne répond qu'a des concentrations de l'ordre de 100uM. Ensuite,
dans certaines conditions, il est capable de former un pore membranaire peu sélectif dont
I'ouverture perméabilise la cellule a des molécules pouvant atteindre 900 Da. Enfin, il a
tendance a orienter la cellule vers un processus de mort par apoptose lorsqu'il est stimulé de

maniere prolongée par I'ATP, ce qui lui confére une activité cytolytique.

Ce récepteur a ¢été cloné chez le rat puis chez I'homme a partir de lignées de
macrophages et fut identifié comme le récepteur P2X; (Rassendren, F. et al, 1997;
Surprenant, A. et al., 1996). Son expression a été principalement détectée sur les cellules
d'origine hématopoiétique (monocytes, macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes) et
sur un nombre limité d'autres tissus dont les fibroblastes, les mastocytes et les cellules gliales.
Sa structure de base est similaire a celle des autres P2X avec deux régions transmembranaires
et une boucle extracellulaire impliquée dans la liaison aux ligands. Toutefois, son extrémité
C-terminale est significativement plus longue avec 240 acides aminés comparée a 28 acides

aminés pour P2X, et 118 pour P2Xo.

Cette région cytoplasmique de la protéine semble responsable des propriétés
particulieres du récepteur P2X;. En effet, la construction d'un récepteur présentant une
délétion des 177 derniers acides aminés montre que celui-ci perd sa capacité a former un pore
membranaire alors qu'il conserve sa capacité a former un canal cationique en réponse a son
activation (Surprenant, A. et al., 1996). Plus récemment, des études de comparaison de
séquence ont montré que cette région C-terminale contient une séquence présentant une forte

homologie avec le « domaine de mort » du récepteur au TNF (TNR-Death Domain), mais
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aussi une région susceptible d'interagir avec les domaines SH3 (SH3-binding motif) et enfin
des motifs comparables a ceux connus pour se lier aux LPS (LPS binding domain)
(Denlinger, L.C. et al., 2001). Ces données suggérent que cette région cytoplasmique puisse
permettre au récepteur P2X; d'établir des contacts avec d'autres partenaires par l'intermédiaire
de ces domaines putatifs d'interactions. Cette possibilité¢ est d'autant plus séduisante que
l'existence d'interactions avec de nombreuses autres protéines a pu tout récemment éEtre
proposée. En effet, des expériences d'immunoprécipitation ont révélé que la protéine P2X; est
associée a 11 autres protéines (Kim, M. et al., 2001). Ces interactions conduiraient ainsi a la
formation d'un vaste complexe fonctionnel (Figure 3, page 28). Les protéines interagissant
avec la protéine P2X5, sont la laminine o-3, l'integrine -2, la B-actine, la supervilline, la
protéine MAGuK, 3 protéines de choc thermique (Hsp 71, 90 et Hsc 70), une phosphatase
(RPTP- B), qui serait responsable de la désensibilisation du récepteur et enfin la phosphatidyl-
inositol 4-kinase (PI4K) qui pourrait intervenir dans la transduction des signaux. La PI4K
catalyse en effet la phosphorylation en position 4 du phosphatidyl-inositol (PI) et intervient
dans la premiere étape de synthése de I'IP; qui, en coopération avec le diacyl-glycérol (DAG)
permet, entre autres, de libérer les stocks intracellulaires de calcium. La génération d'un autre
dérivé du PI, le PIP2 permet également de proposer un mécanisme plausible d'activation de la
phospholipase D (PLD). L'activation de celle-ci a en effet été rapportée suite a la stimulation
du récepteur P2X; (Humphreys, B.D. et al., 1996). D'autres données démontrent 1'existence
d'un lien entre la stimulation du récepteur P2X et l'activation des caspases 1 et 3, 1'induction
de NF-kB et l'activation des kinases JNK sensibles au stress (stress-activated Protein
Kinase/JNK) (Coutinho-Silva, R. et al., 1999; Ferrari, D. et al., 1999; Ferrari, D. et al.,
1997b; Humphreys, B.D. et al., 2000). Une interaction de la protéine EMP-2 (epithelial
membrane protein 2) avec la région C-terminale de P2X; a récemment été décrite (Wilson,
H.L. et al., 2002). Cette protéine semble connecter la stimulation du récepteur P2X; a
lI'induction de la formation des vésicules membranaires plus connue sous la terminologie
anglo-saxonne de « blebbing » et généralement associée a 'apoptose. Ce processus pourrait
jouer un rdéle important en immunologie en participant a la sécrétion d'une cytokine pro-
inflammatoire, I'IL1-f. Dans les macrophages, il est maintenant bien acquis que la stimulation
du P2X5 induit l'activation de la caspase 1 qui catalyse le clivage du précurseur de 1'IL1-f3 et la

production de la forme mature (Brough, D. et al., 2003; Ferrari, D. et al., 1997a). Cette
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cytokine ne possede pas de signal de sécrétion et le mécanisme qui permet sa libération dans
le milieu extracellulaire ne peut pas emprunter les voies classiques de sécrétion. Une étude
récente menée par MacKenzie et ses collaborateurs suggeére que le « blebbing » puisse
permettre la libération de cette cytokine au travers de vésicules membranaires (MacKenzie, A.
et al., 2001). Ainsi, l'activation de P2X5 participerait non seulement a la maturation de I'IL1-
mais aussi a sa sécrétion. Globalement, le récepteur P2X; semble capable de générer plusieurs
voies de signalisation paralléles impliquant la dépolarisation membranaire et I'influx calcique,

commun a tous les récepteurs P2X, mais aussi I'activation de protéines connexes.
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Figure 3: Représentation schématique du complexe protéique impliquant la protéine P2Xj.
D'apres Kim M. et al. (Kim, M. et al., 2001).
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2. Les ecto-enzymes spécifiques des purines

Il est maintenant bien ¢établi que les purines extracellulaires participent a la
communication cellulaire et interviennent dans la régulation de nombreuses fonctions
biologiques. La multiplicité et la diversité des récepteurs P1 et P2 en sont une illustration.
L'abondance et la persistance des molécules dotées d'une activité biologique déterminent

l'intensité de la réponse cellulaire et le degré de désensibilisation de leurs récepteurs.

On sait aujourd'hui qu'il existe de nombreuses ecto-enzymes capables de dégrader les
purines extracellulaires, ce qui, de nouveau, milite en faveur d'un réle important de ces
molécules dans la régulation des fonctions biologiques. L'ATP est en général rapidement
transformé en ses dérivés di- et mono-phosphatés puis en adénosine. Dans le compartiment
extracellulaire, la demi-vie de I'ATP est de 1'ordre de la seconde (Banerjee, R.K., 1981). Les
ecto-nucléotidases contrdlent ainsi la disponibilité des ligands qui se fixent sur les récepteurs
P1 et P2. Ces enzymes assurent aussi le maintien a I'état actif de ces récepteurs en limitant

leur désensibilisation.

Ces ecto-enzymes participent également au recyclage des purines. La synthése
complete des nucléotides tri-phosphates par la voie de synthése de novo est colteuse
puisqu'elle nécessite 36 molécules d'ATP. La synthése d'ATP par recyclage des nucléosides
(« salvage pathway ») ne coflite que 4 molécules d'ATP. Les nucléosides extracellulaires
peuvent étre réabsorbés par des transporteurs de type équilibratif et concentratif (Cass, C.E. et
al., 1998). En participant a la transformation des nucléotides extracellulaires en nucléosides,
ces ecto-enzymes favorisent la capture de ces molécules essentielles au métabolisme
énergétique comme a la syntheése des acides nucléiques. Cette voie de recyclage est
importante pour les lymphocytes en phase de prolifération dont la demande en nucléosides est
particuliérement élevée. Pour faire face a cette demande, les lymphocytes T activés se mettent
d'ailleurs a exprimer un transporteur de nucléosides de type concentratif (Kichenin, K. et al.,

2000).

29



Enfin, certaines enzymes utilisent les purines extracellulaires pour réaliser des
réactions de modifications post-traductionnelles de protéines membranaires. Dans cette
catégorie, on reconnait aujourd'hui des ecto-protéines kinases qui ont comme substrat I'ATP
mais dont le role est mal inconnu (Redegeld, F.A. ef al., 1999) et des mono-ADP-ribosyl
transférases (ART) qui utilisent le NAD (Haag, F. ef al., 1997; Okazaki, 1.J. et al., 1996c¢). Le

role de ces dernieres dans la régulation des fonctions cellulaires est 'objet du présent travail.

Beaucoup de ces ecto-enzymes sont exprimées dans la plupart des tissus mais nous
nous limiterons ici aux activités et aux fonctions de celles qui sont clairement exprimées sur
les cellules du systéme immunitaire. Parmi elles, on peut distinguer plusieurs familles : les
nucléoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases), la 5'-nucléotidase, les
nucléotides pyrophosphatases (E-NPP), 'adénosine déaminase (E-ADA), les NADases /ADP-
ribosyl cyclases, les protéines kinases et les mono-ADP-ribosyl transférases (ART) (Tableau

6, page 31).

30



Famille

Sous-type

Activité

ecto-nucléoside triphosphate
diphosphohydrolase
(E-NTPDase)

NTPDase1

(CD39, ecto-apyrase)

NTP — NMP + 2Pi
NDP — NMP + Pi

NTPDase2

(CD39L1, ecto-ATPase)

NTP — NDP + Pi

NTPDase3

(CD39L3, ecto-ATPase)

NTP — NDP + Pi
NDP — NMP + Pi

NTPDase5 .
(CD39L4) NDP — NMP + Pi
ecto-5'-nucléotidase CD73 AMP — adénosine + Pi
NPP1 NTP — NMP + PPi
(PC-1) AMPc - AMP
NTP — NMP + PPi
Ay AMPc —» AMP
ecto-nucléotides pyrophosphatase / .
phosphodiesterase NPPZ. G DI P',
(Autotaxin) ADP — AMP + Pi
(E-NPP) ] ]
AMP — adénosine + Pi
PPi — 2 Pi
NPP3 NTP — NMP + PPi
(CD203c) AMPc —» AMP
ecto-adénosine déaminase ecto-ADA Vo Adt,anosll ne - |r?os’|ne + NH.3
2'-déoxyadénosine — 2'-déoxyinosine + NH;
NAD(P) —» ADPR(P) + Nico
) = CD38 NAD(P) — ADPR(P) cyclique + Nico
ecto-NADase / ADP-ribosyl cyclase CD157 ADPR(P) cyclique —> ADPR(P) + H20
ADPRP + acide nicotinique —» NAADP
ecto-protéine kinase ecto-PK protéine + ATP — protéine-P + ADP
ecto-monoADP-ribosyl transférase ART protéine + NAD — protéine-ADPR + Nico

Tableau 6 : Propriétés des principales ecto-enzymes exprimées a la surface des cellules
immunitaires. D'aprés Zimmermann H., et Goding JW. & Howard MC. (Goding, J.W. et al.,

1998a; Zimmermann, H., 2000).
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2.1 Les ecto-enzymes catabolisant les purines libres extracellulaires

2.1.1 Les ecto-nucléosides triphosphates diphosphohydrolases :
E-NTPDase

Les E-NTPDases correspondent a une famille d'enzymes retrouvées dans toutes les
especes animales et végétales. Elles catalysent principalement la dégradation de I'ATP et de
I'ADP en AMP mais peuvent aussi, dans une moindre mesure, hydrolyser d'autres NTP et
NDP. Les différents membres de cette famille possédent des préférences a la fois pour les
substrats (NTP et/ou NDP) et pour le choix de la liaison di-phosphate hydrolysée (y—f, B—o)
(Tableau 6, page 31). Les NTPDasesl-4 sont des protéines a deux domaines trans-
membranaires possédant une large boucle extracellulaire. Sur cette boucle, on peut
reconnaitre 5 séquences conservées qui semblent propres a cette famille d'enzyme et
participent probablement a l'activité catalytique (Yang, F. ef al., 2001). La E-NTPDase5 ne
posséde qu'un seul domaine trans-membranaire. Cette dernicre peut étre clivée de la
membrane et étre libérée sous forme soluble dans les liquides biologiques (Mulero, J.J. ef al.,
1999). D'une manicre générale, l'activité de ces enzymes in vitro semble dépendante de fortes

concentrations en ions divalents (Hicks-Berger, C.A. et al., 2000).

Avant la classification actuelle basée sur les données génétiques et fonctionnelles, les
enzymes ¢étaient classées en se basant uniquement sur leurs activités. Ainsi, I'ecto-ATPase
correspondait a l'activité catalysant I'hydrolyse de 'ATP en ADP. On distinguait alors deux
autres classes d'enzymes; les ecto-ADPases hydrolysant seulement 1'ADP et les ecto-
ATP/ADPases hydrolysant 1'ATP et I'ADP. L'ecto-ATPase telle qu'elle était définie
correspond dans la classification actuelle aux E-NTPDase2 et E-NTPDase3. Une activité
ecto-ATPase a été détectée a la surface de nombreuses cellules d'origines hématopoiétiques et
notamment a la surface des lignées de lymphocytes CD4", des cellules cytotoxiques CD8",
des lymphocytes B activés et des cellules NK activées par I'IL-2 (Dombrowski, K.E. et al.,

1998). Les lymphocytes naifs ne présentent pas d'activité détectable. Sur ces cellules,
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I'expression de cette activité enzymatique semble en corrélation avec 1'état d'activation et

l'acquisition des fonctions effectrices (Di Virgilio, F. et al., 1990; Filippini, A. et al., 1990).

Paralle¢lement, 1'utilisation d'anticorps monoclonaux montre que la protéine CD39, la
NTPDasel de la classification actuelle, est aussi un marqueur d'activation des lymphocytes B,
des lymphocytes T, des cellules NK, des cellules dendritiques et des cellules endothéliales
(Maliszewski, C.R. et al., 1994). 1l apparait cependant que certains anticorps anti-CD39 ne
sont pas sélectifs et reconnaissent plusieurs isoformes de cette famille d'enzyme. Il reste donc
possible que la protéine détectée dans ces études ne corresponde pas a la E-NTPDasel
(CD39) mais a I'une ou l'autre des E-NTPDases (CD39, CD39L1, CD39L3 et CD39L4). 1l est
enfin possible que ces cellules expriment a leur surface plusieurs de ces enzymes (Kannan, S.,

2002; Zimmermann, H., 2000).

Plus récemment 1'identité exacte des enzymes exprimées par certains types cellulaires
a pu étre précisée. Ainsi au niveau de 1'épiderme, les cellules dendritiques (cellules de
Langerhans) sont les seules a exprimer la NTPDasel (CD39) et cette enzyme est entierement
responsable de l'activit¢ ATP/ADPase détectée dans ce tissu (Mizumoto, N. et al., 2002).
Dans une autre cas, il a pu étre montré que les macrophages humains expriment la NTPDase5.
Celle-ci est d'ailleurs en partie sécrétée par le macrophage et retrouvée dans le sérum sous

forme active (Mulero, J.J. et al., 1999).

2.1.2 L'ecto-5'-nucléotidase : CD73

CD73 catalyse la déphosphorylation des purines et des pyrimidines mono-phosphates
en leurs nucléosides correspondants. L'AMP est cependant le meilleur substrat de cette
ectoenzyme (Tableau 6, page 31). CD73 est une protéine de 70 kDa ancrée a la membrane
plasmique par l'intermédiaire d'un groupement phosphatidyl-inositol glycosylé (GPI). Dans le

systéme immunitaire, cette ectoenzyme a été détectée a la surface des lymphocytes T et B, des
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cellules dendritiques folliculaires, des fibroblastes et des cellules épithéliales de la médulla
thymique (Resta, R. ef al., 1998). Sur les lymphocytes, l'expression de CD73 est régulée et
dépend du stade de différenciation. Alors que les lymphocytes thymiques immatures
n'expriment pas CD73, en périphérie 50% des lymphocytes CDS" et 10% des lymphocytes
CD4" humains I'expriment. De méme, 75% des lymphocytes B matures expriment CD73

(Airas, L., 1998; Yamashita, Y. et al., 1998).

Deux fonctions peuvent étre attribuées a CD73. Son activité participe au recyclage des
purines en transformant I'AMP extracellulaire en adénosine capable d'étre capturée par la
cellule au travers des transporteurs de nucléosides (Cass, C.E. et al., 1998). D'autre part, d'un
point de vu pharmacologique, l'activit¢ de CD73 régule localement la disponibilité en

adénosine et, indirectement, 'activation des récepteurs P1.

2.1.3 Les ecto-nucléotides pyrophosphatases / phosphodiesterases : E-NPP

On connait aujourd'hui trois protéines correspondant a la famille des E-NPP : NPP1
(PC-1), NPP2 (Autotaxin) et NPP3 (CD203c¢). Leur structure générale ressemble a celle de la
E-NTPDase 5 avec un seul domaine transmembranaire (Goding, J.W. et al., 1998b). Comme
elle aussi, ces enzymes peuvent étre libérées par clivage protéolytique et se retrouver sous
forme libre dans les liquides biologiques (Bollen, M. et al, 2000). Ces ecto-enzymes
possedent une activité pyrophosphatase sur les nucléotides. Elles catalysent principalement
I'hydrolyse des NTP en NMP en libérant un pyrophosphate. Cependant, elles possedent
¢galement une activité phosphodiesterase leur permettant de catalyser la réaction d'hydrolyse
de 'AMPc en AMP. L'une de ces enzymes, la E-NPP2, posséde une activité enzymatique
encore plus large puisq'elle hydrolyse également 'ATP en ADP, ADP en AMP et 'AMP en
adénosine (tableau 6, page 31). Les E-NPP seraient enfin capables de cliver le NAD en AMP
et nicotinamide-mononucléotide (Deterre, P. et al., 1996; Goding, J.W., 2000; Goding, J.W.
et al., 1998Db).
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La distribution de ces enzymes dans le systtme immunitaire est peu connue.
Cependant, des formes solubles de I'E-NPP1 et de I'E-NPP2 existent dans le sérum et limitent
probablement l'activité des purines extracellulaires sur les cellules lymphoides circulantes.
Ces enzymes solubles sont également détectées en forte concentration dans le liquide synovial
des patients atteints d'arthrite (Cardenal, A. et al., 1998). L'enzyme la mieux caractérisée a la
surface des cellules immunitaires est la E-NPP1 plus connue sous le nom de PC-1. Cette
ectoenzyme a été détectée a la surface des cellules B et T activées et sur les macrophages

(Goding, J.W. et al., 1998b; Van Driel, LR. et al., 1985).

Il peut étre noté que l'activation des lymphocytes permet, dans certaines conditions,
d'induire l'expression coordonnée d'enzymes qui concourent au recyclage des purines. Pour
exemple, les esters de phorbol ou les drogues stimulant la synthése d'AMPc permettent
d'induire I'expression de CD38 (NAD glycohydrolase), de PC-1 et d'une activité 5'-
nucléotidase sur les lymphocytes T humains (Deterre, P. et al., 1996). En présence de NAD,
l'activité de ces enzymes participe a la formation d'adénosine qui seule peut étre réabsorbée
par la cellule. Dans ce cas précis, il a ét¢é montré que ces lymphocytes activés pouvaient

recycler le NAD extracellulaire alors que les lymphocytes non activés en étaient incapables.

2.1.4 L'ecto-adénosine déaminase : ecto-ADA

L'ecto-adénosine déaminase (ecto-ADA) participe au métabolisme des purines en
catalysant la transformation de 1'adénosine (ou du déoxy-adénosine) en inosine ou en déoxy-
inosine (Tableau 6, page 31). Cette ecto-ADA est présente sur la surface de la majorité des
monocytes et des cellules B et sur 20% des lymphocytes T ou son expression semble liée a
l'activation (Martin, M. et al., 1993). Cette enzyme a localisation ecto-membranaire est codée
par le méme gene que 1'ADA intracellulaire dont le défaut d'expression congénital conduit,
chez 'homme, a un déficit immunitaire combiné et sé¢vere (SCID) résultant d'une perturbation

précoce du développement des thymocytes (Lluis, C. ef al., 1998). La protéine de 41 kDa,
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produit de ce géne, ne possede pas de région trans-membranaire ni méme de peptide signal et
son mode de sécrétion n'est pas connu. Cependant, une fois libérée, I'ADA s'associe de
maniere spécifique a certaines protéines ecto-membranaires. CD26, une ecto-peptidase, est la
principale protéine servant d'ancrage a I'ADA (Franco, R. ef al., 1998). Plus récemment, les
récepteurs a l'adénosine A; et A,g ont ¢té identifiés comme des partenaires alternatifs
(Ciruela, F. ef al., 1996; Herrera, C. et al., 2001). Le role physiologique de I'ecto-ADA dans
le systtme immunitaire reste encore a éclaircir. Cependant, en transformant 1'adénosine en
inosine, cette enzyme participe au control de la concentration extracellulaire en adénosine,
ligand des récepteurs P1. Son activité pourrait ainsi protéger les thymocytes de la toxicité de
I'adénosine. En effet, en présence d'inhibiteurs de 1'ADA, 1'adénosine induit la mort des
thymocytes par apoptose (6 a 15%) et inhibe I'activation passant par le TCR de la majorité des
cellules immatures CD4"CD8" (Apasov, S. et al., 2000). En s'appuyant sur différents modéles
de souris invalidées pour les génes codant pour les récepteurs P1, les auteurs montrent que le
récepteur A,a est responsable de la toxicité directe de I'adénosine. Par contre, la signalisation
par le TCR n'est que partiellement rétablie chez les souris Ayx” suggérant l'implication
d'autres facteurs. La toxicité de I'adénosine en absence d'ADA est susceptible de contribuer a
l'altération du développement normal de la différenciation des thymocytes chez les patients
soufrant d'un immunodéficit séveére causé par le défaut de cette enzyme (Apasov, S.G. et al.,

2001; Thompson, L.F. et al., 2000; Van De Wiele, C.J. et al., 2002).

2.1.5 Les ecto-NADases / ADP-ribosyl cyclases : CD38 et CD157

Les ecto-enzymes CD38 et CD157 catalysent I'hydrolyse du NAD en ADP-ribose et
en nicotinamide. In vitro, ces enzymes catalysent aussi, dans une plus faible proportion, la
formation d'ADP-ribose cyclique (3%) lorsque le NAD est présent a des concentrations
saturantes. Ces enzymes suivent le schéma catalytique des NAD(P) -glycohydrolases dans
lesquelles l'intermédiaire réactionnel, ' ADP-ribose* se lie de maniére covalente a 1'enzyme. I1

est ensuite libéré soit par réaction avec H,O, introduisant un groupement OH sur le ribose en
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position 1, soit plus exceptionnellement par cyclisation résultant de la formation d'une liaison

C-N entre le carbone 1 du ribose et la position N' de I'adénine. L'étape de cyclisation de

I'ADP-ribose est réversible ce qui permet aussi a ces enzymes de catalyser la réaction

d'hydrolyse de I'ADP-ribose cyclique. En présence de concentrations élevées d'acide

nicotinique de 'ordre de 10 mM, ces enzymes peuvent également transformer le NAD(P)" en

NAAD(P)" par une réaction d'échange. Les réactions enzymatiques catalysées par CD38 sont

résumées sur le schéma de la figure 4 (page 37). Au final, le mécanisme catalytique de ces

enzymes permet de les considérer comme d'authentiques NAD-glycohydrolases (Berthelier,

V. et al., 1998; Cakir-Kiefer, C. et al., 2001).
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Figure 4: Réactions catalysées par CD38 et CD157.
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L'organisation du geéne codant pour CD157 est similaire a celui codant pour
CD38 ce qui indique une parenté phylogénique entre les deux molécules (Ferrero, E. et al.,
1999). D'ailleurs, CD157 posse¢de vraisemblablement les mémes activités enzymatiques que
CD38 encore qu'elles soient moins efficaces (Adebanjo, O.A. et al., 2000; Ortolan, E. et al.,
2002). En effet, CD157 difféere de CD38 par son activit¢ catalytique 100 fois moins
importante et par sa liaison a la membrane plasmique par un groupement glypié (Ortolan, E.
et al., 2002). Peu de données existent aujourd'hui quant a son roéle biologique. Cette enzyme
semble s'exprimer durant les phases précoces du développement des lymphocytes B et T et
sur les cellules matures du lignage myéloide. Les cellules réticulées qui se trouvent dans les
ganglions lymphoides, la rate et les plaques de Peyer expriment également CD157. La
distribution de cette enzyme suggere son implication dans le développement des réponses
immunitaires. Cette hypothése semble corroborée par le phénotype des souris CD157" qui
présentes un défaut de production d'IgG3 en réponse aux antigénes T indépendants et d'IgA
suite & une immunisation orale par la toxine cholérique (Itoh M., et al., 1998 -161). Ces
résultats suggerent que l'expression de CD157 soit nécessaire au développement normal des

réponses immunitaires, notamment au niveau des muqueuses.

CD38 est une glycoprotéine transmembranaire de type II avoisinant les 45 kDa et dont
20% de la masse est constituée par des sucres. Au niveau du systéme immunitaire, CD38
semble jouer un réle important comme en témoignent sans doute sa large distribution sur les
cellules hématopoiétiques et la régulation fine de son expression. Chez 'Homme, CD38 est
exprimé par les cellules T et B immatures puis son expression décline dans les lymphocytes
matures en périphérie. Toutefois l'activation de ces lymphocytes coincide avec une ré-
expression de CD38 particuliérement significative pour les cellules B qui sont engagées dans
les centres germinatifs. La répartition de CD38 différe quelque peu chez la souris. Chez cette
espece, les lymphocytes B expriment faiblement CD38 tout au long de leur différenciation
mais fortement au stade mature. Contrairement a ce que l'on peut observer chez 'Homme,
l'activation de ces lymphocytes B dans les centres germinatifs est en corrélation avec une forte

réduction de niveau d'expression de CD38 a la surface membranaire. Dans les lymphocytes T
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murins, l'enzyme est exprimée par une faible fraction des thymocytes et par seulement 5 a
20% des lymphocytes T matures correspondant vraisemblablement aux cellules ayant un

phénotype activé (Deterre, P. et al., 2000; Lund, F. ef al., 1995).

L'expression de CD38 peut varier dans les conditions pathologiques. CD38 est, par
exemple, fortement exprimé sur les lymphocytes T des patients atteints du SIDA et constitue
méme un facteur pronostique de 1'évolution de la maladie (Liu, Z. et al., 1997). Certains
facteurs influencant le niveau d'expression de CD38 ont pu étre mis en évidence. Parmi eux,
les dérivés de la vitamine A tels que 'acide rétinoique (ATRA), les métabolites de la vitamine
D3, les interférons (IFNa,B,y) et les facteurs qui stimulent la production d'AMPc sont de
puissants inducteurs. Des séquences sensibles a I'acide rétinoique (DR-5) ou aux interférons
(IRF-1) régulant la transcription du géne codant pour CD38 ont été caractérisées en amont de
celui-ci. D'autres facteurs régulent négativement son expression. C'est le cas de I'll-4 dans
certaines lignées de cellules B in vitro (Lund, F.E. ef al., 1998). De maniére plus surprenante,
I'exposition au NAD, substrat de l'enzyme, ou a des composés réducteurs comme le DTT
semble promouvoir une internalisation de CD38 participant ainsi a la modulation de sa

densité a la surface cellulaire (Zocchi, E. et al., 1995; Zocchi, E. et al., 1999).

2.2 Les ectoenzymes catalysant des modifications post-traductionnelles

des protéines membranaires a partir des purines extracellulaires

2.2.1 Les ecto-protéines kinases

La phosphorylation des protéines par des protéines-kinases ayant comme substrat
I'ATP est un phénomene bien connu intervenant dans la signalisation intracellulaire et la
régulation des fonctions cellulaires (Hsueh, R.C. ef al., 2000; Isakov, N. et al., 1994). Ce n'est
que plus récemment que des ecto-protéines kinases capables de phosphoryler des protéines

membranaires en présence d'ATP ont été décrites a la surface des cellules (Tableau 6, page
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31). Les fonctions de ces ecto-protéines kinases restent encore mal connues en partie pour des
raisons méthodologiques. Au dela de toute controverse sur leur existence, il parait probable
que de telles enzymes puissent réguler les fonctions des protéines membranaires et participer

a la communication intercellulaire (Ehrlich, Y.H. et al., 1986; Ehrlich, Y .H. et al., 1987).

L'activité ecto-kinase a été détectée sur un grand nombre de cellules comme les
fibroblastes mais aussi sur les cellules de l'immunité telles que les monocytes, les
macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes T et les mastocytes (Dusenbery, K.E. ef al.,
1988; Redegeld, F.A. et al., 1999). Les effets de ces phosphorylations sur la régulation des
fonctions immunes restent a éclaircir. Cependant, il est intéressant de noter que des protéines
aussi importantes que le TCR ou la protéine du complément Cls ont été¢ proposées comme

des cibles de ces enzymes (Apasov, S.G. ef al., 1996; Geberhiwot, T. et al., 1997).

2.2.2 Les mono-ADP-ribosyl transférases (ART)

Les poly-ADP-ribose polymérases (PARP) représentent une famille grandissante de
protéines intracellulaires intervenant dans la régulation de la réparation de 1'ADN, la
transcription des genes, l'induction de l'apoptose, la séparation des chromosomes durant la
mitose, le fonctionnement des télomérases ou celui des centrioles (Burkle, A., 2001; Herceg,
Z. et al., 2001; Ziegler, M. et al., 2001). Ces enzymes catalysent une premicre réaction de O-
glycosylation en fixant un ADP-ribose sur des résidus glutamates de protéines cibles puis
catalysent la synthése de chaines de poly-ADP-ribose linéaires ou branchées pouvant
atteindre 250 monomeéres. Ce n'est que plus récemment que des mono-ADP-ribosyl
transférases ont été décrites a la surface des cellules eucaryotes (Haag, F. et al., 1998;
Okazaki, 1.J. et al., 1996c; Okazaki, 1.J. et al., 1999). Ces ART, contrairement aux PARP,
catalysent des réactions de type N-glycosylation en fixant un groupement ADP-ribose sur des
arginines (Figure 5, page 42). Cette modification post-traductionnelle provoque le plus
souvent l'inhibition des fonctions de la protéine cible (Koch-Nolte, F. et al., 2001). L'activité
ART est, en réalité, connue depuis longtemps. Elle correspond en effet a 1'activité de certaines

toxines bactériennes telles que la toxine de B. pertussis, la toxine diphtérique ou la toxine
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cholérique pour ne citer qu'elles (Tableau 7, page 42). Ces toxines sont capables de perturber
le métabolisme des cellules de 1'hote en ADP-ribosylant certaines protéines cibles spécifiques
(Krueger, K.M. et al., 1995; Lahiri, S.S., 2000). Par exemple, I'ADP-ribosytation de la sous
unité o des protéines G par la toxine cholérique conduit a 'activation chronique de 1'adénylate
cyclase et a I'accumulation d'AMP cyclique responsable de la modification de I'équilibre
ionique et de la déhydratation (Popoff, M.R., 1998). D'autres toxines ADP-ribosylent des
facteurs de transcription ou des protéines du cytosquelette. Ces toxines procaryotes, chacune
au moyen d'une stratégie qui lui est propre, doivent pénétrer dans la cellule pour exercer leur
effet. Les ART eucaryotes, a la différence, sont des protéines extracellulaires qui affectent des
cibles membranaires. Ces ART ont été décrites chez I'homme, le singe, le rat, la souris et le
poulet. On en connait aujourd'hui 7 isoformes chez les vertébrés, ce qui témoigne sans doute
de leur importance biologique (Koch-Nolte, F. ef al., 1997a). Ces ART sont des protéines
d'environ 40 kDa. Chez la souris la classification de ces enzymes se décompose en 6
isoformes appelées respectivement ART1, ART2.1, ART2.2, ART3, ART4 et ARTS. La
comparaison des séquences protéiques correspondantes montre que ces différentes enzymes
possedent entre elles un degré de similitude modeste compris entre 28 et 40% sauf entre
I'ART2.1 et 'ART2.2 ou le degré similitude atteint 85%. D'une espece a l'autre les séquences
des orthologues sont en revanche bien conservées avec des degrés d'homologie compris entre
75 et 83% (Braren, R. et al., 1998; Glowacki, G. et al., 2002; Kanaitsuka, T. et al., 1997,
Koch-Nolte, F. et al., 1997b). Chez I'Homme, il n'existe pas d'équivalent des ART2 murines.
Le seul geéne correspondant est en effet un pseudogéne contenant 3 signaux précoces de

terminaison de la traduction (Glowacki, G. et al., 2002; Haag, F. et al., 1998).
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Figure 5: Représentation schématique de la réaction de monoADP-ribosylation

Nom ou origine

. Cibles Effets
de la toxine
Toxine diphtérique EF-2 Inhibition de la synthése des protéines
Pseudomonas ETA EF-2 Inhibition de la synthése des protéines
Pseudomonas ExoS Vimentine, Ras Cytotoxicité
Toxine cholérique G., Gy Inhibition de Iactl’\(lte GTPasique des
protéines G
Escherichia coli LT G.. G Inhibition de Iactll\(lte GTPasique des
protéines G
Toxine de Pertussis G., G, G Découplage dgs protéines G de leur
récepteur
Salmonella enterica . Inhibition de la polymérisation de
. ] actine o
(serovar Typhimurium SpvB) I'actine
C. botulinum C2 . Inhibition de la polymérisation de
.. actine o
( toxine iota) I'actine
C. botulinum C3
Clostridium limosum Rho, Rac Désorganisation du cytosquelette
Bacillus cereus VIP2
Staphylococcus aureus EDIN Rho Désorganisation de l'appareil de Golgi

Tableau 7: Propriétés des exo-toxines bactériennes possédant une activité ADP-ribosyl
transférase. D'aprés Pallen MJ. et al. (Pallen, M.J. et al., 2001).
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La structure des geénes codant pour ces différentes enzymes est trés similaire avec un
large exon codant pour l'intégralit¢ du domaine catalytique et deux exons en positions 5' et 3'
codant respectivement pour la séquence signal et pour le site d'insertion du groupement glypié¢
de type GPI (Glycosyl-phosphatidyl inositol) servant a la protéine d'ancrage a la membrane
(Figure 7, page 45). Le géne codant pour I'ARTS ne posseéde pas cette s€équence hydrophobe
C-terminale, ce qui vaut a cette enzyme d'étre sécrétée plutot que membranaire (Glowacki, G.
et al., 2002; Okazaki, L.J. ef al., 1999). En dépit de leur séquence primaire tres différente de
celle des ART procaryotes, les enzymes des vertébrés présentent une organisation secondaire
trés proche de celle de toxines bactériennes (Domenighini, M. et al., 1996; Koch-Nolte, F. et
al., 1996b). La cristallisation de I'ART2 de rat a permis de constater la remarquable
conservation entre l'organisation tridimensionnelle de cette enzyme et celles de la toxine
diphtérique ou de la protéine VIP2 de Bacillus cereus (Mueller-Dieckmann, C. et al., 2002)
(Figure 6, page 43).

ART2 VIP2

Figure 6: Homologie entre la structure tridimensionnelle de 'ART2 de rat et de la toxine
VIP2 (Bacillus cereus). Les acides aminés conservés caractéristiques des arginine-ADP-
ribosyl transférases sont colorés en rouge (motif R-S-EXE), l'acide glutamique impliqué dans
la réaction enzymatique est coloré en bleu cyan, les acides aminés appartenant a I'hélice a
bordant la poche catalytique sont colorés en marron et les acides aminés situés dans la boucle
impliquée dans la reconnaissance des cibles de I'ADP-ribosylation sont colorés en bleu. Les
acides aminés appartenant aux six feuillets B qui forment les planchers inférieur et supérieur
de la poche catalytique ne sont pas colorés. D'aprés Mueller-dieckmann C. et al. (Mueller-
Dieckmann, C. et al., 2002).
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Bien que ces enzymes soient toutes issues d'un gene ancestral commun, leurs activités
enzymatiques ne sont pas équivalentes. L'ART1 et I'ART2.2 poss¢dent une activit¢ ADP-
ribosyl transférase trés efficace comparée a celle de I'ART3 et de ' ART4. L'ART2.1, bien que
trés proche du point de vue séquence a 'ART2.2, posseéde une activité tres faible dans des
conditions expérimentales standards. Cependant, son activité est trés fortement stimulée dans
des conditions réductrices a forte concentration de DTT (Hara, N. et al., 1999). Enfin, 'ARTS
possede une activité NAD hydrolase supérieure a son activité transférase (Okazaki, L.J. et al.,
1996b). Son auto-ADP ribosylation semble cependant stimuler son activité transférase in vitro
(Weng, B. et al., 1999). Enfin, tandis que les ART procaryotes exercent leur activité toxique
en ADP-ribosylant spécifiquement une seule cible, les ART eucaryotes ont la capacité¢ d'ADP-
ribosyler de multiples protéines membranaires (Koch-Nolte, F. et al., 1996a). On ignore
aujourd'hui les éléments structuraux responsables de la sélectivité des ART procaryotes. De
méme, chez les vertébrés, alors que les sites de N-glycosylation ou de mannosylation des
protéines sont bien connus, aucune séquence spécifique entourant les arginines cibles des

ART n'a pu étre encore déterminée.
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Figure 7: Comparaison schématique de la structure des ADNc codant pour les ART des
mammiferes et du poulet. Chacun des exons composant le transcrit majoritaire est représenté
par un rectangle. Les régions en 5' et en 3' du géne qui ne sont pas traduites en acides aminés
sont représentés en blanc, le peptide signal est coloré en orange, le reste de la protéine est
coloré en bleu sauf pour la région hydrophobe, codant pour le site d'insertion du groupement
GPI, représentée en vert. D'aprés Glowacki G. ef al. (Glowacki, G. et al., 2002).

L'expression des ART n'est pas ubiquitaire et est restreinte, pour chacune d'entre elles,
a certains tissus. Chez la souris, L'ARTI1 est détectée principalement dans les muscles
squelettiques et le cceur, les ART2 dans les tissus lymphoides, I'ART3 et I'ARTS dans les
testicules et 'ART4 dans le cceur (Glowacki, G. et al, 2002). Chez 1'Homme, cette
distribution est essentiellement conservée sauf pour I'ART4 dont les messagers sont détectés
dans les tissus lymphoides et la moelle osseuse mais pas dans le cceur. Sur les cellules du

systeme immunitaire, 'ART1 a été détectée sur les neutrophiles humains (Donnelly, L.E. et



al., 1996; Kefalas, P. et al., 1998); 'ARNm des ART3 et ART4 dans les macrophages
murins (Grahnert, A. et al., 2002) ; et les ART2 sur les lymphocytes T de rat et de souris.
Alors que le rat n'exprime qu'une seule ART2, chez la souris, les deux isoformes ART2.1 et
ART?2.2 sont co-exprimées sur les cellules T. Cependant, comme I'ART2.1 n'est pas active
dans des conditions non réductrices, il est probable que I'essentiel de l'activité enzymatique
détectée la surface des lymphocytes T soit attribuable a ' ART2.2. L'expression des ART2 sur
les lymphocytes a d'abord été étudiée chez le rat puis plus récemment chez la souris au moyen
d'anticorps monoclonaux spécifiques (Koch-Nolte, F. et al., 1999). Chez les deux espéces,
l'expression des ART2 est principalement restreinte aux cellules T matures et quiescentes
CD4" ou CDS8". Elle représente a ce titre un marqueur commode de cette sous-population.
Dans le thymus de souris seules les cellules T matures CD3"" exprimant de maniére
exclusive CD4 ou CD8, expriment I'ART2.2. En périphérie la majorité des cellules T exprime
cette ecto-enzyme. Celles qui ne I'expriment pas, plus ou moins nombreuses selon la lignée
murine étudiée, expriment des marqueurs tels que CD25 et pourraient correspondre a des
cellules récemment activées in vivo. En effet, il a pu étre montré in vitro que l'activation des
cellules T induit un mécanisme actif de clivage de 'ART2.2 par des métalo-protéases qui
libérent ainsi ces enzymes dans le surnageant (Kahl, S. ef al., 2000; Nemoto, E. et al., 1996a).
Ce mécanisme rapide est trés similaire a celui qui conduit a la perte de CD62L (L-sélectine)
permettant aux lymphocytes T activés de migrer vers les sites inflammatoires. Toutefois, les
CTL générés ex-vivo semblent exprimer de fagon modulable une activit¢ ADP-ribosyl
transférase (Wang, J. et al, 1994). Elle disparait immédiatement aprés restimulation des
cellules pour réapparaitre ultérieurement apres quelques jours de culture (Nemoto, E. et al.,
1996a). L'expression des ART serait ainsi la régle sur les lymphocytes T périphériques et son

absence transitoire marquerait une activation récente.
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3. Origine des purines naturelles

Bien que des travaux récents suggerent que de 1I'ATP puisse étre synthétisé dans le
compartiment extracellulaire par des ecto-enzymes, 1'essentiel des nucléotides extracellulaires
résulte de leur libération des compartiments intracellulaires (Yegutkin, G.G. et al., 2001;
Yegutkin, G.G. et al., 2002). La compréhension des mécanismes a l'origine de la libération
des purines dans les fluides biologiques est essentielle a I'évaluation de l'importance de ce
phénomeéne dans la communication cellulaire. Cette question est d'autant plus complexe que,
dans les cellules a 1'état normal, la majorité du NAD et une grande part de I'ATP sont localisés
dans les mitochondries. Le relargage de quantités significatives de ces nucléotides nécessite
donc une mobilisation de ces importantes réserves cellulaires. Trois principaux types de
mécanismes peuvent conduire a un tel relargage: une exocytose de granules sécrétoires
contenant des purines, un processus de sécrétion au travers de transporteurs membranaires et

une libération du contenu intracellulaire par des cellules 1€sées ou des cellules mortes.

3.1 Libération des purines contenues dans des granules sécrétoires

La libération d'ATP dans l'espace extracellulaire a été rapportée dans différentes
conditions physiologiques dont certaines sont aujourd'hui bien connues. En 1964, Burnstock
et ses collaborateurs identifiérent la présence d'un neurotransmetteur particulier dans les fibres
nerveuses « non adrénergiques et non cholinergiques » innervant le tractus intestinal
(Burnstock, G. et al., 1964). Ce neurotransmetteur se révéla étre I'ATP et les fibres nerveuses
sécrétant ce neurotransmetteur furent qualifiés de « purinergiques » (Burnstock, G., 1972).
Dans ces neurones, I'ATP est stocké dans les vésicules pré-synaptiques. Des neurones
purinergiques sont retrouvés dans le systéme nerveux sympathique innervant les muscles
lisses de l'aorte, des veines mésentériques et pulmonaires, parmi les nerfs parasympathiques
innervant la vessie, ou encore, comme il a été évoqué précédemment, parmi certaines fibres

nerveuses « non adrénergiques et non cholinergiques » innervant le tractus intestinal
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(Burnstock, G., 1988; Burnstock, G. et al., 2000; Ralevic, V. et al., 1998). Dans ces fibres
nerveuses, I'ATP contenu dans les vésicules pré-synaptiques est co-sécrété avec d'autres
neurotransmetteurs plus conventionnels tels que l'acétylcholine dans les fibres
parasympathiques ou la noradrénaline dans les fibres sympathiques (Burnstock, G., 1976).
Des observations indirectes suggerent que I'ATP joue également le rdle de co-
neurotransmetteurs dans certains territoires du systéme nerveux central (Ralevic, V. et al.,
1998). Cest le cas, par exemple, dans le locus coeruleus ou la transmission synaptique peut
étre bloquée par la désensibilisation des récepteurs P2X ou l'utilisation de leurs antagonistes

(Nieber, K. et al., 1997).

En dehors des neurones, d'autres cellules sont capables de sécréter des vésicules
contenant des purines. C'est le cas des cellules chromaffines de la glande surrénale ou des
plaquettes sanguines (Cena, V. et al., 1990; Gordon, J.L., 1986). Les granules denses des
plaquettes contiennent en effet des concentrations d'ATP et d'ADP de l'ordre du milli-molaire
(Gachet, C., 2001). La sécrétion de purines joue un rodle essentiel dans l'agrégation
plaquettaire et dans le maintien de I'hémostase. Lorsque les plaquettes sont stimulées par la
thrombine, les concentrations d'ATP et d'ADP atteignent localement des valeurs supérieures a
100 uM (Gordon, E.L. ef al., 1986). Les plaquettes constituent donc une source physiologique

importante d'ATP et d'ADP rapidement mobilisable dans des situations de 1ésions tissulaires.

3.2 Libération de purines au travers de transporteurs membranaires

Dans certains cas, un flux sortant de nucléotide a pu étre observé au travers de
transporteurs membranaires. L'ATP est ainsi libéré par les cellules épithéliales des muqueuses
bronchiques, les cellules de I'endothélium vasculaire ou les cellules musculaires (squelettiques
et cardiaques). La libération d'ATP par cette voie peut résulter d'une réponse cellulaire
physiologique a une stimulation mécanique ou physique (Watt, W.C. et al, 1998). Par

exemple, les forces de cisaillement exercées par le flux sanguin sur les cellules de
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I'endothélium vasculaire stimulent la sécrétion d'ATP (Burnstock, G., 2001). Au niveau de
I'épithélium bronchique, la libération d'ATP et d'UTP est vraisemblablement provoquée par
les variations de l'osmolarit¢ du milieu extracellulaire (Mitchell, C.H. et al., 1998; Taylor,
A.L. et al., 1998). Les muscles squelettiques et le cceur, quant a eux, libérent de I'ATP
lorsqu'ils sont en hypoxie (Clemens, M.G. ef al., 1981; Forrester, T., 1972). Ce mécanisme
participe au développement de I'hyperhémie réactionnelle qui permet de rétablir localement
un flux sanguin suffisant pour répondre a la demande métabolique au cours du travail
musculaire (Forrester, T. et al., 1969; Oxhorn, B.C. et al., 2000). Ainsi, la libération d'ATP
joue un réle physiologique important au niveau des muscles ou sa libération durant l'exercice

régule localement la tension vasculaire.

L'identité des transporteurs membranaires impliqués dans le transport de 'ATP des
compartiments cellulaires vers l'extérieur n'est pas clairement établie (Watt, W.C. et al.,
1998). L'implication de protéines appartenant a la famille des transporteurs de type "ATP
binding cassette "(ABC) a été proposée. C'est le cas par exemple de la protéine CFTR ("cystic
fibrosis transmembrane regulator") ou de la glycoprotéine P (MDR-1) (Schwiebert, E.M. et
al., 1995). D'autres protéines semblent également pouvoir jouer ce rdle telles les hemi-
connexines qui forment des canaux (Abraham, E.H. et al., 1993). Récemment, la connexine
43 a été spécifiquement impliquée dans le transport du NAD cytoplasmique vers le milieu
extracellulaire (Bruzzone, S. et al., 2001). Ces mémes auteurs suggerent l'existence d'une
boucle autocrine de stimulation dans laquelle le NAD accédant au compartiment externe au
travers de cette connexine serait transformé par CD38 en ADP-ribose cyclique, lequel en

retournant dans le cytoplasme stimulerait la libération des stocks calciques.

3.3 Libération de purines par les cellules 1ésées

Etant donnée l'importance des concentrations intracellulaires des nucléotides puriques,

ATP ou NAD, il parait évident qu'une des sources majeures de nucléotides extracellulaires est
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leur libération passive lors de la mort cellulaire. La concentration intracellulaire d'ATP est par
exemple comprise entre 3 et 5 mM. Il a ét¢ montré que dans des conditions standardisées
d'incision cutanée, la concentration d'ATP atteint localement des valeurs comprises entre 2 et
20 uM (Born, G.V. et al., 1984; Ryan, L.M. et al., 1996). Ces observations autorisent a penser
que des quantités ¢levées de purines puissent étre libérées dans les sites inflammatoires. Bien
que cette hypothese soit fréquemment avancée dans la littérature, trés peu de données 1'étayent
aujourd'hui. Cependant, une étude récente montre par exemple que l'infection de la lignée de
macrophages J774 par Mycobacterium tuberculosis provoque une libération d'ATP dans le
milieu de culture (Sikora, A. et al., 1999). Les auteurs suspectent que son apparition dans le
milieu soit en relation avec la toxicité du parasite et la libération consécutive du contenu des
cellules 1ésées. In vivo, les nucléotides libérés dans le site inflammatoire pourraient participer
au recrutement puis a l'activation des cellules dendritiques (Idzko, M. et al., 2002; la Sala, A.
et al., 2002). Globalement, ces observations soutiennent l'idée que des purines puissent étre

libérées dans le site inflammatoire mais une démonstration formelle reste encore a apporter.

4. Intervention des purines extracellulaires dans la régulation des

fonctions immunes

Les cellules du systéme immunitaire expriment de nombreux récepteurs sensibles aux
purines extracellulaire ainsi que des enzymes capables de les hydrolyser ou de les utiliser pour
modifier de maniere post-traductionnelle les protéines membranaires. L'existence de ces
diverses protéines ouvre le champ nouveau d'un réle immuno-modulateur des purines
extracellulaires. Cependant, 1'étude du réle des purines in vivo est complexe, a cause des
nombreuses enzymes qui les dégradent rapidement. De plus, la plupart des purines ne sont pas
reconnues par un seul récepteur mais, bien souvent, par plusieurs d'entres eux. C'est le cas par
exemple de 'ATP qui peut aussi bien activer les récepteurs de type P2X que de type P2Y
(Tableau 3 et 5, pages 22 et 25). La figure 8 illustre la complexité de cette situation qui rend

difficile les études dynamiques in vivo (page 52). Ainsi, au travers des enzymes
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membranaires, un nucléotide libéré par une cellule, en principe ligand des récepteurs P2, peut
devenir un nucléoside ligand des récepteurs P1. Enfin, 1'étude du role des purines
extracellulaires est aussi compliquée par des phénomeénes de désensibilisation rapide des
récepteurs lorsqu'ils sont stimulés de maniere chronique par leur ligand (Tableau 4 page 24 et
(Ralevic, V. et al., 1998)). Aussi, la réponse biologique dépend tout autant de la disponibilité
du ligand que du degré de désensibilisation du récepteur qui est, le plus souvent, difficile a
estimer in vivo. Un des exemples illustrant cette notion vient de 1'étude de souris dont le géne
codant pour CD39 (NTPDasel) a été invalidé par recombinaison homologue. Chez ces souris,
les plaquettes ne répondent plus a I'agrégation induite par 'ADP (Enjyoji, K. et al., 1999). Ce
résultat est surprenant a premicre vue car CD39 hydrolyse I'ADP et inhibe ainsi son action.
Les souris CD39™" étant dépourvues d'activité ADPase dans la circulation sanguine, on devait
donc plutdt s'attendre a ce qu'elles soient sujettes a des thromboses dues a une agrégation
spontanée des plaquettes induite par 'ADP circulant. L'absence de réponse plaquettaire chez
ces animaux résulte en fait d'une désensibilisation des récepteurs P2Y, impliqués dans la
réponse a I'ADP. Ceci est démontré par la restauration in vitro de la réponse a I'ADP par un
pré-traitement des plaquettes avec une apyrase exogéne ayant une activité similaire a celle de
CD39. Les auteurs de ce travail ont conclu que I'activité ADPasique de CD39 permet dans ce
modele de prévenir la désensibilisation des récepteurs P2Y a I'ADP soumis in vivo a des

concentrations faibles mais relativement constantes de purines plasmatiques.

En dépit de ces difficultés, il existe de nombreuses observations expérimentales
montrant une action des purines sur les fonctions immunes. Quelles que soient les précautions
qu'il convient de prendre quant a leur signification biologique, ces observations suggerent, de

maniere évidente que I'Ado, I'ATP et le NAD ont des actions différentes.
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Figure 8: Représentation schématique du role et du devenir des principales purines
extracellulaires. Les enzymes et les récepteurs aux purines sont ici représentés sur deux
cellules distinctes mais peuvent en réalité se trouver sur la méme cellule. L'hydrolyse du NAD
et de I'ADPR par les E-NPP conduirait plutot a la formation d'AMP et de NAM (nicotinamide
adénine mononucléotide) plutdt qu'a la formation d'ADP et de ribose, bien que cette
possibilité ne puissent pas étre complétement écartée.
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4.1 Adénosine et immunité

Dés 1983, l'adénosine a été montrée avoir des effets inhibiteurs in vitro sur la
production de peroxydes et la dégranulation des neutrophiles activés (Cronstein, B.N. et al.,
1983). Des études complémentaires permirent de proposer l'implication des récepteurs A,
dans ces effets de I'adénosine (Cronstein, B.N. ef al., 1985). Dans d'autres études 1'adénosine
fut montrée inhibitrice des fonctions des monocytes et en particulier de leur capacité a générer
une cytokine aux puissants effets pro-inflammatoires, le TNF-a. Ces effets majeurs se
traduisent in vivo par la résistance au choc sceptique fatal induit par les endotoxines chez des
souris prétraitées par 1'adénosine ou certains de ses analogues (Parmely, M.J. et al., 1993).
L'inflammation est la base de nombreuses pathologies chez I'Homme. Aussi, la découverte
des effets anti-inflammatoires de 1'adénosine pourrait étre a 'origine de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Certaines drogues utilisées dans le traitement des pathologies inflammatoires
semblent indirectement liées a la libération d'adénosine (Cronstein, B.N., 1995). Ainsi,
diverses données expérimentales aussi bien in vitro que in vivo indiquent que le methotrexate,
une drogue administrée a faibles doses aux patients souffrant d'arthrites rhumatoides, conduit
a une libération accrue d'adénosine dans les sites inflammatoires (Cronstein, B.N. et al.,
1993). De méme, l'injection d'ADA (adénosine déaminase) dans le site inflammatoire in vivo
inhibe les effets protecteurs du methotrexate en transformant 1'adénosine en inosine (Asako,
H. et al., 1993). Enfin, l'injection d'un inhibiteur de la 5'-nucléotidase qui transforme I'"AMP
en Ado, inhibe également I'effet anti-inflammatoire du methotrexate suggérant que, dans la
poche inflammatoire, 'adénosine provient de la dégradation des nucléotides adényliques

(Morabito, L. et al., 1998).

Plus récemment, le récepteur a l'adénosine impliqué dans l'inhibition de la réponse
inflammatoire a pu étre identifié. Il s'agit du récepteur Asa. Les souris dont le géne codant
pour ce récepteur a été invalidé sont incapables de controler I'amplitude de la réponse
inflammatoire dans différents modéles expérimentaux (Ohta, A. et al., 2001). En absence de
ce récepteur, les dommages causés par l'inflammation sont plus importants que chez les souris

+/+ . \ .
normales A,»"" et peuvent aller jusqu'a la mort des animaux. Les auteurs proposent que
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I'adénosine libérée dans le site inflammatoire participe in vivo au contrdle physiologique de la
réaction inflammatoire aigué au travers du récepteur Aa. Enfin, trés récemment, il a été
. A . -/- "1 . s r .. . . .
montré grace aux souris Az~ , que l'adénosine libérée dans le site inflammatoire participe
aussi a la cicatrisation et induit localement une angiogenése nécessaire a la revascularisation
du tissu l1és¢ (Montesinos, M.C. et al., 2002). Ces exemples illustrent 1'un des rares cas ou la

fonction biologique d'une purine extracellulaire a pu étre clairement définie.

4.2 ATP et fonctions immunes

L'intervention de I'ATP extracellulaire dans la régulation de fonctions immunes est
évidente quoique incomplétement appréhendée. Outre le fait que la présence d'ATP dans
I'environnement ou siége la réponse immune ne soit pas encore clairement ¢tablie,
l'identification exhaustive des récepteurs a la surface des différentes catégories de cellules
immunes reste encore a parachever. Cependant, certains récepteurs P2Y et P2X sont exprimés
par la plupart de ces cellules (Tableau 8, page 55). A I'heure actuelle, seul le role de P2X>,

commun a toutes ces cellules a suscité un intérét particulier.
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Type cellulaire

P2Y

P2X

Lymphocytes T (Homme)

P2X1; P2Xs; P2X7

Lymphocytes T (souris) P2X7
Thymocytes (souris) P2Y,; P2Y, P2X4
Lymphocytes B (Homme) P2Y P2X7
Monocytes (Homme) P2Y; P2Y,; P2Y4 ; P2Ys P2X7
Macrophages (Homme) P2Y P2X7
Cellules dendritiques (Homme) . PZYFZ,ésﬁY“  P2Ys; l;zzig;;PPZzX;;
Cellules de Langerhans (Homme) P2Y P2X7 (C.F.)
Cellules dendritiques (souris) P2Y P2X7
Macrophages péritonéaux (rat, souris) P2Y P2X7
Neutrophiles (Homme) P2Y, ; P2Ys P2X;
Plaquettes (Homme) P2Y; P2Y42 P2X4
Erythrocytes (Homme) P2Y P2X7 (C.F.)
Précurseurs hématopoiétiques (souris) P2X7 (C.F.)
Lymphome YAC P2X7 (C.F.)
Lignée de macrophages BAC1.2F5 P2Y P2X7 (C.F.)
Lignée de macrophages RAW 264.7 P2Y P2X7 (C.F.)
Lignée de macrophages J774 P2Y P2X7
Lignée de macrophages THP-1 P2Y, P2X7
Lignée de myéloblastes KG-1 P2Y

Lignée myéloide HL-60 P2Y,; P2Y 4 P2X4
Lignée de monocytes U937 P2Y,; P2Ys

Mastocytome P-815 P2X7 (C.F.)

Tableau 8: Expression des récepteurs P2 dans les cellules sanguines. La caractérisation de
l'expression de ces récepteurs est basée sur la détection des ARN messagers correspondant, la
réactivité aux anticorps spécifiques ou sur des données pharmacologiques. Pour les récepteurs
P2Y, l'identité précise du sous-type exprimé n'a parfois pas été caractérisée bien que les
données fonctionnelles supposent l'expression de ce type de récepteur (noté¢ « P2Y » dans le
tableau). Pour le récepteur P2X5, l'abréviation « C.F. » (pour Caractérisation Fonctionnelle)
utilisée dans le tableau indique que, dans ce cas, le récepteur a été caractérisé sur la base de
données fonctionnelles uniquement. D'aprés Di Virgilio F. ef al. (Di Virgilio, F. ef al., 2001).
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Les études in vitro ont montré que le récepteur P2X; est au carrefour de plusieurs
voies de signalisation impliquées dans l'activation comme dans la mort cellulaire. Comme
activateur, la stimulation de P2X; par I'ATP semble promouvoir la prolifération des
lymphocytes T et B, permettre la libération de cytokines comme I'IL1-3, induire la migration
des cellules dendritiques immatures, voire provoquer la maturation des précurseurs des
cellules dendritiques (Di Virgilio, F. et al., 2001; Idzko, M. et al., 2002; la Sala, A. et al.,
2002). Comme récepteur cytolytique capable d'induire la mort des lymphocytes T et B et des
macrophages, le récepteur P2X; activé par I'ATP interviendrait dans I'¢limination des
macrophages infectés par des pathogenes intracellulaires ou les fonctions cytotoxiques des
CTL et des cellules NK (Filippini, A. et al., 1990) (Di Virgilio, F., 1995; Di Virgilio, F. et al.,
1998; Di Virgilio, F. et al., 1990; Mancino, G. et al., 2001).

Ainsi, l'incubation in vitro de macrophages murins et humains avec de fortes
concentrations d'ATP (1-5 mM) induit leur mort en activant le récepteur P2X5 (Di Virgilio, F.
et al., 2001). Ce phénomene est remarquable car, dans le cas de macrophages infectés par des
mycobactéries, il conduit aussi a la mort des parasites contrairement a ce qui est observé avec
d'autres facteurs cytotoxiques comme les peroxydes (Lammas, D.A. et al., 1997). De récentes
données confirment le role essentiel du récepteur P2X7 dans ce mécanisme en s'appuyant sur
des souris P2X;7", déficientes pour I'expression de ce récepteur (Fairbairn, I.P. et al., 2001).
Les mycobactéries sont capables de survivre a l'intérieur des macrophages en utilisant
différentes stratégies telles que le blocage de la production de radicaux libres normalement
induite par la phagocytose et l'inhibition active de la fusion des phagosomes et des lysosomes
(Clemens, D.L. et al., 1995; Manca, C. et al., 1999). La stimulation du récepteur P2X; semble
capable de restaurer cette fusion. Les événements moléculaires impliqués dans ce processus
requiérent la génération d'un influx calcique et la stimulation de la phospholipase D
(Fairbairn, L.P. et al., 2001; Kusner, D.J. et al., 2001). L'activation de P2X; par 1'ATP
extracellulaire pourrait ainsi participer a la lutte contre les mycobactéries et, de maniére plus
générale, contre les pathogeénes intracellulaires. Ce réle semble tout au moins se vérifié dans
le cas de l'infection par Chlamydia. En effet, dans cet autre modéle d'infection des
macrophages par des parasites intracellulaires, l'activation de P2X; affecte le pouvoir

infectieux et la survie du pathogene (Coutinho-Silva, R. ef al., 2001). Par ailleurs, en utilisant
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les souris P2X7'/ " d'autres auteurs ont montré qu'il existe un mécanisme de lutte contre les
infections a pathogenes intracellulaires impliquant I'ATP mais indépendant du récepteur
P2X;. Ce processus met toutefois en cause un récepteur de type P2 dont l'activation stimule
fortement la production des radicaux libres, directement responsables de la toxicité exercée
sur les mycobactéries (Sikora, A. et al., 1999). Ces observations suggerent globalement que
I'ATP joue un rdle important dans la lutte contre les mycobactéries et les bactéries
intracellulaires. Toutefois, I'importance physiologique in vivo de ces mécanismes reste encore
a préciser. Sachant qu'il existe chez 'Homme une mutation E496A du récepteur P2X; qui
affecte profondément sa fonctionnalit¢ (Gu, B.J. et al., 2001) et une mutation I568B qui
inhibe l'expression du récepteur a la membrane (Wiley, J.S. ef al, 2003), des études
épidémiologiques sur la fréquence de ces mutations chez les patients tuberculeux permettrons
sans doute de mieux appréhender le rdle de P2X; in vivo. Une premicre étude
épidémiologique qui vient de paraitre semble conforter I'importance de ce récepteur dans la

résistance contre la tuberculose (Li, C.M. et al., 2002).

Le récepteur P2X; joue parallélement un role important dans la maturation et la
sécrétion de 1'IL1-PB. Cette cytokine pro-inflammatoire majeure est produite en abondance par
les monocytes et les macrophages activés. L'IL1-f est d'abord synthétisée sous sa forme
immature (pro-IL1-) et ne deviendra active qu'apres avoir été clivée par la caspase-1. Au
final, la libération de I'IL1-P nécessite un premier signal tel que le LPS qui induit la
transcription du géne codant pour la pro-IL1-f et un second signal permettant d'activer la
caspase-1. Le mécanisme qui aboutit a la stimulation de la caspase-1 n'est pas connu avec
précision mais semble 1i¢ a une diminution de la concentration cytoplasmique des ions
potassiums (Cheneval, D. et al., 1998). Par ailleurs, la sécrétion d'IL1-f3 ne suit pas les voies
classiques de sécrétion des protéines et semble réalisée par l'intermédiaire de microvésicules,
formées par des bourgeonnements de la membrane plasmique (MacKenzie, A. et al., 2001).
L'incubation de macrophages pré-stimulés par le LPS avec de I'ATP conduit a la sécrétion
d'importantes quantités d'IL1-B. La maturation comme la libération d'IL1-p dans le milieu
extérieur semblent dépendre du récepteur P2X;. En effet, les macrophages issus de souris

P2X;" sont incapables de produire la forme mature de I'IL1-p suite a l'action synergique du
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LPS et de I'ATP (Solle, M. et al., 2001). De méme, la formation des micro-vésicules, semble
induite par la stimulation prolongée du récepteur P2X; (MacKenzie, A. et al., 2001). L'ATP
au travers de ce récepteur participe donc a la fois a la maturation de I'lL1-Bet a son
exportation vers l'espace extracellulaire. In vivo, 'injection de LPS et d'ATP dans la cavité
péritonéale de souris normales induit la synthése d'IL1-B et stimule fortement la production
d'IL-6 illustrant le potentiel pro-inflammatoire des mécanismes liés a la stimulation de P2X;
dans l'environnement physiologique. Chez les souris P2X;” ce traitement n'induit qu'une
faible production d'TL-6 (également induite par le LPS seul) et ne promeut pas la production
de I'IL1-B (Solle, M. et al., 2001). Toutefois, le recours a 1'injection d'ATP exogeéne dans ce
modele ne permet pas d'estimer la pertinence physiologique de ces observations. Dans un
autre modele, l'injection d'un anticorps monoclonal spécifique du collagéne suivie de
I'administration de LPS produit des lésions inflammatoires des articulations. Les souris
déficientes dans I'expression du récepteur P2X; sont significativement moins affectées par ce
traitement (Labasi, J.M. et al., 2002). Ce mod¢le plus proche de la physiologique semble
confirmer que l'activation du récepteur P2X; par I'ATP libéré dans l'environnement in situ
pourrait participer a I'amplification de la réponse inflammatoire en stimulant localement la

production de cytokines.

L'ATP semble par ailleurs pouvoir étre libéré par les lymphocytes T cytotoxiques, les
lymphocytes T CD4" activés et les cellules NK (Filippini, A. et al., 1990; Henney, C.S., 1973;
Mizumoto, N. et al., 2002). Un role assez inattendu li¢ a sa libération a été suggéré. L'ATP
libéré par les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK, participerait au mécanisme de
cytotoxicité en stimulant le récepteur pro-apoptotique P2X5 sur les cellules cibles (Di Virgilio,
F. et al., 1990; Filippini, A. et al., 1990). D'apres les auteurs de ces études, I'ATP pourrait
ainsi compléter l'arsenal des molécules responsables de la cytolyse. Les cellules cytotoxiques
exprimant elles-mémes un récepteur P2X; se protégeraient de l'effet délétére de 'ATP par la
surexpression d'ecto-ATPases a leur surface. Des données récentes attribuent a I'ATP libéré
par les lymphocytes T activés un réle supplémentaire. Il interviendrait dans l'activation des
cellules de Langerhans au travers de récepteurs P2 (Mizumoto, N. ef al., 2002). L'ATP, libéré
par les cellules T, serait ainsi utilisé¢ aussi bien dans I'exécution des fonctions effectrices que

dans la coopération entre les différents partenaires de l'immunité.
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4.3 Le NAD dans l'immunité innée et acquise

Comme nous l'avons indiqué, le NAD, probablement libéré dans des conditions
proches de celles conduisant a la libération d'ATP, peut intervenir sur l'immunité par
l'intermédiaire de deux familles d'enzymes, les NADases et ADPR-cylcases comme CD38 ou

CD157 et les ecto-ADP-ribosyl transférases (ART).

4.3.1 les fonctions de CD38 dans la régulation de I'immunité

Le role de CD38 dans le systéme immunitaire reste encore aujourd'hui confus. CD38
est en effet présent a la surface des lymphocytes T, B, des macrophages et des neutrophiles a
différents moments de leur différenciation ou de leur maturation. A cet égard, il pourrait étre
considéré comme un simple marqueur de différenciation comme cela est souvent le cas dans
les publications. Cependant, CD38 est une enzyme capable dhydrolyser le NAD
extracellulaire pour donner de I'ADPR et de la nicotinamide. Dans cette vision, CD38
participerait a une sorte de « salvage pathway », en particulier de la nicotinamide, qui, il
convient de le rappeler, est la vitamine B3. Cependant, trois types d'observations indiquent
que CD38 est impliqué dans des événements de signalisation. Les premiéres découlent de
I'influence des anticorps anti-CD38 sur différents types cellulaires. Viennent ensuite des
observations suggérant son interaction apparente avec CD31. Enfin, CD38 a la capacité de
générer de 1'ADP-ribose cyclique qui semble représenter une nouvelle classe de seconds

messagers.

Plusieurs anticorps monoclonaux anti-CD38 apparaissent agir comme des agonistes
capables de transduire des signaux. Leur utilisation sur des lignées cellulaires T exprimant
CD38 ont montré des effets mesurables sur la prolifération, 'activation et la production de
cytokine (Ausiello, C.M. et al., 1996; Funaro, A. et al., 1990). L'analyse des événements
précoces déclenchés par l'utilisation de ces anticorps indique que la transduction du signal
passe par une réponse calcique et par la phosphorylation de protéines également mobilisées

lors de la stimulation du complexe TCR/CD3 (ZAP-70, CD3(¢ et PLC-y) (Morra, M. et al.,
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1998; Zubiaur, M. et al., 1999). D'ailleurs, l'intégrité de la machinerie de signalisation passant
par ce complexe TCR/CD3 semble nécessaire a l'activation de la voie initiée par CD38. En

effet, en l'absence des protéines p56'~

ou TCR-f nécessaires au fonctionnement du complexe
TCR/CD3, les lignées cellulaires ne répondent plus a la signalisation passant par les anticorps
anti-CD38 (Morra, M. et al., 1998). Ces résultats ont conduit a proposer que CD38 soit
capable, dans certaines conditions, d'utiliser les voies de transduction de signaux associées
aux sous-unités du récepteur des cellules T. D'autres auteurs ont ét¢ amenés aux mémes
conclusions dans des lignées de cellules B. En effet, dans les cellules A20 transfectées par
CD38, la signalisation initiée par des anticorps anti-CD38 semble li¢ au fonctionnement du
récepteur des cellules B (BCR). Les clones cellulaires ayant perdus la capacité de répondre au
travers du BCR sont également incapables de répondre a une stimulation par des anti-CD38
(Lund, F.E. et al., 1996). Dans ce mod¢le facilement manipulable, les auteurs se sont attachés
a exclure l'implication fonctionnelle de la partie cytoplasmique de CD38 au moyen de
constructions génétiques dans lesquelles la partie cytoplasmique ou transmembranaire de
CD38 ont été tronquée ou remplacée. La transfection de ces constructions dans les cellules
A20 montre que les protéines CD38 ainsi modifiées conservent leur fonction de signalisation
(Lund, F.E. et al., 1998; Lund, F.E. et al., 1996). Avec une approche similaire, les auteurs ont
montré par la suite que les modifications ponctuelles de la séquence primaire, de nature a
affecter 'activité enzymatique de CD38, n'affectent que partiellement la signalisation initiée
par les anticorps anti-CD38. Les fonctions de signalisation de CD38 paraissent donc, dans ce

modele, indépendantes de l'activité enzymatique (Lund, F.E. et al., 1999).

CD38 semble se comporter comme une protéine bi-fonctionnelle qui, en plus de son
activité enzymatique, est capable d'interagir avec CD31. CD31 est une protéine d'adhésion
exprimée par les cellules endothéliales, les lymphocytes, les monocytes, les granulocytes et
les plaquettes. Cette protéine d'adhésion semble avoir une affinité¢ faible pour la molécule
CD38. En effet, une interaction entre CD38 et CD31 a pu étre mise en évidence au niveau
biochimique entre protéine recombinante ainsi que dans des systémes cellulaires (Deaglio, S.
et al., 1998; Horenstein, A.L. et al., 1998). La liaison de CD38 a ce ligand semble reproduire
en partie les résultats obtenus auparavant avec les anticorps anti-CD38. Ainsi, le contact

cellulaire entre des cellules qui expriment fortement CD31 a leur surface et des lymphocytes
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T CD38" conduit chez ces derniers a l'internalisation de CD38, a I'élévation de la
concentration du Ca’™ dans le cytoplasme et a la synthése de cytokines (Deaglio, S. et al.,
1998). Ces résultats suggerent que les anticorps anti-CD38 puissent mimer l'interaction
naturelle entre CD38 et CD31 et confirment partiellement I'hypothése selon laquelle CD38
pourrait se comporter comme un récepteur. Cependant, CD31 est également connu pour
interagir fortement avec elle-méme (adhésion homomérique) mais aussi avec l'intégrine o.f33
présente a la surface des cellules endothéliales et plus modestement avec des résidus
aminoglycans de la matrice extracellulaire (DeLisser, H.M. et al., 1994; Newman, P.J., 1997).
L'intégrine a.,fB3 est une protéine multi-modulaire composée de 6 domaines extracellulaires de
type immunoglobuline, chacuns impliqués dans des fonctions différentes. Ainsi, le domaine 1,
le plus ¢loigné de la partie membranaire, est essentiel a l'interaction avec l'intégrine o33 alors
que le domaine 2 serait impliqué aussi bien dans l'interaction avec les résidus aminoglycans
qu'avec CD38 (Deaglio, S. et al., 2000). L'existence de multiples partenaires pour CD31 ne
laisse que difficilement présager I'importance de l'interaction entre CD31 et CD38 dans

l'activation et le recrutement des lymphocytes in vivo.

Parall¢lement, 1'activité enzymatique de CD38 suscite un regain d'intérét depuis la
caractérisation des effets biologiques de I'ADP-ribose cyclique. Ce métabolite du NAD,
produit en faible proportion par CD38, est considéré comme un second messager
intracellulaire impliqué dans la libération des stocks calciques cellulaires sensibles a la
ryanodine (Guse, A.H., 2002). A cet égard, il a été proposé une autre implication de CD38
dans la signalisation cellulaire dépendant de son activité enzymatique et résultant de la
production d'ADPRc. L'équipe de De Flora a montré que l'introduction du géne codant pour
CD38 dans une lignée de fibroblastes induit une élévation spontanée et durable de la
concentration calcique cytoplasmique et stimule la prolifération (Zocchi, E. et al., 1998). Ces
observations soulévent cependant un probléme qualifié de « topologique » (De Flora, A. et
al., 1997). CD38 est en effet une ecto-enzyme localisée dans le compartiment extracellulaire
ou le NAD est présent en trés faible quantité. De plus, I'ADP-ribose cyclique qui y serait
produit devrait pour étre actif pénétrer a l'intérieur de la cellule. Plusieurs efforts ont été
consacrés a la résolution de ce paradoxe topologique apparent. L'équipe de De Flora propose

aujourd'hui un modele dans lequel le NAD intracellulaire pourrait accéder au compartiment
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extracellulaire au travers de canaux trans-membranaires tels que ceux formés par la connexine
43 (Bruzzonme, S. et al., 2001). L'ADP-ribose cyclique formé par CD38 en présence de NAD
dans le compartiment extracellulaire pourrait alors retourner dans le cytoplasme selon deux
voies. La premiére prend en considération le fait que CD38 est présent a la membrane sous
forme de diméres ou de multimeres. Des expériences réalisées avec des membranes
reconstituées suggerent que dans les multimeres, la production d'ADP-ribose cyclique soit
couplée a sa translocation vers le compartiment interne (Franco, L. et al., 1998). CD38 agirait
donc lui-méme comme un transporteur actif de I'ADP-ribose cyclique néoformé. Plus
récemment, les mémes auteurs ont proposé une seconde voie complémentaire ou
indépendante selon laquelle ' ADP-ribose cyclique serait transporté vers le cytoplasme par les
transporteurs équilibratifs et concentratifs de nucléosides normalement présents a la surface
des cellules (Guida, L. ef al., 2002). Cependant, l'interprétation de ces données est remise en
question par une autre équipe. En utilisant différents types de constructions génétiques, Sun a
montré que la réponse calcique générée par le NAD extracellulaire dans des cellules 3T3
transfectées peut étre observée en l'absence de CD38 a la surface membranaire & condition
que l'enzyme soit présente a l'intérieure de la cellule (Sun, L. et al, 2002). Ces auteurs
montrent d'ailleurs que CD38 est normalement présent a la surface mais aussi a l'intérieur des
cellules. En microscopie confocale il peut étre co-localisé en association étroite avec le
récepteur a la ryanodine au niveau du réticulum endoplasmique ou I'ADP-ribose cyclique est
supposé agir (Adebanjo, O.A. et al, 1999; Sun, L. et al., 2002). Ces observations
surprenantes posent un autre probléme topologique. Comment le NAD rajouté dans le
compartiment extracellulaire peut-il atteindre CD38 localisé a l'intérieur de la cellule ? Sun et
al. proposent 1'existence de transporteurs du NAD sans en apporter la preuve. Cette question
est cependant soulevée par d'autres observations. Ainsi, l'incubation pendant 5 minutes de
cellules HeLa ou 3T3 en présence de NAD, de NADH, de NADP ou de NADPH conduit a
I'augmentation rapide de le concentration intracellulaire du dinucléotide rajouté dans le milieu
(Zocchi, E. et al., 1999). Dans cette étude, le transporteur en cause semble présenter une
certaine sensibilité a la conformation et la structure de la nicotinamide comme l'atteste sont
incapacité a importer efficacement I'a-NAD et le FAD. L'identité¢ de ce transporteur reste
cependant inconnue. Dans un tout autre domaine, celui de la pharmacologie, des analogues du

NAD ont été¢ développés comme inhibiteurs des inosine monophosphate déhydrogénases
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(Pankiewicz, K.W., 1997). Ces molécules ont de puissants effets anticancéreux sur les
modeles cellulaires in vitro. La maniére dont ces molécules peuvent pénétrer reste, elle aussi,

mystérieuse.

Une des approches pour mieux comprendre le role de CD38 dans le systéme
immunitaire est la construction de souris dont le géne codant pour CD38 a été invalidé. Les
souris CD38” ont un développement normal y compris pour le systéme immunitaire.
Cependant, ces animaux ont une réponse humorale aux antigenes T-dépendants
significativement moins importante comparée aux animaux témoins dans les conditions ou la
quantité¢ d'antigéne injectée reste limitante (Cockayne, D.A. et al., 1998). De fagon plus
marquée, les souris CD38” semblent incapables de développer une réponse anticorps
secondaire de type IgG1. Cette observation suggere que CD38 participe a la mise en place ou
au maintien de la mémoire immunologique (Cockayne, D.A. et al., 1998). Les souris CD38""
sont également nettement plus sensibles aux infections bactériennes que leurs homologues
normaux (Partida-Sanchez, S. et al., 2001). La raison principale de ce déficit fonctionnel
semble liée a une incapacité a recruter les neutrophiles au site inflammatoire. L'étude des
mécanismes sous-jacents indique que les neutrophiles prélevés sur les souris déficientes en
CD38 répondent moins bien a certains signaux chimiotactiques tel que le fMLP en raison
d'une incapacité apparente a réaliser une réponse calcique normale a ce stimulus. L'utilisation
du 8-Br-ADPRec, qui se fixe comme antagoniste sur le récepteur a la ryanodine, suggere que
la production d'ADP-ribose cyclique par CD38 régule la réponse calcique nécessaire a la
réponse chimiotactique des neutrophiles (Partida-Sanchez, S. ef al., 2001). La généralité de
cette conclusion doit cependant étre nuancée par le fait que 1'absence de CD38 ne semble pas

affecter la réponse des neutrophiles a d'autres molécules chimiotactiques telle que 1'[LS.

CD38 apparait donc comme une protéine bi-fonctionnelle qui se comporte a la fois
comme un récepteur dont le ligand pourrait étre CD31 et comme une enzyme capable de

générer en faible quantité de ' ADP-ribose cyclique, un second messager capable de mobiliser
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les stocks calciques intracellulaires. CD38 peut aussi €tre considérée comme une enzyme
capable de dégrader le NAD facilitant ainsi le recyclage de la nicotinamide et des dérivés de

I'adénine dont la synthése est coliteuse (Deterre, P. ef al., 1996).

4.3.2 Fonctions physiologiques des mono-ADP-ribosyl transférases (ART)

Les premicres données expérimentales témoignant de l'importance de ces enzymes
dans le systéeme immunitaire ont d'abord été accumulées chez le rat dans un modele de diabéte
insulino-dépendant (DID) spontané. Les rats de la lignée « diabétique prédisposé » (DP)-BB
développent spontanément un DID aprées 120 jours avec une incidence de I'ordre de 80%. En
revanche, il existe une lignée dérivée « diabétique résistante » (DR)-BB, de CMH identique,
dont moins de 1% des représentants développe spontanément un DID. La comparaison du
systetme immunitaire de ces deux lignées a montré une lymphopénie chez la lignée DP-BB
caractérisée par l'absence d'une sous population de cellules T exprimant I'ADP-ribosyl
transférase ART2, alors que 70% des lymphocytes T post-thymiques expriment 'ART2 chez
la souche résistante DR-BB (Angelillo, M. et al., 1988; Haag, F. et al., 1993). Des
expériences complémentaires ont par la suite confirmé I'importance de la sous-population T
exprimant 1'ART2 dans le controle du développement du diabéte. Ainsi, le transfert de
cellules T ART2" provenant de la souche DR-BB protége les receveurs DP-BB de la survenue
d'un DID (Fowell, D. et al., 1993). Réciproquement, les animaux DR-BB traités pendant la
période néonatale par des anticorps cytotoxiques anti-ART2 développent un DID avec une
incidence moyenne de I'ordre de 50% (Greiner, D.L. et al., 1987). Ces données suggerent
donc que la sous population T définie par l'expression membranaire de I'ART2 joue un role
déterminant dans le controle précoce du développement de la maladie. D'autres données
expérimentales chez la souris confortent I'hypothése que les ART pourraient étre activement
impliquées dans les maladies autoimmunes. La souris NOD est considérée comme un second
modele d'é¢tude du diabete autoimmun insulino-dépendant de type 1. Ce modéle differe du

précédent a bien des égards. Au niveau du systéme immunitaire, 1'une des différences notables
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est que contrairement aux rats DP-BB, lymphopéniques, les souris NOD présentent un
syndrome lymphoprolifératif (Yoshida, K. ef al., 2000). Mais, fait tout aussi remarquable, les
souris NOD sont également déficientes dans l'expression des ART2 (Ablamunits, V. et al.,
2001; Prochazka, M. et al., 1991). Dans ces deux mode¢les 'absence apparente des ART2 a la
surface des cellules T semble constituer un facteur de prédisposition au développement du
DID. Cette conclusion semble vérifiée dans d'autres modeles de maladies autoimmunes. Les
souris (NZWxNZB)F1 représentent, par exemple, un modele murin du lupus érythémateux.
Chez ces souris, le niveau d'expression des ART2 lymphocytaires est également,
anormalement bas (Koch-Nolte, F. et al., 1995). Le défaut d'expression des ART ne constitue
pourtant pas le seul facteur génétique de prédisposition au lupus comme en témoigne le parent
NZW. Ces souris expriment peu 'ART2.1 et présentent une délétion du géne de I'ART2.2
mais ne développent pas une maladie autoimmune aussi séveére que les hybrides
(NZWxNZB)F1 (Theofilopoulos, A.N. ef al., 1989). Ainsi, dans ce modele, il a été proposé
que le défaut d'expression des ART2, transmis par le parent NZW, amplifie la prédisposition
génétique aux maladies autoimmunes du parent NZB qui produit spontanément divers
anticorps autoréactifs. En d'autres termes, l'expression des ART sur les lymphocytes T
pourrait participer au maintien de la tolérance périphérique et a la prévention des

manifestations auto-immunes.

L'existence de relations entre des anomalies de I'expression des ART et les maladies
autoimmunes ne permet pas d'apprécier le role de ces enzymes ni leur fonction biologique.
Dans ces différents modeles les ART n'ont été utilisées que comme des marqueurs d'une sous
population lymphocytaire. Les premiéres données relatives a la régulation de I'immunité par
une activité ADP-ribosyl transférase ont été rapportées par le groupe de Dennert (Okamoto, S.
et al., 1998). Cette équipe a d'abord montré qu'il était possible d'inhiber la prolifération et
l'activité cytotoxique de CTL générées in vitro en les pré-incubant avec de faibles
concentrations de NAD. Cette inhibition sélective par le NAD semblait dépendre de la
présence d'une activité ADP-ribosyl transférase ancrée a la membrane des CTL par
l'intermédiaire d'un groupement glypié (Wang, J. et al., 1994). Ces mémes auteurs ont par la

suite montré qu'en présence de NAD de nombreuses protéines membranaires sont ADP-
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ribosylées (Okamoto, S. et al., 1998). Six protéines cibles ont été caractérisées: LFA-1, CD8,
CD27, CD43, CD44 et CD45 (Tableau 9, page 66).

Nature et fonctions
CDS8 ) co-réce;_)teur deg cellules T
réle dans la transduction du signal passant par le TCR
intégrine
LFA-1 0, p rdle dans I'adhgésion cellulaire
CD27 Appartient a IAa famillg du .récgpteur au NGF
réle de signalisation
CD43 role dans I'adhésion cellulaire
CD44 rdle dans 'adhésion cellulaire
CD45 ) phosphotyrosine phosphatase
réle dans la transduction du signal passant par le TCR

Tableau 9: Principales protéines ADP-ribosylées a la surface des lymphocytes T murins.
D'apres Okamoto S. et al. (Okamoto, S. et al., 1998).

En présence de NAD, la modification post-traductionnelle de l'intégrine LFA-1 et du co-
récepteur CD8, et l'inhibition subséquente de leurs fonctions semblent responsables des effets
inhibiteurs du NAD (Nemoto, E. et al., 1996b; Wang, J. et al., 1996). Dans des études
ultérieures, les observations ont ét¢ étendues aux lymphocytes T normaux. Comme pour les
CTL, I'ADP-ribosylation des protéines conduit in vifro a une inhibition de la prolifération des
lymphocytes T et de la production des cytokines (Okamoto, S. ef al., 1998; Wang, J. et al.,
1997). L'injection de NAD in vivo provoque également un blocage de la mise en place des
réponses immunitaires a médiation cellulaire telles que I'hypersensibilité de type retardé ou la
génération de lymphocytes cytotoxiques (Okamoto, S. et al., 1998). Enfin, pour tenter de
mieux comprendre les conséquences de 'ADP-ribosylation des protéines membranaires sur la
transduction des signaux en aval du TCR, la méme équipe a utilisé le lymphome T EL4
transfecté par le géne codant pour 'ART1. Dans ce modé¢le, I'ADP-ribosylation des protéines
inhibe la génération des événements intracellulaires initiés par la ligation du TCR induite par

61Ck

des anti-CD3 tels que la phosphorylation de la kinase p5 et la génération d'inositol
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phosphates (Liu, Z.X. et al., 1999). L'utilisation de la microscopie confocale leur a permis de
montrer que dans les cellules traitées par le NAD, la kinase p56'* et la phosphatase CD45 ne
sont plus recrutées a proximité du complexe TCR/CD3. Globalement, ces différents travaux
suggerent, comme dans le cas des ART bactériennes, que 1'ADP-ribosylation inhibe les
fonctions des protéines modifiées et conduit, dans le cas des lymphocytes T a une inhibition
de leur activité. Rappelons enfin, comme nous l'avons indiqué plus haut, que I'expression des
ART a la surface des cellules T est controlée par des métallo-protéases et que l'activation des
lymphocytes semble conduire a 1'élimination réversible des ART de la surface cellulaire

(Kahl, S. et al., 2000; Nemoto, E. ef al., 1996a).

Au total, la découverte des ART a la surface des lymphocytes T naifs chez la souris
semble ouvrir une nouvelle voie dans la pharmacologie des nucléotides extracellulaires et du

role du NAD dans la régulation de I'immunité.
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OBJECTIF DES TRAVAUX

L'observation initiale qui a conduit nos recherches est le fait que le NAD, chez la
souris, est capable de bloquer la prolifération des lymphocytes T murins a des doses de I'ordre
de 1-3uM. Ce résultat paraissait d'autant plus surprenant qu'il n'était pas observé chez
I'Homme ou le rat et ne pouvait étre reproduit avec aucun autre nucléotide ou nucléoside

naturel.

Les travaux que nous présentons ont donc cherché a répondre a trois principales
questions. La premiére concerne la nature des protéines membranaires impliquées dans 1'effet
inhibiteur du NAD. La seconde concerne la nature des effets du NAD. En particulier, nous
avons cherché a déterminer s'ils résultent d'une inhibition des voies de signalisation
impliquées dans l'activation cellulaire ou de I'induction d'un processus déléteére conduisant a la
mort cellulaire. Enfin, le troisiéme volet des recherches a été consacré a l'étude des
évenements moléculaires responsables de I'effet du NAD. Ces travaux, comme on va le voir,
nous ont conduit a la découverte d'un lien fonctionnel entre les ART membranaires et le
récepteur P2X5. Ainsi, les recherches présentées dans ce mémoire établissent pour la premiére
fois un lien entre la pharmacologie de I'ATP et celle du NAD extracellulaires. Ils suggerent
qu'au-dela des molécules déja connues, les nucléotides puriques, vraisemblablement relargués
par toute cellule en état de stress, seraient des composants importants de la régulation des
fonctions immunes. Nous présenterons, dans la derniére partic de ce mémoire les
conséquences attendues de nos observations sur le plan de la physiopathologie, de la

régulation de la tolérance et de la susceptibilité aux maladies auto-immunes.
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RESULTATS

Les travaux que nous rapportons dans ce mémoire sont décrits en détail dans quatre

publications, parues ou sous presse auxquelles on pourra se référer.

Article 1 : «Rapid induction of naive T cell apoptosis by ecto-nicotinamide adenine
dinucleotide: requirement for mono(adp-ribosyl)transferase 2 and a downstream effector »

(Adriouch, S. et al., 2001).

Article 2 :« A natural P451L mutation in the cytoplasmic domain impairs the function of the

mouse P2X5 receptor » (Adriouch, S. et al., 2002).

Article 3 : « NAD-induced T cell death: cell surface ADP-ribosylation by ART2.2 activates
the cytolytic P2X7 receptor » (Seman, M. ef al., soumis en 2003)

Article 4 :« T cells of different developmental stages differ in sensitivity to apoptosis induced

by extracellular NAD » (Haag, F. ef al., 2003 sous presse)

Pour la clarté de l'exposé, nous décrirons ci-apres les observations principales qui ont
orienté la démarche et les différentes étapes de notre travail pour conduire a la découverte des
liens fonctionnels entre les ART et le récepteur P2X; qui autorisent aujourd'hui a envisager
que le NAD comme 1'ATP puissent participer dans la méme direction a la régulation des

fonctions des cellules T.
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1. Le NAD inhibe la prolifération des lymphocytes T

Notre premicre approche des effets du NAD sur les lymphocytes de souris a été I'étude
de son influence sur la prolifération des cellules spléniques in vitro. Nous avons établi que le
NAD inhibe la prolifération des lymphocytes T induite par différents activateurs polyclonaux
comme la ConA, la PHA, un cocktail PMA-ionomycine ou des anticorps anti-CD3 alors qu'il
est sans effet sur la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS (Article 1). Ces
résultats étaient en accord avec d'autres montrant que le NAD inhibe la prolifération et la
cytotoxicité des lymphocytes T CD8" générés in vitro dans une réaction lymphocytaire mixte
(Wang, J. et al., 1994). Dans nos ¢études, les concentrations requises étaient extrémement
basses puisque 1'Csp du NAD sur la prolifération des lymphocytes T se situaient entre 3 et 5
uM. Ce premier résultat est important a plusieurs égards. En premier lieu, il montre un effet
spécifique du NAD sur les lymphocytes T qui ne semble pouvoir étre reproduit par aucun
autre nucléotide ou nucléoside naturel. Ensuite, comme cela sera discuté plus loin, de telles

concentrations semblent avoir une pertinence in vivo.

2. Le NAD induit I'apoptose des lymphocytes T

Dés les premiéres expériences, il est apparu une disparition des cellules CD4" et CD8"

dans les cultures de cellules T stimulées en présence de NAD. Cette observation pouvait
s'interpréter comme consécutive a une inhibition de I'activation cellulaire comme a un effet
toxique de ce dinucléotide. Afin de tester cette hypothese, des lymphocytes T purifiés ont été
cultivés en présence de 10 uM de NAD et leur viabilité¢ estimée a différents temps par un
double marquage annexinV-FITC /iodure de propidium (PI) permettant de distinguer les
cellules vivantes des cellules mortes ou apoptotiques. Cette étude a permis d'établir I'existence
d'un effet toxique du NAD sur les lymphocytes T. Cette toxicité est d'ailleurs visible des la
premicre heure qui suit l'incubation avec le NAD et s'accentue avec le temps pour atteindre
aprés 24h une valeur maximale. Le NAD semble ainsi capable de provoquer la mort de pres

de 70% des lymphocytes T normaux. Cette approche a également mis en évidence I'existence
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d'une fraction de cellules T résistantes aux effets déléteres du NAD sur laquelle nous

reviendrons. Elle a également confirmé que les lymphocytes B sont insensibles au NAD.

La mort cellulaire peut intervenir selon différentes modalités distinguables
morphologiquement et biochimiquement. La mort par apoptose que I'on oppose généralement
a la mort par nécrose est définie par la survenue d'altérations cellulaires comprenant une perte
de l'asymétrie membranaire entrainant I'exposition de groupements phophatidyl-sérine (PS) a
la surface externe de la membrane, un bourgeonnement de la membrane plasmique, puis,
chronologiquement, une fragmentation de I'ADN et une condensation du cytoplasme et du
noyau. L'utilisation de I'annexinV-FITC nous a permis de détecter I'exposition de
phophatidyl-sérine a la surface des lymphocytes T incubés avec du NAD. L'exposition de ces
groupements PS en l'absence de perméabilité a 1'iodure de propidium marque I'engagement
des cellules vers un processus apoptotique. De fagon tout a fait remarquable, des cellules
correspondant a ces critéres (PS'/PI") sont détectées aprés seulement 10 min d'exposition a
des concentrations de NAD de l'ordre de 1 puM suggérant que le NAD induit un signal
apoptotique tres rapide (Article 1).

Afin de confirmer le rdle pro-apoptotique du NAD, nous avons examiné la
fragmentation de I'ADN, caractéristique tardive de ce processus de mort cellulaire. La
technique TUNEL que nous avons utilisée, qui permet le marquage des extrémités libres
d'ADN, a révélé une fragmentation de I'ADN clairement détectable aprés 6h d'incubation des
lymphocytes T naifs en présence de NAD. Ces résultats ont confirmé qu'au contact du NAD

les lymphocytes T s'engagent de manicre irrévocable vers une mort cellulaire programmée

(Article 1).

3. Spécificité de I'effet apoptotique du NAD

Il n'existe pas de récepteur connu directement sensible au NAD extracellulaire. De plus,
le NAD n'est pas supposé a priori traverser la membrane plasmique et pénétrer dans les
cellules méme si cette possibilité a été évoquée par certains auteurs (Sun, L. et al, 2002;

Zocchi, E. et al., 1999). Le NAD extracellulaire peut par contre étre le substrat d'ecto-
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enzymes capables de le dégrader en molécules plus simples. Ces enzymes peuvent étre des
NAD glycohydrolases telles que CD38 et CD157 ou éventuellement des phosphodiesterases
de la famille E-NPP. Les molécules susceptibles d'étre formées peuvent elles-mémes étre
hydrolysées par d'autres ecto-enzymes de la famille des E-NTPDases ou par la 5'-nucleotidase
CD73 (Figure 8, page 52). Suivant cette cascade, le NAD peut donner lieu a la formation de
nicotinamide, d'ADPR, d'ADPRc, d'ADP, d'AMP et d'ADO dont nous avons déja évoqué les
effets pharmacologiques. Dans nos expériences, aucune de ces molécules ne s'est révélée
capable d'induire 'apoptose des lymphocytes T a des concentrations inférieures a 100 pM
contrairement au NAD qui est actif & 1uM. Ce résultat indique que 1'effet pro-apoptotique du
NAD ne s'exerce pas au travers de ses métabolites comme I'"ADPR ou I'ADPRc, ce qui exclut
le réle de CD38 ou CD157, ni au travers de ' ADP, modeste ligand des récepteurs P2, ni enfin
de I'AMP et de 'ADO, ligands des récepteurs P1. La spécificité de 1'effet pro-apoptotique du

NAD met donc en cause des voies nécessairement originales.

4. Role des ART dans I'apoptose induite par le NAD

Les ADP-ribosyltransférases sont des enzymes capables d'utiliser le NAD
extracellulaire pour ADP-ribosyler des protéines cibles. Une activité ADP-ribosyltransférase a
¢té détectée a la surface des lymphocytes murins par plusieurs groupes (Okazaki, 1.J. et al.,
1996a; Prochazka, M. et al., 1991; Wang, J. et al., 1994). Compte tenu de l'existence de
différentes ADP-ribosyltransférases chez la souris, notre premicre approche a consisté a
analyser celles qui sont exprimées dans les lymphocytes T. Des études antérieures suggéraient
que I'ART]1 et les ART2.1 et ART2.2 étaient susceptibles d'étre exprimées dans les cellules du
systéme immunitaire (Haag, F. et al., 1998; Okazaki, L.J. et al., 1998). Nos expériences basées
sur l'amplification et la détection des ARN messagers codant pour ces différentes enzymes
(RT-PCR) ont montré I'existence des transcrits correspondants aux Art2.1 et Art2.2 mais pas
ceux correspondant a 1'4r¢/ dans les lymphocytes T matures (Article 1). Nos études ont
¢galement confirmé 1'absence d'expression de 1'4r£2.2 chez les souris NZW résultant d'une

délétion du gene (Koch-Nolte, F. et al., 1995). Enfin, nous avons aussi montré chez C57BL/6
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une tres forte expression de 1'4r¢2.2 alors que chez cette souris, le géne de 1'47¢2.1 contient un

codon « stop » qui conduit a l'arrét prématuré de sa traduction (Kanaitsuka, T. et al., 1997).

Chez la souris BALB/c, les ART2.1 et ART2.2 sont ainsi présentes a la surface des
cellules T. Dans un premier temps, nous avons montré que le pré-traitement des lymphocytes
T par une phospholipase C exogene qui, en clivant leur ancrage phosphatidyl-inositol,
provoque la libération des protéines glypiées faisait perdre aux cellules T leur sensibilité¢ au
NAD. Les ART2.1 et ART2.2 étant liées a la membrane par un groupement GPI pouvaient
donc potentiellement étre impliquées dans cette sensibilité au NAD. D'autre part, l'incubation
des cellules en présence de [*’P]NAD permet de suivre l'activité ADP-ribosyl transférase par
le marquage des protéines membranaires. L'étude de I'ADP-ribosylation par cette méthode a
confirmé la fonctionnalité des ART présentes sur les lymphocytes T, au moins dans le cas de
I'ART2.2. En effet, 'ART2.1, sauf dans des milieux trés réducteurs, n'est pas active dans des
conditions expérimentales standards (Hara, N. et al, 1999). Chez les souris NZW qui
n'expriment que cette iso-enzyme, aucune ADP-ribosylation n'a été détectée en milieu RPMI
1640 sauf en présence de ImM de DTT. Ainsi, seule 'ART2.2 semblait étre active dans les

conditions expérimentales standards.

Deux autres séries d'expériences nous ont permis de mettre en cause l'intervention de
I'ART2.2 dans les effets du NAD sur les lymphocytes T. La premicre est l'inhibition de
I'apoptose induite par le NAD par des anticorps polyclonaux ou un cocktail d'anticorps
monoclonaux anti-ART2.2 qui, par ailleurs, bloquent I'ADP-ribosylation des protéines. La
seconde est l'observation que seuls les lymphocytes T exprimant 'ART2.2, détectée par
l'anticorps monoclonal Nika 102, sont sensibles au NAD qui induit chez eux l'exposition
rapide des groupements PS. Bien que ces expériences mettent directement en cause I'ART2.2,
I'ART2.1 également présente sur les cellules T semble pouvoir jouer un role équivalent dans
des conditions réductrices appropriées (Résultats non publiés). Ainsi, 'ADP-ribosylation des
protéines membranaires par les ART2 paraissait directement mise en cause dans les effets

immuno-régulateurs du NAD extracellulaire.
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Enfin, I'implication des ART2 dans les effets toxiques du NAD a pu étre formellement
confirmée chez des souris dont les génes des deux ART2 ont été invalidés. En collaboration
avec l'équipe de F. Koch-Nolte a8 Hambourg qui a développé ces souris « Knock out », nous
avons montré que les lymphocytes des souris doublement déficientes pour I'expression de ces
deux ART2 comme celles seulement déficientes pour I'expression de I'ART2.2 sont
completement résistantes a 1'apoptose induite par le NAD dans les conditions expérimentales

standards (Article 3, (Ohlrogge, W. et al., 2002) et résultats non publiés).

5. Implication d'un second facteur dans 1'apoptose des cellules T

induite par le NAD

L'implication nécessaire d'un second facteur dans l'apoptose induite par le NAD est
venue de la comparaison de différentes souches de souris. Les souris C57BL/6 n'expriment
pas 'ART2.1 mais expriment 'ART2.2. a un trés haut niveau (Kanaitsuka, T. et al., 1997;
Koch-Nolte, F. et al., 1999) et possédent de ce fait une activité ADP-ribosyltransférase
supérieure a celle mesurée chez BALB/c. Cependant, les lymphocytes T des souris C57BL/6
ne sont que tres faiblement sensibles aux effets du NAD. Ceci suggére que l'expression de
I'ART2.2, bien que nécessaire, n'est pas suffisante pour expliquer les effets du NAD. Par
ailleurs, les souris NZW expriment I'"ART2.1 mais pas 'ART2.2. et sont donc elles aussi
résistantes, en absence de DTT, a l'apoptose induite par le NAD. Pourtant, les lymphocytes T
des hybrides [C57BL/6 x NZW] F1, issus de deux lignées résistantes, ont une sensibilité a
I'apoptose induite par le NAD analogue a celle des souris BALB/c. La réponse de ces
hybrides ne pouvait s'expliquer que par une complémentarité entre I'ART2.2 du parent
C57BL/6 et une protéine dont le gene était apporté par NZW qui serait déficiente chez
C57BL/6 (Article 1).
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6. Identification de P2X; comme le second facteur impliqué dans les

effets du NAD

L'identification du second facteur impliqué dans la mort cellulaire induite par le NAD
est venue d'expériences avec des analogues du NAD. Le [**PJNAD permet de détecter les
protéines qui ont incorporé un groupement ADP-ribose radioactif transféré par l'activité ADP-
ribosyltransférase. Cette technique sensible reste néanmoins contraignante du fait de
l'utilisation de la radioactivité difficile a manipuler. Une alternative a cette méthode a ¢été
développée basée sur l'utilisation de l'etheno-NAD, un analogue du NAD dont la base adénine
est modifiée. Un anticorps monoclonal spécifique du groupement etheno-adénosine a été
développé par 1'équipe de Santella (Young, T.L. et al., 1988). Cet anticorps, 1G4, permet de
suivre 1'etheno-ADP-ribosylation des protéines membranaires et offre une alternative a
l'utilisation de [**P]NAD (Article 3 et (Krebs, C. et al., 2003)). Ainsi, l'etheno-NAD est
apparu comme un substrat des ART. Pourtant, l'etheno-NAD s'est révélé incapable d'induire
l'apoptose des lymphocytes T, méme a forte concentration. Plus surprenant encore, la pré-
incubation des cellules avec 10 uM d'etheno-NAD prévient entierement des effets du NAD.
L'etheno-NAD bien que substrat des ART se comporte donc comme un antagoniste de 1'effet
apoptotique du NAD sur les lymphocytes T. Cette observation suggérait que le second facteur
impliqué dans la réponse des cellules T au NAD était sensible a la modification de la structure
de l'adénine. Pour confirmer cette hypothése, nous avons testé l'activit¢ de deux autres
analogues, le nicotinamide hypoxanthine dinucléotide (NHD) et le nicotinamide guanine
dinucléotide (NGD) qui ne different du NAD que par la nature de la base purique. Le NHD et
le NGD, comme l'etheno-NAD, n'induisent pas 1'apoptose des cellules T et inhibent 1'action
du NAD (Article 3). Le NHD et le NGD sont cependant des substrats de I'ART2.2 puisque la
préincubation des cellules T avec ces molécules inhibe I'etheno-ADP-ribosylation ultérieure

attestée par l'absence de marquage par 1G4.

Ces données suggéraient que l'intégrité de l'adénine du groupement ADP-ribose
transféré sur les protéines membranaires était nécessaire a l'induction des effets pro-

apoptotiques du NAD. Le second effecteur, prédit par les données génétiques, devait donc
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étre un récepteur sensible a la structure de l'adénosine ou de I'adénosine phosphate du
groupement ADPR transféré par les ART sur les protéines cibles. Ceci conduisait a émettre

I'hypothése que le second facteur était un des récepteurs P1 ou P2 sensibles aux purines.

Nous avons rapidement écarté I'implication d'un récepteur P1 du fait que I'adénosine
n'induit aucune toxicité sur les cellules T, méme a des concentrations supérieures au
millimolaire. Pour ce qui est des récepteurs P2, la situation était différente puisque I'ATP est
capable d'induire des effets similaires a ceux du NAD bien qu'a des concentrations 100 fois
plus élevées (Article 1 et Article 2). Un récepteur a I'ATP de type P2 pouvait donc
correspondre aux critéres recherchés. Dans la littérature, le récepteur P2X; a largement ¢été
impliqué dans les effets cytolytiques des fortes concentrations d'ATP sur les cellules
d'origines hématopoiétiques (Di Virgilio, F. et al., 1998; Di Virgilio, F. et al, 2001). Ce
récepteur est notamment exprimé sur les lymphocytes T murins chez qui nous avons pu
détecter la présence de I'ARNm correspondant par RT-PCR et de la protéine sur gel avec des
anticorps polyclonaux du commerce (Article 2). L'une des caractéristiques du récepteur P2X;
est de former, lorsqu'il est stimulé de mani¢re prolongée, un large pore membranaire
perméable aux molécules pouvant atteindre 900 Da (Surprenant, A. et al., 1996). L'ouverture
de ce pore permet le passage de molécules fluorescentes a l'intérieur de la cellule.
L'incubation des lymphocytes T avec de I'ATP provoque ainsi l'incorporation dose
dépendante du YO-PRO-1 ou du BET , ce qui confirme la présence d'un récepteur P2X;

fonctionnel a la surface des lymphocytes T murins (Article 2).

Bien qu'il n'existe pas d'agoniste sélectif des récepteurs P2, le profil pharmacologique
de réponse obtenu avec différents analogues est souvent caractéristique du récepteur impliqué.
Dans le cas des lymphocytes T murins, la faible sensibilité a 'ATP (ECsy=300uM) et le profil
pharmacologique obtenu (BzATP > ATP > B,y—meATP) se sont révélés compatibles avec
lI'implication du P2X; dans l'apoptose induite par I'ATP. De plus, la préincubation des
lymphocytes T avec les antagonistes connus du récepteur P2X; (KN-62 et oATP) inhibait
enticrement l'apoptose induite par I'ATP (Article 2). Le récepteur P2X; exprimé par les
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lymphocytes T murins nous est donc apparu responsable des effets toxiques de I'ATP a forte

concentration (>100uM).

Compte tenu de ces observations, le récepteur P2X; pouvait donc devenir I'effecteur
cytolytique activé par I'ADP-ribosylation induite par les ART2 en présence de NAD. Une
é¢tude pharmacologique similaire a donc été entreprise pour évaluer le rdle éventuel du
récepteur P2X; dans l'apoptose induite par le NAD. Nos résultats montrent que le NAD,
comme précédemment 1'ATP, est capable de provoquer l'incorporation du YO-PRO-1 ou du
BET dans les lymphocytes T mais pas dans les lymphocytes B (Article 3). Cet effet est
caractéristique de la formation d'un pore membranaire tel que décrit lors de I'activation
chronique du récepteur P2X5. Il survient dans les 30 min suivant l'addition de NAD et précede
a la survenue de la perte de I'intégrit¢é membranaire détectée par l'incorporation de l'iodure de
propidium. De plus, les inhibiteurs du récepteur P2X; (KN-62 et oATP) bloquent la capacité
du NAD a induire a la fois la formation de ce pore et I'exposition des phosphatidyl-sérines a la
surface cellulaire laquelle témoigne de 1'engagement vers le processus apoptotique (Article 3).
Ces résultats suggerent donc fortement que l'apoptose induite par le NAD implique

l'activation du récepteur P2X5 suite a ' ADP-ribosylation des protéines membranaires.

Afin de vérifier cette hypothése, des cellules de la lignée HEK-293 ont été soit
simplement transfectées avec le géne codant pour 'ART2.2 ou le P2X; soit doublement
transfectées par ces deux genes. Seules les cellules doublement transfectées sont apparues
sensibles aux effets du NAD démontrant que ni 'ART2.2 ni P2X5 seuls ne sont suffisants.
Dans ce mod¢le cellulaire, comme précédemment sur les lymphocytes T, le NAD induit
l'exposition des phosphatidylsérines a la surface des cellules HEK ART2.27/P2X; et
l'incorporation du YO-PRO-1 qui témoigne de I'ouverture du pore membranaire (Article 3).
Cependant, nous avons constaté que les doses de NAD nécessaires sont, dans ce modele
cellulaire, largement supérieures a celles qui sont actives sur les lymphocytes T normaux.
Cette perte de sensibilit¢ vis-a-vis du NAD indique que d'autres facteurs contribuent
probablement a une efficacité optimale du processus. Il peut notamment étre envisagé que

dans ce mod¢le cellulaire hétérologue la protéine P2X; qui a été démontrée faire partie d'un
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vaste complexe protéique ne se trouve pas dans un environnement adapté (Kim, M. et al.,

2001).

Enfin, on pouvait encore envisager que le NAD, via les ART puisse entrainer une
libération d'ATP endogéne qui a son tour activerait le récepteur P2X;. L'incubation des
cellules T en présence de NAD et d'apyrase qui dégrade I'ATP, n'entrainait pas de
modification du signal apoptotique induit par le NAD. Cette hypothése fut donc écartée.

Ainsi, le NAD apparait comme un effecteur conduisant a faible concentration a
l'activation du récepteur P2X; via I'ART2.2. Deux hypothéses peuvent étre proposées quant
au mécanisme. Suivant la premiére (Figure 9, page 78) le récepteur P2X; serait lui-méme une
cible des ART et son ADP-ribosylation conduirait a son activation. Alternativement, cette
activation procederait de maniere indirecte. Une protéine cible des ART, une fois ADP-
ribosylée présenterait de fagcon efficace le groupement ADPR au site de fixation a I'ATP de

P2X3 lors d'interactions étroites protéine-protéine (Figure 10, page 79).
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Figure 9: Activation de P2X; par le NAD. Selon ce modele, P2X; serait lui-méme la cible de
I'"ART2.2 et son ADP-ribosylation conduirait a I'activation du récepteur.
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Figure 10: Activation de P2X; par le NAD. Selon ce modele, P2X; serait activé par le
groupement "ADP-ribose" présenté par une protéine cibles de 'ART2.2.

7. Une mutation ponctuelle du récepteur P2X; chez C57BL/6 est
responsable de sa résistance a 1'effet délétere du NAD sur les

lymphocytes T

Les lymphocytes T des souris de la souche C57BL/6 sont, comme nous l'avons
mentionné précédemment, résistants aux effets du NAD par comparaison a ceux des souris
BALB/c. Ce constat ¢était d'autant plus surprenant qu'il existe, chez C57BL/6 une
surexpression de I'ART2.2 (Article 1 et (Koch-Nolte, F. et al,, 1999)). Si, comme nous
l'envisagions, le signal apporté par le NAD passait par le récepteur P2X5, la résistance des
souris C57BL/6 devait résulter d'un défaut affectant I'expression ou la fonction du récepteur
P2X5. Une étude comparative de 1'expression du géne codant pour la protéine P2X7; en RT-
PCR n'a montré aucune différence évidente du niveau de transcription de ce géne entre les

lymphocytes T issus de BALB/c ou de C57BL/6. Cependant, nous avons mis en évidence un
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déficit fonctionnel du récepteur P2X; exprimé par les lymphocytes T de la souche C57BL/6.
En effet, ces lymphocytes répondent plus faiblement a I'ATP et a d'autres agonistes du
récepteur P2X7 que ceux issus de BALB/c. Ainsi, I'ATP parait peu efficace pour induire
l'exposition des phosphatidylsérines a la surface cellulaire (marquage avec l'annexinV),
provoquer la formation du pore membranaire (incorporation de YO-PRO-1) ou stimuler un

influx calcique (Article 2).

Le déficit fonctionnel apparent du récepteur P2X; exprimé chez C57BL/6 nous a
conduit & comparer la séquence primaire du géne a celle de BALB/c. Une seule mutation
codante a été mise en évidence substituant la proline en position 451 chez BALB/c par une
leucine chez C57BL/6 (P451L) (Article 2). La comparaison des séquences déposées dans les
bases de données a montré que la proline en position 451 est conservée dans les séquences des
genes orthologues de I'Homme et du rat. Cette mutation ponctuelle P451L se situe dans la
partie cytoplasmique du récepteur P2X; dans une région présentant des homologies de
séquences avec le « domaine de mort » du récepteur au TNF (TNFR1 death domain) et avec
les séquences protéiques connues pour interagir avec les domaines SH3 (SH3-binding
protein) (Article 2 et (Denlinger, L.C. et al., 2001)). La position 451 se trouve donc dans une
région de la protéine probablement impliquée dans la signalisation. Parmi les 14 différentes
lignées murines que nous avons analysées, la mutation P451L n'a été détectée que sur les
souris C57BL/6, C57BL/10, DBA/1 et DBA/2. Les souris dérivées de souris sauvages (M.
caroli, M. spretus, M. musculus et M. poschiavinus) portent l'allele P451 retrouvé chez
BALB/c. 1l est donc probable que l'allele P451 représente l'allele sauvage. L'analyse des
fonctions du récepteur P2X; dans les lymphocytes de la souche DBA/1, également porteuse
de I'allele mutant, a confirmé 1'effet négatif de la mutation P451L sur la sensibilité¢ aux effets

apoptotiques de I'ATP (Article 2).

Afin de vérifier que la mutation ponctuelle P451L est effectivement a la base des
différences fonctionnelles observées, les cellules de la lignée cellulaire humaine HEK-293 ont
été transfectées avec les alleles issus des souris BALB/c ou C57BL/6. Malgré une expression
a un niveau comparable de la protéine dans les différents clones testés, les cellules

transfectées avec 1'allele mutant L451 ont montré une réponse réduite a ' ATP, tant en termes
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d'apoptose, de stimulation de l'incorporation de YO-PRO-1 que d'induction d'un influx

calcique (Article 2).

La présence d'une mutation P451L chez DBA/1 et C57BL/6 affectant la fonctionnalité
de P2X; apporte une preuve génétique d'un lien entre la pharmacologie du NAD et le
récepteur P2X;. En effet les souris DBA/1, comme les souris C57BL/6 manifestent une
déficience de la réponse au NAD comme a I'ATP. Ainsi, les défauts affectant I'expression de
I'ART2.2 (souris NZW et souris ART2.27") ou ceux affectant la fonction du récepteur P2X;
(souris C57BL/6 et DBA/1) ou encore I'utilisation de molécules qui bloquent I'activité de I'une
ou l'autre de ces protéines (anticorps anti-ART2.2 ou antagonistes du récepteur P2X)
conduisent a une résistance au NAD. Globalement l'ensemble de ces résultats démontre
l'implication et la coopération de I'ART2.2 et du récepteur P2X; dans 'apoptose induite par le

NAD.

8. Comparaison entre les effets de I' ATP et ceux du NAD sur les
lymphocytes T

L'ATP et le NAD induisent tous deux l'apoptose des lymphocytes T murins en activant
le récepteur P2X;. Cependant la voie de I'ATP et celle du NAD différent a certains égards. En
premier lieu, les concentrations d'ATP nécessaires pour induire I'apoptose des lymphocytes T
sont au moins 100 fois supérieures a celles nécessaires avec le NAD (Article 1, 2, 3). D'autre
part, alors qu'a forte concentration I'ATP induit I'apoptose de la quasi-totalité des lymphocytes
T, l'apoptose induite par le NAD est restreinte a la population des lymphocytes T qui
expriment I'ART2.2. Cette population représente environ 70% des cellules T chez une souris
normale (Article 1 et 3). Enfin, dans le cas de 'ATP, il a été décrit que ses effets au travers du
récepteur P2X; sont réversibles sur les macrophages (MacKenzie, A. et al., 2001). Ces
observations nous ont conduit a tester la réversibilité¢ de 1'exposition des PS induite par 'ATP
ou le NAD. Dans ces expériences, les lymphocytes T ont ét¢ incubés avec de I'ATP ou du

NAD pendant un temps court (5 min), puis lavés et remis dans du milieu de culture a 37°C.
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Le marquage annexinV a été suivi pendant les deux heures suivantes. Nous avons ainsi
montré, dans le cas de I'ATP, que lorsque les cellules sont replacées dans un milieu sans ATP,
l'exposition des PS se résorbe avec le temps pour finalement disparaitre complétement dans
les 60 min qui suivent ce traitement (Article 3). Dans ces conditions, les cellules reviennent a
un phénotype normal. En revanche, lorsque le NAD est utilis¢ dans les mémes conditions
expérimentales, 1'exposition des PS perdure dans le temps et parait irréversible (Article 3).
Dans le cas de I'ATP, les résultats sont compatibles avec une interaction non covalente de ce
ligand avec le récepteur P2X;. Dans le cas du NAD, la stimulation du récepteur perdure en
accord avec le fait que 'ART2.2 induit des ADP-ribosylations covalentes sur ses cibles qui,
selon notre mod¢le, conduisent a 1'activation du récepteur P2X5. Ainsi, une exposition méme
bréeve au NAD est vraisemblablement capable de provoquer une stimulation chronique du
récepteur P2X;. Ce mécanisme pourrait avoir un intérét in vivo du fait de la présence des ecto-
enzymes hydrolysant le NAD. Une exposition de courte durée des lymphocytes avec cette

molécule deviendrait suffisante pour induire un signal stable.

9. La sensibilité des lymphocytes T au NAD dépend de leur stade de

différenciation

Compte tenu de l'effet pro-apoptotique puissant du NAD sur la majorité des
lymphocytes T matures périphériques nous nous sommes intéressés, dans une dernicre partie,
a la sensibilit¢ au NAD des lymphocytes T en fonction de leur stade de différenciation ou
d'activation. La question posée sous-jacente concernait le role du NAD dans la sélection du
répertoire T dans le thymus et son effet sur les lymphocytes T périphériques quiescents ou

activés par l'antigene.

Nous avons montré dans un premier temps que les thymocytes semblent insensibles au
NAD (Article 4). Cette insensibilité au NAD des lymphocytes thymiques est compatible avec
le fait que les thymocytes immatures CD3"Y n'expriment pas I'ART2.2 (Koch-Nolte, F. et al.,
1999). Cependant, les thymocytes matures CD3"" qui expriment 'ART2.2 sont également
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insensibles au NAD (Article 4). Ce résultat surprenant pourrait s'expliquer par l'absence
d'expression de P2X; dans cette population. A cet égard, il n'existe aujourd'hui aucune preuve
formelle de 1'expression de ce récepteur sur les thymocytes du fait de I'absence d'anticorps
spécifiques, méme si des réponses a I'ATP ont été décrites dans cette population cellulaire
(Bisaggio, R.D. et al., 2001; Freedman, B.D. et al., 1999; Ross, P.E. ef al., 1997). Ces effets
peuvent résulter de l'intervention d'autres récepteurs P2X. Enfin, la présence de CD38 décrite
sur une faible fraction des thymocytes pourrait participer a la résistance en dégradant le NAD
extracellulaire (Lund, F. ef al., 1995). Ces observations semblent exclure une participation du
NAD a la sélection négative des thymocytes, connue pour impliquer des mécanismes

apoptotiques (Kishimoto, H. ef al., 2000; Sebzda, E. et al., 1999).

Contrairement aux thymocytes, les lymphocytes périphériques des ganglions
lymphatiques ou de la rate de BALB/c sont dans leur vaste majorité sensibles a I'apoptose
induite par le NAD (Article 1, 3 et 4). Les cellules T périphériques qui demeurent insensibles
au NAD n'expriment pas 'ART2.2 (Article 1). Ex vivo, il a été montré que I'ART2.2 pouvait
étre libérée de la membrane des lymphocytes T récemment activés par un mécanisme
impliquant des métallo-protéases membranaires (Kahl, S. et al., 2000; Nemoto, E. et al.,
1996b). En accord avec ces observations nous montrons que la pré-activation des
lymphocytes T par la PMA (ester de phorbol) ou par des anticorps dirigés contre CD3 et
CD28 provoque la libération de I'ART2.2 dans le milieu de culture et la perte concomitante de
la sensibilité aux effets du NAD (Article 4). Ces résultats suggerent que les lymphocytes T
périphériques naturellement résistants ex vivo au NAD seraient des lymphocytes qui ont été
activés in vivo. En accord avec cette hypothese, les lymphocytes T qui survivent sans
activation dans des cultures de 24 h en présence de NAD expriment les marqueurs
CD62L"°Y/CD44"e" qui caractérisent les cellules activées ou mémoires (résultats non publiés).
Nous avons également évoqué précédemment la relative résistance au NAD des lymphocytes
T qui expriment a leur surface la NADase CD38 (Article 1). Chez la souris cette enzyme
semble préférentiellement exprimée sur les lymphocytes T activés (Deterre, P. et al., 2000;
Lund, F. er al., 1995). Globalement, ces observations suggérent que l'activation des

lymphocytes T périphériques conduit a une insensibilit¢ au NAD résultant de la perte de
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I'ART2.2 et/ou de I'expression de la NADase CD38. En d'autres termes, la sensibilit¢ au NAD

peut étre considérée comme une propriété du lymphocyte T mature et quiescent.

10. Les sources du NAD extracellulaire

Poser la question du rdle physiologique du NAD dans la régulation de la biologie des
lymphocytes T suppose que sa concentration puisse atteindre des valeurs suffisantes dans

certaines conditions in vivo.

Dans le sérum, la concentration de NAD a été rapportée étre de l'ordre de 0.1uM
(Kim, U.H. et al., 1993) Ainsi, cette concentration serait environ 10 fois inférieure aux doses
actives in vitro. Cependant, compte tenu des concentrations intracellulaires et intra-
mitochondriales de NAD supérieures au millimolaire, des concentrations micromolaires
doivent pouvoir étre atteintes localement autour de cellules 1ésées ainsi que nous l'avons
proposé (Article 1, 3 et 4). Pour tenter de vérifier cette hypothése, nous avons utilis¢ un
mod¢ele d'inflammation original induit par [l'injection sous cutanée de billes de
polyacrylamides (Biogel P100) (Stiffel, C. et al., 1990). Ce modele, immunologiquement
neutre, présente 1'avantage de piéger dans les billes poreuses de Biogel les substances solubles
libérées dans le site inflammatoire offrant ainsi un accés a leur dosage. En outre, la
détermination du volume de Biogel récupéré chirurgicalement permet une évaluation des
concentrations réelles des substances solubles. Tous les autres modeles impliquant un ringage
du site inflammatoire n'offrent aucun acces a la détermination des concentrations endogeénes
initiales faute d'une connaissance du volume du liquide inflammatoire présent in situ. En
utilisant une méthode de dosage trés sensible du NAD (Bernofsky, C. et al., 1973; Jacobson,
E.L. et al., 1976), nous avons, grace a ce modele, pu déterminer que la concentration de NAD
atteint 10 uM dans le site inflammatoire 12 h aprés son déclenchement et qu'une
concentration supérieure a 1 uM se maintient encore au moins pendant 4 jours (manuscrit en
préparation). Ces résultats montrent donc que des concentrations de NAD suffisamment
¢levées pour provoquer l'apoptose des lymphocytes T peuvent étre atteintes in vivo dans des

environnements inflammatoires.
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Ces observations supposent que seuls des lymphocytes T activés hors du site
inflammatoire et n'exprimant plus les ART pourraient survivre dans un environnement ou de
telles concentrations de NAD sont présentes. Selon ce principe, le NAD préviendrait
l'activation inappropriée de lymphocytes T naifs et en particulier auto-réactifs dans des
environnements ou les signaux inflammatoires pourraient induire l'expression des molécules
du CMH et conduire a la présentation d'auto-antigenes par des cellules présentatrices non
professionnelles. Ce schéma rendrait compte du fait que les souris ou les rats déficients dans
l'expression de I'ART2 posseédent une susceptibilit¢é accrue aux maladies autoimmunes
(Ablamunits, V. et al., 2001; Greiner, D.L. et al., 1987; Haag, F. et al., 1993; Koch-Nolte, F.
et al., 1995; Prochazka, M. et al., 1991).
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ARTICLE 1



Rapid Induction of Naive T Cell Apoptosis by
Ecto-Nicotinamide Adenine Dinucleotide: Requirement for
Mono(ADP-Ribosyl)Transferase 2 and a Downstream Effectdr

Sahil Adriouch,* Wiebke Ohlrogge," Friedrich Haag," Friedrich Koch-Nolte,™ and
Michel Semarf*

Lymphocytes express a number of NAD-metabolizing ectoenzymes, including mono(ADP-ribosyl)transferases (ART) and ADP
ribosylcyclases. These enzymes may regulate lymphocyte functions following the release of NAD in injured or inflammatory tissues
We report here that extracellular NAD induces apoptosis in BALB/c splenic T cells with an IG, of 3-5 uM. Annexin V staining

of cells was observed already 10 min after treatment with NAD in the absence of any additional signal. Removal of GPl-anchored
cell surface proteins by phosphatidylinositol-specific phospholipase C treatment rendered cells resistant to NAD-mediated apo-
ptosis. RT-PCR analyses revealed that resting BALB/c T cells expressed the genes for GPI-anchored ART2.1 and ART2.2 but not
ART1. ART2-specific antisera blocked radiolabeling of cell surface proteins with both °PJNAD and NAD-mediated apoptosis.
Further analyses revealed that natural knockout mice forArt2.a (C57BL/6) or Art2.b (NZW) were resistant to NAD-mediated
apoptosis. Labeling with P?P]NAD revealed strong cell surface ART activity on T cells of C57BL/6 and little if any activity on cells

of NZW mice. T cells of (C57BL/6 x NZW)F, animals showed strong cell surface ART activity and were very sensitive to
NAD-induced apoptosis. As in BALB/c T cells, ART2-specific antisera blocked cell surface ART activity and apoptosis in (C57BL/
6 x NZW)F, T cells. The fact that T cells of K animals are sensitive to rapid NAD-induced apoptosis suggests that this effect
requires the complementation of (at least) two genetic components. We propose that one of these is cell surface ART2.2 activity
(defective in the NZW parent), the other a downstream effector of ADP-ribosylation (defective in the C57BL/6 parent). The
Journal of Immunology, 2001, 167: 196—-203.

millimolar range, concentrations of extracellular groups of ART-encoding genes, denofeT1to ARTS have been
NAD are usually submicromolar in serum. However, identified in the mouse, rat, rabbit, and human, based on sequence
NAD can be released into the extracellular environment by lytichomology and genomic organization (3). ART1-ART4 isoforms
and nonlytic mechanisms, e.g., following cell damage or acute celtorrespond to 30- to 40-kDa GPl-anchored cell surface ARTS,
death in injured and inflammatory tissues, and could participate iwwhereas ART5 is not GPI-linked and may be secreted (4, 5). Their
the regulation of immune functions. Indeed, lymphocytes expressiological function is not fully understood, but they seem to play
a number of membrane-bound NAD-metabolizing ectoenzymesan important role in the regulation of myogenesis or long-term
including CD38 and NAD-dependent ADP ribosyltransferases. potentiation in hippocampal neurons, for instance, or in the regu-
Mono(ADP-ribosyl)transferases (ARTstatalyze a posttrans- |ation of lymphocyte functions (5, 6).
lational modification of proteins by transferring the ADP-ribose The first evidence supporting a role of ART in the immune
moiety of NAD to specific amino acids, e.g., arginine residues, onsysiem came from experiments in rats. In this species, there is a
target proteins. These enzymes have well-known regulatory funcgjngie jocus encoding ART2 with two alleles (ART@nd ART?),
tions in the prokaryotic world and usually inactivate the function 1, expressed as 25- to 35-kDa GPI-anchored maturation markers

of t_arget proteins (1). They also correspoqd to various bacterial\ the surface of T lymphocytes (7). ARTZT cells have been
toxins that have potent effects on mammalian cells (2). More reso g o exert a regulatory role in models for autoimmune insulin-

dependent diabetes mellitus. Indeed, diabetes prone BB-DP rats
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W hile NAD concentrations in the cytoplasm lie in the cently, several ARTs have been cloned from different tissues. Five
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on the proliferation of normal peripheral T cells in vitro (17). ARTs en- Cell preparation and proliferation assay

coded byArtl, Art2a Artzh, ArTS, Art4, andArt5 can potentially mediate Splenocyte suspensions were prepared aseptically in cold PBS containing
these effects, although neith@rt5 nor Art3 are expressed on normal 109 heat-inactivated FCS. Erythrocytes were removed by treatment with
lymphoid cells (5, 18, 19). ART1 is a GPl-anchored protein that has beeNH,CI (160 mM, 3 min). Cells were then washed, resuspended in complete
considered as a candidate ART responsible for this regulation becausékPM! 1640 medium containing 8 10~° 2-ME, 0.2 mM glutamine, 1 mM

was cloned from T cell lymphomas (20). However, ART1 is expressed #I)a/ruvate, 20 mM HEPES, and 10% FBS (all culture reagents were from

. o . . ife Technologies, Grand Island, NY). T cells were purified by two pas-
low levels in lymphoid tissues and predominates in heart and skelet@lges over nylon wool columns. Purified T cells contair@®% living T

muscles (21). By contrasfrt2a and Art2b mRNA are expressed at cells and<10% B cells as determined by flow cytometry. For in vitro
higher level in lymphoid tissues (9, 10). Moreover, the recent developstimulation, spleen cells or purified T cells were cultured for 2 days at 37°C
ment of specific mAbs has allowed us to demonstrate that ART2.2 iih 96-well flat-bottom tissue plates (2 10° cells/well) either coated with

- - 10 pg/ml anti-CDZ (145-2C11) mAb or in the presence ofu®/ml Con
selectively present on mature T lymphocytes from most mouse strai 10 ng/ml PMA plus 100 ng/ml ionomycin (10634: Sigma, St. Louis,

although at different levels (22). MO), 4 ug/ml PHA, or 125ug/ml LPS. Proliferative response was assayed
Deficient expression of ART2.1 and ART2.2 has been reportedy adding 0.5uCi/well of [methyt*H]thymidine (ICN Pharmaceuticals,

in several inbred mice. In C57BL/6, thet2a sequence contains a Costa Mesa, CA). After 8 h, cells were harvested (Filtermate 196; Packard,

stop codon leading to the synthesis of a truncated protein with n%eriden, CT), and the radioactivity incorporated into DNA was counted

enzymatic activity (23). Reciprocally, NZW mice suffer from a opCount; Packard).

deletion of theArt2b gene (24). Like in rats, defective expression Immunofluorescence analysis, detection of apoptotic cells, and
of ART2s has been proposed as one of the factors influencing thiEeatment with phosphatidylinositol-specific phospholipase C
onset and/or progression of autoimmune diseases (24, 25).  (PI-PLC)

To date, most experiments concerning the role of ARTs and th&tandard procedures were used for immunofiuorescence staining. Briefly,
effect of extracellular NAD on T lymphocytes have been per-1 x 10° cells were washed twice in FACS buffer (CellWash; Becton Bick

formed in C57BL/6 mice that express ART2.2 at a very high levelinson, Mountain View, CA). They were then resuspended in I0BACS

. . B . jbuffer containing 1ug of each mAb. After 30 min of incubation at 4°C,
but lack functional ART2.1 on their surface (22—24). The potentlalCeIIS were washed twice and resuspended in @DBACS buffer before

role of differential ART expression on NAD-induced regulation of apaysis by flow cytometry on a FACSCalibur (Becton Dickinson).
immune functions has not been investigated. Experiments reported Detection of apoptotic cells was performed by annexin V/propidium
herein address this issue by comparing the effect of extracelluldpdide (Pl) staining as previously described (26). A second method was
NAD on T lymphocytes from appropriate inbred mice. We dem- used to detect and quantify apoptosis based on TUNEL of DNA strand

trate that NAD tri id inducti f tosis i Ibreaks (27). Briefly, cells were washed twice in PBS containing 1% BSA
onstrate tha riggers rapid induction of apoptosis In Normalyj fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min at room temperature. Cells

peripheral T cells from BALB/c and (C57BL/& NZW)F; miceé  were washed at 4°C and permeabilized with sodium citrate buffer contain-
but not from natural knockout mice for ART2a (C57BL/6) or ing 0.1% Triton X-100 for 2 min on ice. After washing, cells were incu-
ART2b (NZW). bated with FITC-dUTP in the presence of TdT fb h at37°C using the

Cell Death Detection kit (Roche Diagnostic Systems, Somerville, NJ). Fol-

lowing incubation and washing, cells were counterstained with Pl (0.05
Materials and Methods rg/ml) in FACS buffer containing 20@.g/ml DNase-free RNase (Roche
Diagnostic Systems). After 30 min of incubation at room temperature, cells
were analyzed by flow cytometry.

FITC-conjugated anti-CD8 (145-2C11) and PE-conjugated anti-B220 !N some experiments, lymphocytes were treated with PI-PLC before
(RA3-6B2) mAbs used for fluorescence staining were purchased from Bpncubation with NAD and quantification of apoptosis using annexin V/PI
PharMingen (San Diego, CA). FITC-conjugated anti-CD8a (CT-CD8a)Staining. Cells were incubated for 30 min at 37°C in RPMI 164(X(20

and PE-conjugated anti-CD4 (CT-CD4) were obtained from Caltag Labo-€!lS/ml) containing 10 U/ml PI-PLC (Sigma). They were then suspended
ratories (South San Francisco, CA). at 1x 10° cells/ml in complete RPMI 1640 and incubdté h at37°C with

or without NAD before detection of apoptosis.

Reagents

Animals ADP-ribosylation of proteins

BALB/c and C57BL/6 mice were maintained in the animal facilities of the ADP-ribosylation of membrane proteins was analyzed by SDS-PAGE after
Institut Jacques Monod (Paris, France) and of the University Hospitaincubation of cells with PINAD as previously described (17) with some
(Hamburg, Germany). NZW/olaHsd mice were purchased from Harlanmodifications. Briefly, 2x 10° purified T lymphocytes were incubated in
(Oxon, U.K.). K hybrids from C57BL/6 females mated with NZW males 100 ul complete RPMI 1640 medium containing UTi [*P]NAD (350
were bred and are designated elsewhere as B6NWIe offspring of the ~ wCi/mmol; ICN Pharmaceuticals), 1 mM ADP-ribose (Sigma), 00
reciprocal mating were also tested and gave similar results (not shownyold NAD, and 1ul protease inhibitor cocktail (P8340; Sigma) at 37°C for
The Wistar rat R8 and the outbred rabbit 12760 were obtained from and h. T lymphocytes were then washed three times in cold RPMI 1640 to
maintained at the central animal facility of the University Hospital. remove unbound radioactivity. Crude cell lysates were obtained by sus-
pension of cell pellets in lysis buffer (PBS containing 1% Nonidet P-40, 1
. . mM EDTA, 1 mM PMSF), followed by incubation on ice for 30 min.
Antibodies Insoluble material was pelleted by centrifugation (12,609 at 4°C for 15

Preimmune sera were prepared from blood obtained by retroorbital bleed?in). Supernatants were collected. Proteins were separated by SDS-PAGE
ing from rat R8 and by draining of the ear vein from rabbit 12760 before (10% gel), and dried gels were exposed to x-ray films 0°C for 4 days
ballistic DNA immunization with 8—12 shots (1g DNA coated on lum using intensifying screens.

gold particles) of pME.ART2.2, an expression vector for GPl-anchored, R T-pCR analysis oArt1, Art2a, and Art2b expression

FLAG-tagged ART2.2, using a gene gun (Bio-Rad, Hercules, CA). Three

booster immunizations were performed at 4- to 6-wk intervals. AnimalsThe relative expression of th&rtl, Art2a, and Art2b genes was analyzed
received a final boost of purified recombinant ART2.2-human IgG1Fc fu-by semiquantitative RT-PCR analysis. Total RNA was extracted from ei-
sion protein (50ug in 500 wl PBS i.v.). Five days later, animals were ther 2x 107 purified T cells from BALB/c, C57BL/6, NZW, and B6NWF
sacrificed by heart puncture and immune sera were prepared. The speciice or BALB/c skeletal muscle using the RNA Plus kit (Quantum-Ap-
ficity of antisera was determined by indirect imnmunofluorescence analysepligene, Strasbourg, France). cDNA was synthesized fropg 3f total
using EL4 lymphoma cells and EL4 cells transfected with expression conRNA in a volume of 33ul using the first-strand cDNA synthesis kit and
structs for mouse ART1, ART2.1, or ART2.2. Immune sera 12760 and R8&ligo(dT),5 as primers (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)
specifically reacted with ART2.1 and ART2.2 transfectants but not withaccording to manufacturer’s recommendations. The cDNA concentration
ART1 transfectants. ART2.2-specific rat |gG2a mAb (designated Nika-of all samples was adjusted after pilot PCR f@+actin using forward
102) was generated following fusion of R8 splenocytes with Sp2/0 my-5'-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3 and reverse BTA
eloma cells as described previously (22). AAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3 primers. PCR were conducted
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in 20-ul reaction volumes containing &l cDNA, 1X PCR buffer, 2.5 U
Tagpolymerase, 1.5 mM MgGlall from Bioline, London, U.K.), 10QuM

dNTPs (Roche Diagnostic Systems) and 5 pmol of each primer. PCR wag,

iiferation was strongly inhibited by low concentrations of NAD

performed on a PTC-200 thermocycler (MJ Research, Cambridge, MA) fo
30-40 cycles of 92°C, 60°C, and 72°C, 1 min each. Specific primers wer
derived from separate exons in nonconserved regiostdf Art2a, and

ART2-DEPENDENT INDUCTION OF MURINE T CELL APOPTOSIS BY ECTO-NAD

tions. To address this question, we first compared the effects of
extracellular NAD on spleen cell proliferation induced by Con A
BALB/c and C57BL/6 mice (Fig. &). In both strains, cell pro-

with an 1G4 in the range of 3—uM. The proliferative response

Art2bdeduced from the published sequences (GenBank accession numbaxgs also blocked by NAD in B6NWFmice, whereas NZW T cells

X95825 Artl); X52991 Art2a), and X87612 Art2b)). Enzymatic diges-
tion confirmed the specificity of all PCR products (not shown). The fol-
lowing primers were used: fohrtl, forward ADPRT5'-TGCTGGCCTA
CACCGCCAAC-3 and reverse 5TCAACATCGGGTAAGTTGCT-3 or
forward ADRT 5'-GAGCCACCGATCTCGCGGGTG-3and reverse 5
AGTTGACCAGCCTTCTTCAGTC-3; for Art2a, forwardArt2a5’-ATC-
CACAGAAGCCTTAATGAG-3 and reverse 'SCTACGGCTCAG
CAAGAGTAA-3’; for Art2b, forward Art2b 5'-CCTCGCTATAGATTT
TAACAG-3' and reverse 5SCTACGGCTCAGCAAGAGTAA-3. PCR

were resistant. The effect of NAD on BALB/c splenocytes was
specific to T cells, as previously reported for C57BL/6 lympho-
cytes (17), because LPS-induced B cell proliferation was not
affected (Fig. B) We further tested the effect of NAD on the
proliferation of nylon-purified T cells induced by Con A, PHA,
anti-CD3 mAb, or PMA-ionomycin. Fig. @ shows that NAD in-
hibited the response irrespective of the activation pathway, includ-

products were analyzed on 1% agarose gels and ethidium bromide staininflg the direct stimulation of cytoplasmic protein kinase C by PMA

Results
Expression of ART isoforms in T lymphocytes

Before analyzing the effect of extracellular NAD on lymphocytes

and ionomycin. This indicated that the effect of NAD, at least in
BALB/c mice, was not caused by an early blockage of the trans-
membrane signaling pathway.

Inhibition of cell proliferation could potentially reflect a direct

"toxic effect of ecto-NAD on T lymphocytes. This was tested by
incubating nylon-purified T cells from the different strains with 10
M NAD. Cell viability was followed over 48 h by staining with

we determined the expressionAit2a-, Art2b-, andArtl-encoded
ART isoforms on nylon-purified T cells from BALB/c, C57BL/6,
NZW, and B6NWF mice by RT-PCR. As illustrated in Fig., 1
Art2za mRNA was present in T cells from BALB/c mice and, at an
apparently lower level, in cells from NZW and B6NWEnimals.

In C57BL/6, a lowArt2a signal was detected, but this sequence A B
contains an in-frame stop codon as reported previously £8b 5 100 g
was transcribed at high level in C57BL/6 mice but at lower level ':‘-T_:g s ]
in BALB/c and in BBNWH hybrids. This was consistent with gg . BALBIc %
results obtained by staining with ART2.2-specific Nika-102 mAb  £5 1| m-cs7us 2
as already reported (22). As expectédt2b transcripts were ab- Eé 25 |- NZW E
sent in ART2.2-deficient NZW mice (24). £ - BENWF1 ES
Importantly, Artl-specific transgripts were not detected in T ) ?@' SN ,@e'@ge S &S S
lymphocytes from any of the strains tested, even though two dif- NAD (uM) N
: . e D NAD (M)
ferent pairs of primers were used. By contrast, they were readily ¥ 45 - ﬁ
amplified from skeletal muscle of BALB/c mice. Although it has . 100 oo
been observed that transfection Aftl into T lymphoma cells %.33”' P B2 .
causes inhibition of TCR signaling in the presence of NAD (28), %%‘75 : §
our data show that ART1 is not expressed on normal murine T E.gso_ 53 3 50+
) ) p - s
lymphocytes and thus cannot mediate a potential effect of 2E . ConA 4 2
extracellular NAD. 5 257 |aPHA . =
-O- PMA+IONO

. i . . . 0 T T T T 7 v 0+ T v T T )

Ecto-NAD selectively inhibits T cell activation S NS 0 10 20 30 40 50
. NAD (uM incubation time (h
It has previously been reported that extracellular NAD suppresses i '"cu_ "_t""e( ) o
FIGURE 2. Effect of NAD on lymphocyte proliferation and viability.

the proliferation of C57BL/6 mouse T cells. We wondered whether
the differential expression @&rt2a and Art2b would influence the
sensitivity to NAD-mediated suppressive effects on T cell func-

Cells were cultured in presence of NAD, ari]TdR incorporation was
measured on day 2¢C). A, Splenic cells from BALB/c, C57BL/6, NZW,

or BGNWF, mice were cultured with Con AB, BALB/c spleen cells were
cultured with Con A or LPSC, Purified T cells from BALB/c were cul-
tured with Con A, anti-CD3 mAb, PHA, or PMA plus ionomycin. Results
represent the mean cpm of triplicate assays from one experiment of three

© - © - O
% g E % g E %E and are given as the percentage of the mean cpm of controls without NAD.
':'<nl 5 E § g:' E ; § ég The proliferative responses of splenocytes to Con A, irrespective of mice
z — . . - . .
Art2a [40 Cycles @ == o & 40 cycles]%%EEpI strains, were in the range of 100,000 cpm, whereas thymidine incorporation
560 b ADRT of nonactivated control cells was in the range of 600 cpm. The proliferative
PL30 cycles o - #=40 cycles|55 bp response of BALB/c splenocytes to LPS was in the range of 60,000 cpm,

control cells in the range of 300 cpm. The proliferative responses of BALB/
c-purified T cells to Con A were in the range of 50,000 cpm, to coated CD3
mAbs in the range of 70,000 cpm, to PHA in the range of 40,000 cpm, and
to PMA plus ionomycin (IONO) in the range of 90,000 cpm, whereas
proliferation of nonstimulated control cell was under 800 cin.Cells
were cultured in the presence of 1M NAD, and cell viability was fol-
lowed over 48 h by staining with annexin V and Pl to determine apoptotic
described inMaterials and MethodscDNA concentration was adjusted and dead cells, as describedNtaterials and MethodsAssays were per-
following pilot PCR for theB-actin gene using specific primerg-actin). formed in triplicate, and results represent mean numbers of viable cells
PCR products were analyzed on 1% agarose gels with ethidium bromidénonapoptotic and non-PlI-stained cells) from one experiment of two, given
staining. Typical results representative of three independent experimentss the percentage of the mean viable cell numbers in controls without
are presented. NAD. Vertical bars correspond to SDs.

- @& & & & 40 cycled p-actin

5
- - e - =30 cycles]349 bp

Art2b [40 cycles w= g»
567 bp|30 cycles o &

FIGURE 1. RT-PCR analysis ofirtl, Art2a, andArt2b gene expression
in T lymphocytes from different mice. Total RNA from purified splenic T
lymphocytes was reverse transcribed and amplified by PCR usit2g-
(Art2a), Art2b- (Art2b), or Artl- (ADPRT or ADRT) specific primers as
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annexin V and PI to detect apoptotic and dead cells. A rapid fall of(Fig. 4). This demonstrated that at least two genetic factors are
cell viability was observed as early as 1.5 h after incubation ofinvolved in NAD-induced apoptosis.
BALB/c and B6NWEF cells (Fig. D). NZW T lymphocytes were
much less affected even after 48 h. An intermediate and slower
toxicity of ecto-NAD was observed on C57BL/6 T cells. At 48 h, Apoptosis is mediated by NAD and involves GPIl-anchored cell
cell viability was rather similar in all mice except NZW. This was Surface proteins
in good agreement with the inhibitory effect of ecto-NAD on T cell The observation that NAD-induced apoptosis in BALB/c and in
proliferation, but suggested a differential mechanism of toxicity BENWF, T cells raised the question of the molecular mechanism
between C57BL/6 and BALB/c or BENWFmice. underlying this effect. Extracellular NAD cannot penetrate into
To test whether CD4 and CD8 subsets were equally sensitive tgells but can be degraded by several enzymes, including NAD-
NAD toxicity, BALB/c spleen cells were incubated with %M glycohydrolases such as CD38 (29) and phosphodiesterases such
NAD for 48 h and were then analyzed by flow cytometry (Fig. 3). as PC-1 (30). These enzymes can transform NAD into metabolites
In the absence of NAD, the CD4:CD8 ratio was close to 2. Withthat could deliver signals of programmed cell death (31). These
50 uM NAD, most T cells were eliminated but the CD4:CD8 ratio metabolites include adenosine, ADP, AMP, nicotinamide, ADP-
remained unchanged. This demonstrated that extracellular NARibose (ADPR), and cyclic ADP-ribose (CADPR). To test the pos-
has a direct toxic effect on both naive CD4nd CD8 T lym-  sihility that the toxic effect of NAD was mediated by one of these
phocytes in the absence of additional stimulus. The results alsmetabolites rather than by NAD itself, purified T lymphocytes
confirmed that B220 B cells were not sensitive to NAD toxicity. from BALB/c mice were incubated for 30 min with NAD metab-
olites, and the relative number of apoptotic cells was evaluated. As
o ) ) ) illustrated in Fig. B, apoptosis was induced by incubation with
Rapid induction of T cell apoptosis by NAD in BALB/c and NAD but not by any other NAD metabolites or derivatives tested.
BENWHF, mice This demonstrated that the apoptotic signal was dependent on a
The rapid toxic effect of NAD on naive T lymphocytes from surface protein acting as a direct NAD acceptor. The role of P1
BALB/c and BGNWHF, mice could result from necrosis or from the purine receptors, which bind adenosine, and of P2 purine recep-
induction of programmed cell death. To address this issue, purifietbrs, which bind ATP, ADP, UTP, and to a lesser extent NADP
splenic T cells from BALB/c or C57BL/6 mice were incubated for (32, 33), was ruled out. Results also excluded the possible inter-
1.5 h with NAD and then stained with annexin V/PI. As illustrated vention of CD38, which is only expressed on a small fraction of
in Fig. 4A, NAD at 10 uM induced apoptosis of T lymphocytes murine T lymphocytes (34), because no effect was observed with
from BALB/c but not from C57BL/6 mice. T cell apoptosis was ADPR or cADPR. As also shown in Fig. 6, double staining of
dependent on the NAD concentration added to cultures (BY. 4 B6NWF, T cells with CD38 and annexin V after incubation with
and could be detected as early as 10 min after incubation (data naticreasing concentrations of NAD revealed that T cells engaged
shown). C57BL/6 mice could thus be considered as resistant toto apoptosis belonged to the CD3@opulation and that CD38
NAD-induced apoptosis as previously suggested (17). Analysis o€ells were resistant.
DNA strand breaks by TUNEL aftes h of incubation confirmed ARTs expressed on the cell membrane are GPIl-anchored pro-
that BALB/c T cells were sensitive to NAD-induced apoptosis teins, which directly bind NAD and transfer the ADP-ribose moi-
(Fig. 4C). Again, only a small fraction of C57BL/6 T cells were ety from NAD onto other cell surface proteins. It is thus conceiv-
engaged into programmed cell death. Taken together, these obseble that they are involved in NAD-mediated apoptosis. Direct
vations indicated that ecto-NAD blocks T cell activation in both evidence for the involvement of GPIl-anchored proteins was
BALB/c and C57BL/6 mice, but selectively induces rapid apopto-brought by treatment of cells with bacterial PI-PLC. Previous stud-
sis in BALB/c mice. As expected from their resistance to NAD- ies have shown that this treatment almost completely dislodges
mediated inhibition of T cell proliferation, NZW T cells were also ART activity from the membrane of CTL cell lines (15). If GPI-
resistant to NAD-mediated apoptosis. Interestingly, apoptosis waanchored ARTs were involved in the NAD-mediated apoptotic ef-
induced in BBNWE T cells, with similar kinetics as in BALB/c, fect, PI-PLC treatment should result in resistance to NAD-induced
although both their C57BL/6 and NZW parents were resistantapoptosis. Results in Fig.B5support this prediction by showing
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no NAD

102 10d w0?
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FIGURE 3. Toxicity of NAD for
CD4" and CD8 T lymphocytes.
Splenocytes from BALB/c mice were
cultured with or without NAD. Cells
were analyzed by flow cytometry af-
ter 2 days. Data are from one of three
independent experiments. SSC, side'
scatter; FSC, forward scatter.
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FIGURE 5. Induction of apoptosis by different nucleotide metabolites

and effect of PI-PLC treatment on NAD-induced apoptosisPurified T

cells from BALB/c mice were cultured with the indicated compounds at
37°C for 30 min before annexin V/PI staining. Results are expressed as the
mean percentage of apoptotic cells from three independent a&dys-

rified T cells were treated with PI-PLC as describedMiaterials and
Methodsand incubated fiol h with NAD before quantification of apoptotic
cells by annexin V/PI staining. Each point corresponds to the mean of three
independent experiments. Vertical bars represent SD.

NZW

B6NWF1 number of ART2.2 cells, which were not labeled by annexin V,

remained unchanged. Similar results were obtained with BALB/c
T cells (not shown). These observations demonstrated that the cells
committed to apoptosis by NAD were only those expressing
20"?->§ALBI<: ART2.2 on their surface.
C57BLIS We then tested the effect of polyclonal rabbit and rat Abs raised
151 ;:::,vwﬁ against ART2.2 on apoptosis. BALB/c or BENWT lymphocytes
were incubated with serial dilutions of K12760 or R8 serum and
NAD. Whereas preimmune sera did not prevent apoptosis, ART2-
specific Abs from R8 (not shown) and K12760 selectively blocked
Y Celldeath (Fig. 8). Asillustrated below (Fig, 9), this was consistent
, 0 A—y A—a with the ability of these Abs to inhibit ART2-transferase activity.
LR L Together, this demonstrated that NAD-mediated apoptosis requires

NAD (uM) NAD (uM) . . . .
. ) N ART2-mediated ADP-ribosylation of membrane proteins.
FIGURE 4. Induction of apoptosis by NADA, Nylon-purified T lym-

phocytes from BALB/c, C57BL/6, NZW, and B6NWHnice were incu
bated in the presence or absence okl NAD for 90 min before annexin
V/PI staining.B, Cells were incubated as Awith different concentrations
of NAD. Apoptosis is expressed as the mean percentage of annéxin V [ }
PI~ cells from three independent experiments upon subtraction of the re
spective percentage in controfS, Cells were incubated fo6 h with dif-
ferent concentrations of NAD before determination of apoptosis by
TUNEL assay. Results correspond to the mean percentage of apoptotic
cells from three independent tests. Vertical bars represent SD.
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that removal of GPl-anchored proteins leads to concomitant loss of
sensitivity to extracellular NAD.

CD38-PE

Direct involvement of ART activity in the apoptotic process

We took advantage of a recently developed ART2.2-specific mAb
and of ART2-specific antisera to evaluate the functional role of
ART2 and ADP-ribosylation in NAD-mediated T cell apoptosis. In
a first series of experiments, we used Nika-102, a mAb that binds
ART2.2 (22) but does not inhibit its enzymatic activity (data not
shown), to follow cells undergoing apoptosis in the presence of
NAD. Nylon-purified T cells were incubated with different con- - . ]
centrations of NAD for 1.5 h and then double stained with Nika- FIGURE 6. CD38" cells are less sensitive to NAD-mediated apoptosis
102 and annexin V. As illustrated in Fig. #66% of T cells from than CD38 cells. Nylon-purified T lymphocytes from B6NWFmice

. o . . were incubated in the presence of NAD for 30 min before annexin V/CD38
BENWF, mice were ART2.2. With increasing concentrations of staining. CD3/CD38 and B220/CD38 control staining revealed the pres-

NAD, the number of cells undergoing programmed cell death in-4.e of 15-17% CD38T cells and 8—10% contaminant CD3® cells
creased concomitantly with a diminution of the ART2.2-express-(data not shown). Viable cells were gated based on forward and side scatter
ing population. Furthermore, annexin"\cells were largely re  and analyzed by flow cytometry. The percentage of gated cells in each
stricted to the Nika-102 population. By contrast, the fraction and quadrant is given. Data are from one of two independent experiments.

Annexin V-FITC



The Journal of Immunology 201

CONTROL NAD 1M
66 % - . 2% e

>
vy
@)

|~

15%

BALB/C
C57BL/6
Preimmune
serum 1/50
K12760 1/200
K12760 1/100
K12760 1/50
Preimmune
serum 1/50
K12760 1/50

NAD 5 uM NAD 10 M
20% . [ 34%| "% 35%

Nika 102 / Anti Ig-PE

Y
10° Cl

- v
!t T ' 2 10 10

Annexin V-FITC
FIGURE 7. Only ART2.2" cells are sensitive to NAD-mediated apo-
ptosis. Nylon-purified T lymphocytes from B6NWIice were incubated
in the presence of NAD for 60 min before annexin V-FITC and Nika-102/
anti-rat 1g-PE staining. CD3/Nika-102 and B220/Nika-102 control staining
revealed the presence of 65-67% ART2R cells, 23-25% ART2.2 T
cells, and 8—10% ART2.2contaminant B cells (data not shown). Viable
cells were gated based on forward and side scatter and analyzed by flo
cytometry. The percentage of gated cells in each quadrant is given. Datd|
are from one of two independent experiments.

FIGURE 9. ADP-ribosylation of proteins on T cells from different mice.

A, Nylon-purified T cells were labeled witl*P]NAD for 60 min, and

. . . . crude cell lysates from X 10° cells per lane were analyzed by SDS-
Membrane protein ADPH‘IbOSWatIOI‘I on cells expressing PAGE. Dried gels were exposed to x-ray films for 4 days. Typical results
ART2.1, ART2.2, or both. from three independent experiments are presented. Arrows mark the posi-
The presence of ART(s) on naive T cells predicts that incubatiortion of a differentially labeled 35-kDa proteir8 and C, Cells from
with radioactive NAD should result in labeling of cell surface pro- C57BL/6 B) or BENWF, (C) mice were treated as iA, but cells were
teins. To test this prediction, nylon-purified T lymphocytes iso- Preincubated beforfPINAD labeling at 4°C for 30 min with ART2.2-
lated either from natural knockout mice fért2a (C57BL/6) or specific antiserum K12760 or preimmune serum at the indicated dilutions.
Art2b (NZW) or from mice expressingrt2a and Art2b (BALB/c

and B6NWEF) were incubated with®?P]NAD for 1 h. Crude cell

lysates were then prepared, and labeled proteins were analyzed by ) _ ) ) o
autoradiography after SDS-PAGE. As illustrated in Fig.@ne  served with cells from C57BL/6 mice, consistent with their high

2), strong ADP-ribosylation of several proteins was routinely ob-level of ART2.2 expression (22). The pattern of proteins labeled
was very similar to that already reported by Okamoto et al. in these

mice (17). A similar pattern of bands was observed also in cells
50 - from BALB/c and B6NWEF animals (Fig. @, lanes 1and 4),

45 although the intensity of labeling was lower than in T cells from
240 - C57BL/6 mice. In marked contrast, little if any ADP-ribosylated
S 35 cell surface proteins were detected on cells from ART2.2-deficient
'§ 30 —&-Preimmune NZW mice (Fig. 9, lane 3. Preincubation of T cells with ART2-

B 251 serum specific antisera K12760 (Fig. B,andC) or R8 (data not shown)

S 20 ~~K12760 reduced labeling of cell surface proteins to background levels in all

s 151 strains tested. These findings confirmed that most if not all of the

R 101 ART activity on resting murine T lymphocytes can be attributed to
g | the ART2 ADP ribosyltransferase.

o Taken together, these results further suggest that resistance of
e NZW T cells to NAD-mediated apoptosis can be attributed to the
virtual absence of cell surface ADP-ribosyltransferase activity on
o o these cells. Similarly, T cells with strong cell surface ART activity,
FIGURE 8. App_pt05|s_ induced by _NAD is inhibited in the presence of e.g., those of BALB/c and BENWFmice, can be rendered resis-
an ART2.2-specific antiserum. Purified T cells from B6NWice were tant to NAD-mediated apoptosis by inhibiting ART activity with
incubated with a serial dilution of the ART2.2-specific antiserum K12760 . .
or with the corresponding preimmune serum for 30 min at 4°C and therARTZ_Spe.C'f'C ADbs. In antrast, reSIStanc'e of C57BL/6 T cells to
incubated for 30 min with 5:M NAD before quantification of apoptotic NAD-mediated apoptosis cannot be attributed to lack of ADP-
cells by annexin V/PI staining. Each point corresponds to the mean of threéibosyltransferase activity. Instead, it seems most likely that these
independent experiments. Vertical bars represent SD. cells carry a defect in a downstream effector of ART activity.
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Discussion mentation of (at least) two genetic factors is operative in cells of
Increasing evidence suggests that extracellular NAD can regulatée F animals in NAD-mediated apoptosis. We propose that one
T cell functions via cell surface GPl-anchored ADP ribosyltrans-Of these is ART2 cell surface ADP-ribosyltransferase activity. This
ferases (6). Our results demonstrate that extracellular NADhypothesis is supported by our findings that ART2-specific anti-
strongly inhibits the proliferation of normal splenic T cells from Sera block both ADP-ribosylation of cell surface proteins (Fig. 9)
BALB/c, C57BL/6, or BENWF mice, at doses ranging from 1 to and NAD-mediated apoptosis of BENWEells (Fig. 8). It is fur-
10 uM (Fig. 2). This is consistent with previous studies reporting ther supported by our finding that cells from ART2.1/ART2.2 dou-
an inhibitory effect of NAD on the proliferation of CTL lines and ble-knockout mice are completely resistant to NAD-mediated ap-
of naive peripheral T cells (15-17). Yet, more importantly, we Optosis (our unpublished observations). The resistance of NZW T
demonstrate here that extracellular NAD has a direct toxic effecgells to NAD-induced apoptosis (Fig. 4), then, could be attributed
on T cells from BALB/c mice and induces programmed cell deathto the virtual absence of ART activity on these cells (Fig. 9). Con-
in the absence of any additional cosignal (Fig. 4). This contrastsistent with this interpretation, we find that treatment of NZW T
with the situation in ART2.1-deficient C57BL/6 mice, in which cells with DTT, which is known to stimulate the activity of
NAD blocks T cell activation but does not induce apoptosis (17),ART2.1 (13), enhances both NAD-mediated ADP-ribosylation of
and in ART2.2-deficient NZW mice, which are refractory to both cell surface proteins and apoptosis (our unpublished observations).
NAD-mediated apoptosis and inhibition of T cell proliferation. We propose that the second genetic factor governing sensitivity
It has previously been shown that the suppressive effects of ectdo rapid NAD-mediated apoptosis of resting T cells in BENWF
NAD on T cells of C57BL/6 mice depend on GPl-anchored animals concerns a downstream effector of ADP-ribosylation. The
ART(s) (15). Similarly, we demonstrate that removal of GPI-an-observation that C57BL/6 T cells are resistant to NAD-mediated
chored cell surface proteins by treatment of BALB/c T cells with apoptosis (Fig. 4) despite a high level of cell surface ART activity
bacterial PI-PLC strongly reduces their susceptibility to NAD-in- (Fig. 9) implies that ART activity alone is not sufficient for me-
duced apoptosis (FigHj. Implication of ART(s) rather than other diating apoptosis. We hypothesize that C57BL/6 mice are resistant
NAD-metabolizing ectoenzymes such as CD38 or PC-1 (29, 30) i$0 NAD-mediated apoptosis due to a defect in a downstream ef-
also attested by the observation that none of the NAD metabolitefector of ADP-ribosylation and that this defect is complemented in
tested can mediate apoptosis (Fig)5that cells undergoing ap- B6NWF, animals by the corresponding factor from the NZW par-
optosis are ART2.2 (Fig. 7), and that apoptosis can be inhibited ent. Further analyses are required to determine whether this factor
by polyclonal Abs to ART2.2 (Fig. 8). is itself a target protein for ADP-ribosylation or a signaling com-
In mice, at least six distinct GPl-anchored ARTs, namely ART1,ponent activated by ART activity. In this context, it may be inter-
ART2.1, ART2.2, ART3, ART4, and ART5, have been identified esting to note that lysates of BALB/c and B6NWF cells contain
that could be involved in the apoptotic process (3, 4, 18, 19)a prominent 35-kDa protein that is labeled weakly in lysates of
ART1 has been cloned by different groups from mouse lymphom&57BL/6 mice (arrows in Fig. A).
cells (Yac-1), from a BALB/c skeletal muscle cDNA library, or ~ The molecular mechanisms underlying rapid NAD-mediated ap-
from mouse genomic DNA. Northern blot and RT-PCR analysesoptosis of naive T lymphocytes are still unknown but several hy-
previously reported indicate thartl is prominently expressed in  potheses can be put forward. Activation of the caspase pathway is
cardiac and skeletal muscles and at much lower level in lymphoid well-established mechanism for inducing apoptosis of T cells.
tissues (12, 20, 21). Although ART1 has been detected in T celHowever, preliminary evidence using caspase inhibitors indicate
lymphomas and hybridomas, direct evidence was still lacking forthat NAD does not activate this pathway in resting T cells. Sig-
its expression on normal peripheral T lymphocytes. Our attempt tanaling through GPI-anchored proteins has been reported in diverse
detect ART1 by RT-PCR on naive splenic T cells was negativesettings (36). One could thus postulate that ART2.2 itself, as a
even by using different pairs of specific primers and irrespective ofGPI-anchored protein, would deliver the apoptotic signal to naive
the mouse strain tested (Fig. 1). It can thus be concludedMttat T cells. This possibility is supported by the observation that RT6
is not expressed on normal T lymphocytes. Weak signals detected associated with tyrosine kinases and could thereby, potentially,
by others forArt1 expression in lymphoid organs may be due to its generate intracellular signaling (37). Alternatively, a membrane
expression on other cell types (35). Alternativelyl expression  protein distinct from ART might be involved in apoptotic signal
may be developmentally regulated and limited to fully differenti- delivery. For example, the apoptotic signal could be delivered via
ated T cells like activated CTL or to transformed T cell lympho- ADP-ribosylation of important costimulatory signaling cell surface
mas (20). A rather similar situation has been reported for ART5molecules. Indeed, CD45, CD44, CD43, or CD27 have been
which was isolated from Yac-1 lymphoma cells but, again, is notshown to be ADP-ribosylated on NAD-treated T cells (17). Con-
expressed on normal lymphoid spleen cells (18). In contrast, oueeivably, this could result in inappropriate weak stimulation sig-
results confirm previous observations (9, 22, 24) thdRa and  nals that in turn would cause programmed cell death. It is indeed
Art2b transcripts are found in resting BALB/c T cells (Fig. 1). In established that costimulatory molecules are associated with pro-
C57BL/6 mice, a low level oArt2atranscripts is detected, but this tein kinases involved in signal transduction (38). Such weak stim-
mRNA contains a stop codon that prevents the expression of alatory signals have been shown to induce apoptosis at different
functional enzyme (23). Moreover, our finding that ART2-specific stages during lymphocyte differentiation (39). However, our re-
antisera abolish labeling of cell surface proteins following incu- sults indicate that strong stimulation of cells with mitogenic acti-
bation with P?P]NAD (Fig. 9) supports the conclusion that the vators fails to rescue cells from death (Fig. 2). Recently, an addi-
ART2s represent the predominant ARTs expressed on normal pgional mechanism involving CD38 has been proposed to mediate
ripheral T cells. It further implies that ART2.2, and presumably apoptosis of activated T cells (40). Indeed, ADP-ribosylation of
also ART2.1, can ADP-ribosylate a number of different cell sur-CD38, by blocking its cyclase activity and cADPR production,
face proteins. was shown to induce apoptosis in T cells recently activated by
The very high sensitivity of T cells from B6NWFanimals to  soluble CD3 mAb (40). However, our results indicate that resting
NAD-induced apoptosis, whereas T cells of either parental animal cells lacking CD38 are sensitive to NAD-induced apoptosis
are resistant (Fig. 4), is important because it indicates that complewhereas CD38-expressing cells are resistant (Fig. 6). Conceivably,
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the apoptotic mechanisms induced by NAD may differ in activated13
and nonactivated T cells.

Next to the remarkable rapid induction of apoptosis of resting T14.

cells described here, NAD evidently influences T cell functions in
other ways. This is supported by the finding that C57BL/6 mice are;5
resistant to rapid induction of apoptosis (Fig. 4), but are sensitive
to NAD-mediated inhibition of proliferation (Fig. 2). Given that

several different proteins are ADP-ribosylated following treatment;¢.

of cells with ecto-NAD (Fig. 9), it is not surprising that ecto-NAD
affects T cell functions in more than one way. As shown by Den- .,
nert and coworkers, ADP-ribosylation of various membrane pro-
teins affect T cell signaling and functions via ADP-ribosylation of
important cell surface molecules including CD8 coreceptors and
LFA-1 (16, 17, 41). This inhibitory effect of NAD is consistent

with the demonstration that transfection of EL4 T lymphoma cells1®-

with Artl results in failure of TCR and coreceptors to associate

into a functional macromolecular complex in the presence of ecto20.

NAD as a consequence of ADP-ribosylation (28).

Under physiological conditions, the concentration of NAD in 21.

extracellular body fluids is low, but it can increase in injured tis-

sues due to the liberation of their intracellular content by dead,,

cells. On the basis of our findings, it is tempting to speculate that
NAD would then kill naive T cells present in these tissues or block
their recruitment by nonprofessional APC. In contrast, recently

activated, i.e., Ag-specific T cells, that have shed ART2 (14)23.

would be resistant to the apoptotic effects of ecto-NAD. NAD-
mediated apoptosis could thereby play a role in restricting the pro-
liferation of bystander lymphocytes. This provides a plausible
scheme for NAD to participate in the control of autoimmunity as
already suggested by ART deficiency in mice and rats prone to
autoimmune diseases (8, 24, 25).
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Mouse P2X7 Receptor?

Cutting Edge: A Natural P451L Mutation in the
Cytoplasmic Domain Impairs the Function of the

Sahil Adriouch,* Claudia DoX, Vivienne Welge' Michel Seman,*
Friedrich Koch-Nolte', and Friedrich Haad

The P2X7 receptor (P2X,R) isan ATP-gated channel that me-
diates apoptosis of cells of theimmune system. The capacity of
P2X,R to form large pores depends on its large cytoplasmic
tail, which harbors a putative TNFR-related death domain.
Previous transfection studies indicated that mouse P2X.,R
forms pores much less efficiently than its counterparts from
humans and rats. In this study, we demonstrate that an allelic
mutation (P451L) in the predicted death domain of P2X,R
confers a drastically reduced sensitivity to ATP-induced pore
formation in cells from some commonly used strains of mice,
i.e, C57BL/6 and DBA/2. In contrast, most other strains of
mice, including strains derived from wild mice, carry P451 at
this position as do rats and humans. The effects of the P451L
mutation resemble those of the E496A mutation in human
P2X-R. These P2X,R mutants may provide useful tools to deci-
pher the molecular mechanisms leading to pore formation. The
Journal of Immunology, 2002, 169: 4108—4112.

ATP can be released into the extracellular compartment by non-
lytic mechanisms or as consequence of cell damage in injured
tissues or at sites of inflammation (11, 12).

On the basis of its pharmacological properties, the cytolytic ac-
tions of ecto-ATP have been ascribed to the P2X7 receptor
(P2X;R) (13, 14). A number of peculiar features distinguish P2X7
from other purinergic receptors (10, 15). Whereas other P2X re-
ceptors activate at ATP concentratiod®0 uM (16), P2XR re-
quires levels of ATP in the millimolar range to achieve full acti-
vation (13, 14, 17). Moreover, P2R can exist in at least two
conductance states (13). Upon brief exposure to ATP, R2X
functions as a nonselective cation channel, but upon prolonged
exposure, channels rapidly transform into pores allowing passage
of solutes up to 800 Da, such as the DNA-staining dye quino-
linium, 4-(3-methyl-2fH]-benzoxazolylidene)methyl)-1—1(3-(ri
ethylammonio)propyl) diodide (YO-PRO-1). Continuous ligation
of P2X,R can lead to cell death (18, 19).

The molecular mechanisms leading to pore formation upon ac-
tivation of P2X,R remain to be defined. Domain-swapping exper
iments demonstrated that the C-terminal domain, which is signif-

into the extracellular space, nucleotides such as ATP and13, 14). Coimmunoprecipitation experiments suggested that

F ollowing their release from the intracellular compartment icantly larger in P2XR than in other P2X receptors, is essential

NAD profoundly affect the functions of lymphocytes, P2X;R may form larger complexes with several intracellular proteins
macrophages, and other cells (1-5). In the immune system, extrg20). Interestingly, the C-terminal tail of P2R contains motifs ho
cellular ATP can permeabilize and cause lysis of lymphocytes andnologous to protein-protein interaction and LPS-binding domains
APC, and may provide a CD95- and perforin-independent mech¢21). An allelic polymorphism (E496A) in a putative TNFR-related
anism of inducing apoptosis (6—9). Prolonged exposure of T cellsleath domain leads to loss of function of human FRX22, 23).
to ATP induces exposure of phosphatidylserine R®)the outer It is not yet clear whether P2R itself forms pores or induces
leaflet of the plasma membrane, followed by DNA fragmentationpore formation by binding to other proteins. Transfection of 293
and irreversible uptake of propidium iodide (PI; Refs. 7 and 10).human embryonic kidney (HEK) cells with human or rat BRXs
sufficient to confer ATP-sensitive pore formation (24—27). Intrigu-
ingly, transfectants with mouse P2X appeared much less sensi
tive to ATP, although some in vivo experiments had indicated that
mouse T cells, macrophages, and dendritic cells are highly sensi
Received for publication June 14, 2002. Accepted for publication August 28, 2002tive to ATP (6, 10, 28).
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Animals, cells, and DNA

Mice were from Charles River Breeding Laboratories (Sulzfeld, Germany);
genomic DNAs were from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). T
cells were prepared for flow cytometry as described (3). B cells were de-
pleted by MACS using anti-B220 magnetic beads (Miltenyi Biotec, Ber-
gisch-Gladbach, Germany). 293HEK cells were from American Type Cul-
ture Collection (Manassas, VA).

Assays for calcium uptake, PS exposure, and pore formation

Calcium uptake was assayed by preincubation of cells with 2 uM Fluo-3/
0.04% Pluronic F-127 for 20 min at room temperature before FACS anal-
ysis. Staining with Annexin VF'T¢ (BD PharMingen, Heidelberg, Ger-
many) and Pl was as described previously (3). For assay of YO-PRO-1
uptake, cells were incubated at 37°C with ATP in PBS or sucrose buffer
(24), and YO-PRO-1 (1 pg/ml) was added for the last 2 (PBS) or 10
(sucrose) min before FACS analysis.

Cloning, PCR, and cell transfections

P2X,R cDNAs were PCR amplified with high-fidelity Platinium Taqg poly-
merase (Invitrogen, Groningen, The Netherlands) from purified BALBI/c or
C57BL/6 T cells using P2X7 specific primers described elsewhere (25), and
cloned into the pCR4BIunt-Topo vector. Two clones were sequenced com-
pletely on both strands (Genome Express, Montrevil, France). The single point
mutation was confirmed by direct sequencing of PCR products from two
separate PCR using interna primers. For functional expression, cDONAs were
subcloned into the pCDNAG/V5-HisB vector (Invitrogen). 293HEK cells
(1 x 10° were transfected with 1 wg of expression construct using
FUGENES6 transfection reagent (Roche, Mannheim, Germany). Stable
transfectants were selected with 6 wg/ml blasticidin. Allele-specific PCR
amplification was performed with AmpliTaq Gold polymerase (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Germany) using allele-specific forward primers
451P-F (CTATCTCTCCACGACTCACCCCC) or 451L-F (CTATCTCT
CCACGACTCACCCCT) in combination with P2X7-R (TATAATCCC
GGGAGGGATACTTGAAGCCACTGTAC) for 30 cycles (96°C for 30 s,
60°C for 1 min, 72°C for 1 min). Western blot analysis was performed as
described previously (29).

Results and Discussion
Differential sensitivities of T cells from BALB/c and C57BL/6
mice to ATP-induced calcium uptake and PS exposure

Extracellular ATP induces calcium uptake and death by apoptosis
inT cells (28). The latter can be assessed by exposure of PS on the
outer leaflet of the plasma membrane, and ultimately by failure to
exclude PI. T cells from BALB/c and C57BL/6 mice differ mark-
edly in their sensitivity to these effects of ATP (Fig. 1).
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FIGURE 1. BALB/c and C57BL/6 T cells differ in sensitivity to ATP-
induced calcium uptake and PS exposure. A, Purified splenic T cells from
BALB/c and C57BL/6 mice were loaded with the calcium-sensitive fluo-
rescent dye Fluo-3 and analyzed by flow cytometry. At the indicated time
point, cells were treated with ATP. B, Cells were incubated for 2 h at 37°C
in the presence or absence of ATP and stained with Annexin v©'T€ and PI.
C, Cells were incubated for 30 min at 37°C with the indicated concentra-
tions of ATP and stained as in B.
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ATP-induced PS exposure is mediated by P2X,R

To determine which purinergic P2 receptor(s) were involved in
ATP-mediated PS exposure, the effects of known receptor agonists
and antagonists (15, 27) were evaluated. The rank order of sensi-
tivity suggested involvement of P2X R, because 2',3'-O-(benzoyl-
4-benzoyl)-ATP (bzATP), a known P2X,R agonist, was more
efficient than ATP itself, and the effect was blocked by 1-[N,
O-big5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpipera-
zine and oxidized ATP, known inhibitors of P2X,R-mediated re-
sponses (Fig. 2, A-C). As seen in Fig. 1, reactivity was markedly
reduced in C57BL/6 T cells. P2XR differs from other members of
the P2 family by its capacity to induce pores in the cell membrane
that are permeable to the DNA-binding dye YO-PRO-1. As ob-
served for ATP-induced PS exposure, bzZATP-induced Y O-PRO-1
uptake was also reduced in C57BL/6 vs BALB/c T cells (Fig. 2D).
Collectively, these observations indicate that ATP-induced PS ex-
posureis mediated by P2X,R, and that P2X R function isimpaired
in C57BL/6 mice.

The P2X7 receptors of BALB/c and C57BL/6 mice differ in a
single amino acid located in the cytoplasmic tail

To examine whether this difference in function reflects a variation
in primary structure, full-length P2X,R cDNAs were PCR ampli-
fied and sequenced from both BALB/c and C57BL/6 mice. A sin-
gle coding mutation (T1352C) was found in the C57BL/6 allele,
resulting in a change from proline to leucine at position 451
(P451L) of the deduced amino acid sequence (Fig. 3A, arrow).
Sequence aignment showed that the BALB/c alele is in accord
with the rat and human orthologs at this position, while the only
mouse P2X R sequence in the databases (NM_011027) shares the
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FIGURE 2. ATP-mediated PS exposure is mediated by P2X,R. Purified
splenic T cellsfrom BALB/c (A) and C57BL/6 (B) mice were incubated for
30 min at 37°C with P2 receptor agonists and anadyzed as in Fig. 1B. C,
Purified BALB/c T cells were treated for 2 h at 37°C with the indicated P2
receptor antagonists before treatment with 500 uM ATP. D, BALB/c and
C57BL/6 mice differ in sengitivity to ATP-induced dye uptake. Purified lymph
node T cellsfrom BALB/c (open histograms) and C57BL/6 (filled histograms)
mice were incubated for 10 min in the absence (top panel) or presence (bottom
panel) of 100 uM bzATP. The DNA-staining dye Y O-PRO-1 was added for
the last 2 min before FACS andysis. B,y-ATP, B,y-methylene-ATP; «,-
ATP, «,B-methylene-ATP;, MeSATP, 2-methylthio-ATP; KN-62, 1-[N,O-bis
(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine; 0-ATP, ox-
idized ATP.
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CUTTING EDGE: INACTIVATING MUTATION IN THE MOUSE P2X,R

A P451 Lv E496A %
P2x7Bc 438 DLSRLSLSLHDSPPTPGOSEEIQLLHEEVAPKSGDSPSWCOCGNCLPSRLPEQORRALEEL CCRRKPGRCITTSKLFHEI VLSRDTLOLLILYODFL
p2x7C57 438 DLSRLSLSLHDSPLTPGOSEEIQLLHEEVAPKSGDSPSWCQCGNCLPSRLPEQRRALFELCCRREPGRCITTSKLFHKLVLSRDTLOLLLLYQDPTL
p2x7Rn 438 ELSRLSLSLHHSPPIPGOPEEMOLLOTEAVPRSRDSPDWCOCGNCLPSOLPENRRALEELCCRREPGOCITTSELFSKIVLSREALOLLLLYQOEFL
p2x7Hs 438 DLSRLPLALHDTPPIPGOFEEIQLLRKEATPRSRDSPVWCOCGSCLPSQLPESHRCLEELCCREKPGACITTSELFRELVLSRHVLOFLLLYQEPL
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FIGURE 3. BALB/c and C57BL/6 mice differ in asingle amino acid residue in the P2X,R C-terminal cytoplasmic domain. A, Alignment of a fragment
of the P2XR cytoplasmic tail with fragments of TNFR1 and SH3BP1 (21). The P451L mutation is indicated by an arrow, the EA96A mutation found in
chronic lymphocytic leukemia patients (22) by an asterisk. Conserved residues (), conserved (:), and semiconserved (.) substitutions of P2X,R to TNFR1
and SH3BP are indicated below the respective sequences. The six « helices of the TNFR1-DD (34) are indicated by []. a-Helical domains of the P2X,R
cytoplasmic tail were predicted using the profile network from Heidelbus (PHD) algorithm (35) based on an alignment of mouse, rat, and human P2X-R,
and are shown as M. Predictions for residues with an expected accuracy >82% are indicated by H for “helical” and L for “loop”. B, Schematic diagram
of P2X;R, showing the P451L and E496A mutations and regions of similarity with TNFR1, SH3BP1, and a putative LPS-binding domain (21). C,
Distribution of the PA51L mutation among inbred mouse strains. DNA from the indicated strains was PCR amplified using primers specific for the 451P
or L aleles. D, ATP-induced PS exposure is reduced in mice carrying the 451L allele. Purified splenic T cells from the indicated mouse strains were
incubated with 500 uM ATP and analyzed for annexin V binding as in Fig. 1B. NOD, nonobese diabetic; NZW, New Zealand White.

PA51L mutation with the C57BL/6 alele (not shown). Interest-
ingly, this mutation lies within a region of the C-terminal cyto-
plasmic domain showing homology to the TNFR 1-death domain
(TNFR1-DD) and to a fragment of the Src homology (SH)3-bind-
ing protein (SH3BP) 1 (Ref. 21; Fig. 3).

To determine the distribution of the two alleles among labora-
tory mice, mouse genomic DNAs were analyzed by PCR ampli-
fication using primers designed to specifically recognize each of
the variants. Of the 14 specimens analyzed, only DNA from
C57BL/6, C57BL/10, DBA/1, and DBA/2 mice carried the 451L
alele. All other mice analyzed, including four strains derived from
wild mice (Mus caroli, Mus spretus, Mus musculus, Mus poschia-
vinus), carried the 451P alele (Fig. 3C and not shown). Thus, it is
likely that 451P represents the wild type within the mouse
population.

Analysis of T cells from DBA/1 mice, a second strain carrying
the P451L mutation, showed reduced ATP-induced PS exposurein
this strain also, confirming the association of P2X,R function with
the genotype at this locus (Fig. 3D).

To determine whether the PA51L mutation is the cause for the
observed differences in P2X,R function, HEK cells were trans-
fected with cDNAs encoding the two variants. Though lack of
reagents precluded surface staining, Western blot analysis showed
comparable expression of both variants (Fig. 4A). ATP-induced
Y O-PRO-1 uptake, PS exposure, and calcium influx were stronger
in cells transfected with the 451P allele than in their 451L coun-
terparts (Figs. 4, B-F). Because the two cDNAs differ in a single
coding mutation, these experiments conclusively show that the

PA51L substitution severely affects the function of P2X,R as cat-
ion channel and macropore.

The C-terminal cytoplasmic domain of the P2X,R protein is
known to be important for receptor function. Deletion of this do-
main abolished pore-forming and lytic activities of the receptor
(23). In humans, a severely impairing mutation (E496A) has been
observed within this region (22). The frequency of E496A is ele-
vated among individuals suffering from chronic lymphocytic leu-
kemia, and the mutation is thought to contribute to disease patho-
genesis by interfering with apoptosis in B lymphocytes (23). Like
E496A, P451L also maps to a region of the cytoplasmic tail that
shows homology to the TNFR1-DD (21). Secondary structure pre-
diction algorithms predict this region, like TNFR1-DD, to be pri-
marily a-helical (Fig. 3A). PA51L, in addition, lies within an area
of homology to the SH3BP1 (21), and thus may interfere with the
interaction of P2X,R with an SH3-domain-containing protein. In-
triguingly, alignment with the corresponding regions of TNFR1
and SH3BP1 shows that the proline at position 451 is conserved in
all proteins with the exception of C57BL/6 P2X,R (Fig. 3A). Be-
cause P2X-R exists in the membrane in a complex with multiple
other proteins (20), it is tempting to speculate that the PA51L mu-
tation affects the capacity of the receptor to interact with other
proteins.

Our findings have implications also for the evaluation of previ-
ous studies concerning mouse P2X,R. Transfection studies
showed that mouse P2X-R is much less sensitive to ATP than its
rat or human orthologs (17, 26). This may be explained by the
presence of the P451L mutation in the NM_011027 cDNA used
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FIGURE 4. The P451L mutation impairs P2X,R function. A, Western
blot analysis of P2X,R expression in HEK cells and subclones stably trans-
fected with the 451P or 451L P2X-R dleles. B, ATP-induced pore forma-
tion is reduced in cells carrying the 451L allele. Transfected HEK cells
were incubated with Y O-PRO-1 and 1 mM ATP for 2 min and analyzed by
flow cytometry. Shaded histograms represent parental 293HEK cells. C,
ATP-induced PS exposure is reduced in cells carrying the 451L allele.
Transfected HEK cells were incubated with Annexin VF'TC and 1 mM
ATP for 5 min, and were analyzed by flow cytometry. Shaded histo-
grams represent parental 293HEK cells. D, Kinetics of dye uptake by
HEK 451L and 451P transfectants. Cells were incubated with YO-
PRO-1, and baseline fluorescence was determined in a flow cytometer.
The increase in mean fluorescence intensity relative to baseline follow-
ing addition of 1 mM ATP is shown. E, Dose response to ATP of HEK
transfectants. Uptake of YO-PRO-1 by transfected HEK cells (eight
independent clones bearing the 451P and four bearing the 451L allele)
was determined in sucrose buffer (24). F, Calcium uptake by HEK 451L
and 451P transfectants. Calcium uptake was measured in HEK trans-
fectants as in Fig. 1.
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AnnexinV

for transfection. Our findings also bear relevance for studies using
P2X,R-deficient mice (30-32). In some of these, the P2X, R/~
phenotype may have been underestimated because it was analyzed
against genetic backgrounds (C57BL/6 or DBA/2) dready carry-
ing a naturally defective variant.

In conclusion, our findings provide a second example of a
naturally occurring point mutation within the P2X,R cytoplas-
mic domain that severely impairs important functions of this
receptor, namely pore formation and reorganization of the
plasma membrane. Both of these are likely crucial steps in-
volved in biological responses mediated by this receptor such as
the induction of apoptosis and cytokine secretion (33). The
occurrence of the P451L mutation within aregion of similarity
to both the TNFR-death domain and an SH3-binding domain
supports the notion that these observed homologies may be of
functional significance. The further analysis of this mutation
thus may provide important insights into the molecular mech-
anisms of P2X,R action.
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Summary

T cells express a toxin-related ADP-ribosylating ecto-enzyme, ART2.2.
Exposure of T cells to NAD, the substrate for ADP-ribosylation, induces cell death.
ART2.2-catalyzed cell surface protein ADP-ribosylation activates the cytolytic
P2X7 purinoreceptor, causing calcium flux, pore formation, phosphatidylserine
exposure, and propidium iodide uptake. Interestingly, much lower NAD than ATP
concentrations are required to activate P2X7. NAD-induced cell death (NICD)
operates with endogenous sources of NAD released during inflammation and tissue
injury. These findings identify P2X7 as a key effector of NICD and provide the
first convincing demonstration of P2X7 activation by an endogenous ligand. Our
results delineate a new mechanism for inducing T cell death and set an interesting
precedent for immunoregulation via crosstalk between NAD-dependent ADP-

ribosyltransferases and purinoreceptors.



I ntroduction

The maintenance of homeostasis in the immune system and the focusing of
immune reactions on appropriate targets require the coordinated interplay of regulatory
mechanisms. Programmed cell death plays a maor role in many phases of the immune
response (Van Parijs and Abbas, 1998). Impairments in cell death signaling pathways
can lead to autoimmune and lymphoproliferative diseases. In the course of evolution,
multiple mechanisms of dliciting cell death have developed within the immune system
that greatly enhance its flexibility to respond adequately to increasing challenges (Leist
and Jaattela, 2001). Death pathways in the immune system include withdrawal of
survival factors as well as triggering of so-called "death receptors’, such as Fas and
other members of the TNF receptor family (Krammer, 2000). Here we delineate a new
mechanism for inducing T cell death by extracellular NAD released from injured cells
or during inflammation.

Beyond their central roles in energy metabolism, ATP and NAD aso play
multifaceted roles as second messengers in the extracellular environment where they act
as substrates and ligands for diverse ectoenzymes and receptors. These nucleotides can
be released from cells by lytic and nonlytic mechanisms into the extracellular
environment (Bruzzone et a., 2001; Contreras et a., 2002), where they interact with
specific receptors (e.g., P1 and P2 purinoreceptors) and/or are degraded hydrolytically
by membrane-bound and secretory ectoenzymes including NADases, ATPases, and
phosphodiesterases (e.g. CD38, CD39, and CD203) (Goding and Howard, 1998; Lund
et a., 1995). ATP and NAD also serve as substrates for posttrandational protein
modifications, i.e. phosphorylation and ADP-ribosylation.

It has been shown that ecto-ATP can induce death of T cells and macrophages
(Canaday et al., 2002; Chvatchko et a., 1996; Di Virgilio et al., 2001; Labas et al.,
2002; Lammeas €t al., 1997; MacKenzie et al., 2001; Surprenant et al., 1996; Zanovello
et al., 1990). ATP-induced activation of the cytolytic P2X7 purinoreceptor induces



calcium flux, formation of large membrane pores, exposure of phosphatidylserine and
uptake of propidium iodide, ultimately resulting in cell death. However, millimolar
concentrations of ATP were required to elicit theses responses. It has remained a
mystery how such high ATP concentrations could be derived from natural sources. Here
we delineate a mechanism for activating P2X7 by a ligand generated from endogenous
sources.

Cytotoxicity mediated by protein ADP-ribosylation is a common theme of many
bacterial pathogens that pose significant human health threats (C. diphtheriae, V.
cholerae, E. coli, B. pertussis, S. entericae, C. botulinum, S. aureus, P. aeruginosa)
(Aktories and Just, 2000; Domenighini and Rappuoli, 1996). Symptoms of diphtheria,
whooping cough, and severe diarrhea, are caused by ADP-ribosylating enzymes that
tranglocate into mammalian cells. These toxins interfere with protein synthesis, signal
transduction or cytoskeletal functions by ADP-ribosylating key target proteins such as
elongation factor 2, G proteins, or actin. Mammalian ADP-ribosylating ectoenzymes,
designated ART1-ART5, have been discovered that bear distant sequence similarity to
these bacteria toxins (Glowacki et al., 2002; Haag and Koch-Nolte, 1997; Okazaki and
Moss, 1998). Mammalian ecto-ADP-ribosyltransferases (ARTS) have been shown to
ADP-ribosylate T cell membrane proteins and secretory antibacterial factors (Liu et al.,
1999; Paone et a., 2002). The recently solved crystal structure of rat ART2 confirms
the close structural and evolutionary relationship of mammalian ARTs and ADP-
ribosylating bacterial toxins (Mueller-Dieckmann et al., 2002). The results presented
here demonstrate that ART2.2 and ADP-ribosylating bacterial toxins share not only a
common structure and enzymatic activity, but also a common function: cytotoxicity.
We show that micromolar concentrations of NAD derived from endogenous sources are
sufficient to kill T cells by activating P2X7 via ART2.2-catalyzed ADP-ribosylation of

cell surface proteins.



Results

Exposureof T cellsto the ART substrate, NAD, induces cell death

Exposure of phosphatidylserine is an early sign of apoptosis, uptake of propidium
iodide, DNA fragmentation and decrease of cell size are late indicators of cell death
(Bossy-Wetzel and Green, 2000). In accord with previous reports (Adirouch, Liu),
treatment of lymph node T cells with exogenous NAD induced exposure of
phosphatidylserine (PS) (Fig. 1A). Ultimately, this led to irreversible uptake of
propidium iodide (Pl) (Fig. 1B), a profound decrease in cell size and increase in
granularity (Fig. 1C). In contrast, ADP-ribose, which can be generated from NAD by
extracellular NAD-glycohydrolases (Lund et al., 1995), did not induce PS-exposure or
Pl-uptake, even at 100 fold higher concentrations (Fig. 1A). NAD-induced cell death
(NICD) was prevented effectively by preincubating cells with antibodies directed
against cell surface ADP-ribosyltransferase ART2.2 (Fig. 1 A, C). These findings
indicated that ART2.2-catalyzed, NAD-dependent ADP-ribosylation of cell surface

proteins triggers apoptosis of T cells.

NAD-analogues with modifications of the adenine group block NICD

The NAD-analogue etheno-NAD is an efficient substrate for ecto-ART2.2, and
etheno-ADP-ribosylation of cell surface proteins can be monitored conveniently by
flow cytometry with 1G4, a monoclonal antibody specific for etheno-adenosine (Kahl et
al., 2000; Krebs et al., 2003). Remarkably, incubation of cells with etheno-NAD did not
induce apoptosis (Fig. 1A, B, Fig. 2B) despite efficient incorporation of etheno-ADP-
ribose into cell surface proteins (Fig. 2A). Strikingly, preincubation of cells with
etheno-NAD effectively protected cells from subsequent NAD-induced PS-exposure
(Fig. 2C). Similar results were obtained with the NAD-analogues nicotinamide
guanidine dinucleotide (NGD) and nicotinamide hypoxanthine dinucleotide (NHD)

(Fig. 2 B, C). Etheno-NAD, NGD and NHD differ from NAD only in their adenine



moieties (see supporting online material, Fig. 8). The finding that ADP-ribosylation but
not etheno-ADP-ribosylation induced apoptosis indicated to us that an essentia
downstream effector of cell surface protein ADP-ribosylation senses this difference on

the adenine group.

NAD induces calcium flux and formation of membrane pores

Members of the purinoreceptor family of cell surface proteins are known to be
sensitive to modifications of the adenosine moiety on their ligands (North and
Surprenant, 2000) and thus represent good candidates for the downstream effector.
Furthermore, PS-exposure and cytotoxicity are well-known effects of ATP-induced
triggering of the P2X7 receptor (Di Virgilio et a., 2001; Zanovello et al., 1990).
Hallmarks of P2X7-triggering are induction of calcium flux and formation of membrane
pores permeable to molecules up to 800 Da. The latter can be monitored by uptake of
fluorescent DNA-binding compounds such as ethidium bromide and YO-PRO-1 (Di
Virgilio et a., 2001; North and Surprenant, 2000). We, therefore, next tested whether
calcium flux and dye uptake can be €licited by NAD. Indeed, intracellular calcium
levels increased within 30 seconds after addition of ecto-NAD (Fig. 3A). Moreover,
within 30 minutes after treatment with NAD or ATP, T cells became permeable to
ethidium bromide and Y O-PRO-1 (Fig. 3B and C). Note that NAD-induced dye uptake
was restricted to T cells, whereas B cells were completely resistant to these effects (Fig.

3C).

P2X7 antagonists block NICD

To further investigate the involvement of P2X7 in NICD, we tested the effects of
known antagonists of P2X7 (Abbracchio and Burnstock, 1994; North and Surprenant,
2000). Preincubation of cells with the P2X7 antagonists KN-62 or oxidized ATP
(oATP), effectively blocked both NAD-induced and ATP-induced PS-exposure (Fig.



3D), calcium flux (Fig. 3E), and dye uptake (not shown). Taken together, these results
strongly suggest that NAD induces PS-exposure and pore-formation by activating the

P2X7 receptor, e.g. as a consequence of ADP-ribosylation of membrane proteins.

NAD itself isnot aligand for P2X7

It was conceivable that NAD itself functions as aligand for P2X7. To address this
guestion, we analyzed the response of T cells from ART2/- mice. ART2-deficient T
cells (Ohlrogge et al., 2002) were resistant to NICD but sensitive to direct triggering of
P2X7 by ATP (Fig. 4A), ruling out the possibility that NAD itself isaligand for P2X7.
Note, that T cells harboring the P451L mutant P2X7 receptor (Adriouch et al., 2002)
showed markedly reduced responses to both, NAD and ATP. These findings indicated
that NICD requires both, ART2-catalyzed ADP-ribosylation of cell surface proteins and
triggering of the P2X7 receptor and that NAD triggers P2X7 indirectly, i.e. via ADP-

ribosylation of cell surface targets.

Cotransfection of ART2.2 and P2X7 confers sensitivity to NAD-induced PS-
exposure and pore formation

Moreover, cotransfection of HEK293 cells with ART2.2 and P2X7 rendered
double transfectants sensitive to NAD-induced PS-exposure and dye uptake while
single transfectants were resistant (Fig. 4B, C). Note that the effect of NAD was less
pronounced on ART2.2/P2X7 cotransfected HEK cells than on wild type T cells, and
required higher NAD concentrations. Proteomics studies have shown that P2X7 is
surrounded by a complex set of different proteins (Kim et al., 2001). These findings
suggest that the environment of P2X7 and ART2.2 is not the same in mouse T cells and
human HEK cells, and that the signaling pathways activated by P2X7 (Budagian et al.,
2003; Humphreys et al., 2000; Wilson et al., 2002) differ in these two cell types.



NAD activates P2X7 at much lower concentrationsthan doesATP

The results of dose-response analyses (Fig. 5A) revea that NAD is much more
effective than ATP at inducing T cells to expose PS (ECsg 2uM versus 100uM).
Moreover, the response to ATP shows a threshold effect, and doses below 50 pM ATP
do not induce exposure of PS. In contrast, NAD already induces PS-exposure of some
cells at concentrations as low as 1 uM. With increasing concentrations of NAD a steady
increase in the number of cells exposing PS is observed, but a fraction of cells evidently
remains resistant to NICD. Double staining for ART2.2 and AnnexinV showed that the
latter correspond to T cells not expressing ART2.2 (not shown) (Adriouch et al., 2001).

ATP-induced but not NAD-induced PS-exposureisreadily reversed

It was shown recently that ATP-induced exposure of PS on human macrophages
is reversible if ATP is removed from cells by washing (MacKenzie et al., 2001). In
order to investigate whether PS-exposure induced by NAD or ATP on T cells dso is
reversible, we treated T cells for 5 minutes with NAD or ATP, removed the nucleotides
by washing and incubated the cells further. The results show that T cells, like
macrophages, reverse PS-exposure after removal of ATP (Fig. 5B). In striking contrast,
NAD-induced PS-exposure shows little if any recovery upon removal of NAD (Fig.
5C). The reversibilty of the response to ATP is compatible with that of a receptor to its
soluble ligand. The prolonged reaction to NAD is indicative of a long-lasting signal,
e.g. as caused by covalent modification of the receptor or by covalent attachment of its

ligand to the cell surface.

The cytotoxic effects of NAD are not mediated by endogenous ATP

It was conceivable that the cytotoxic effects of NAD described so far are mediated
by ATP released from cells. For example, ADP-ribosylation of membrane proteins
might cause the release of ATP leading to the activation of P2X7 by ATP of



endogenous origin. In order to address this question, we treated T cells with NAD or
ATP in the presence of the potent ATP-hydrolase apyrase (Fig. 6). The results show
that apyrase completey blocks ATP-induced PS-exposure even at very high
concentrations of exogenous ATP, whereas it has no effect on NAD-induced PS-
exposure. We conclude that the effects of NAD are mediated by cell surface ADP-

ribosylation and not by endogenous ATP.

NAD released by cell lysisor during inflammation can induce death

If NICD were to play a physiological role, the effects described above should be
inducible also with endogenous sources of NAD. To test whether NAD released from
lysed cells can induce cell death, we exposed T cells to the materia released from cells
disrupted by freeze/thawing or treatment with ultrasound. Indeed, T cells from wildtype
mice responded with PS-exposure and Pl-uptake (Fig. 6A). In striking contrast, T cells
from ART2-/- mice did not show PS-exposure or Pl-uptake upon exposure to cell
lysates.

Very similar results were obtained with inflammatory exudates provoked in vivo
by subcutaneous application of polyacrylamide microbeads (Fig. 6B) (Stiffel et al.,
1990). The cytotoxic effects of inflammatory exudates and of cell lysates on wild type T
cells were pevented by pretreatment of cells with ART2-specific antibodies, etheno-
NAD, and by the addition of NADase, implying that the effective T cell cytotoxic agent
released upon cell rupture is NAD. Indeed, the NAD concentrations in these biological

samples were determined to 2-20uM, i.e. in arange above the EC 50 for NICD.
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Discussion

Our study addresses the role of extracellular nucleotides and nucleotide
metabolizing lymphocyte ectoenzymes in the immune system. The results delineate a
novel mechanism for inducing T cell death: NAD released during tissue injury and
inflammation serves as a substrate for ART2.2, which catalyzes ADP-ribosylation of
cell surface proteins on resting T cells. This in turn activates the P2X7 cytolytic
receptor and ultimately causes T cell death. Importantly, these findings provide the first
convincing demonstration of P2X7 activation by an endogenous ligand.

Proposed roles of P2X7 in immunity include the release of IL-1, killing of
intracellular pathogens, and cytotoxicity toward immune cells (Canaday et a., 2002;
Chvatchko et a., 1996; Di Virgilio et al., 2001; Labas et a., 2002; Lammeas et d.,
1997; MacKenzie et al., 2001; Zanovello et a., 1990). However, millimolar
concentrations of exogenous ATP were required to elicit these P2X7-mediated
response. It has remained a puzzle how such high ATP concentrations could be derived
from natural sources. Here we describe a new way of activating P2X7 on T cells, not
via ATP but via ADP-ribosylation of cell surface proteins. Importantly, we demonstrate
that P2X7 can be activated by a ligand stemming from an endogenous source, i.e.
inflammatory exudates and cell lysates. Because suitable antibodies are still lacking, we
have not yet been able to determine whether P2X7 itself is a target for ADP-
ribosylation. An aternative possibility is that a distinct ADP-ribosylated protein
provides an efficient ligand for P2X7 (Fig. 8).

The Ec50 for NAD-mediated activation of P2X7 is in the micromolar range (i.e. 2
uM for PS-exposure). We demonstrate that sufficient concentrations of ecto-NAD to
activate P2X7 are readily reached upon rupture of cells. Importantly, our results show
that NAD, not ATP, is the active cytotoxic principle in cell lysates, since cytotoxicity is
blocked by NADase, or by preincubation with etheno-NAD or with ART2-antibodies

and since ART2-deficient T cells are resistant to NICD. Moreover, our results using the
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model of the inflammatory response to Biogel (Stiffel et al., 1990) provide a proof of
principle that sufficient NAD concentrations to activate P2X7 can be obtained in vivo.
In this context it is of interest to note that endogenous ADP-ribosylation of extracellular
proteins has been demonstrated previously in inflammatory exudates, i.e. broncheolar
lavage of smokers (Paone et al., 2002).

Are NAD-induced cell death and other cell death-program redundant or do they
play distinct roles in immune responses? We show here that NICD affects resting T
cells, i.e. T cells isolated from mice not undergoing an overt immune response. In
contrast previous activation of T cells is a prerequisite for activation induced cell death
(AICD) mediated by death-receptors (Krammer, 2000). Interestingly, we have
observed that activation of T cells by PMA or ConA markedly reduces the sensitivity to
NICD (our own unpublished observations). This is consistent with shedding of ART2.2
from the cell surface under these conditions (Kahl et al., 2000). It is tempting to
speculate that NICD affects mainly cells not participating in an immune reaction. We
propose that NICD thereby provides a mechanism to block the undesirable activation of
bystander T cells. Our future studies will address the question whether defects in NICD
contribute to autoimmune diseases, lymphoproliferative diseases and/or other
immunopathologies.

The results reported here illustrate a new variation of the theme of cytotoxicity
mediated by protein ADP-ribosylation: T cell death induced by ART2.2-catalyzed
opening of the P2X7 membrane pore. This functional link between bacteria ADP-
ribosylating toxins and mammalian ADP-ribosylating ectoenzymes nicely complements
the close structural link between these enzymes revealed by sequence analyses and by
the recently solved 3D structure of ART2.2 (Glowacki et a., 2002; Mueller-Dieckmann
et al., 2002).

This is the first study reporting the activation of a purinoreceptor by a toxin-

related endogenous ecto-ADP-ribosyltransferase. The results provide new insights into
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the role of ecto-ARTs in regulating T cell functions and identify P2X7 as a key
downstream effector in NICD. These findings establish an important precedent for
further studies on links between ADP-ribosylation and purinoreceptors in other contexts
and open the exciting perspective of utilizing the pharmacology of NAD and its

analogues to modify the function of P2X7 and other purinoreceptors.
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Figurelegends

Figure 1. NAD-induces cell death via ART2.2. T cells were incubated for 30 minutes
(A) or 16 hours (B, C) in the absence or presence NAD, ADP-ribose or etheno NAD.
Cells were then washed and stained with AnnexinV and propidium iodide (PI). Cells
depicted in A, panels 5 and 6 and in C, panel 3, were pretreated for 20 minutes with
ART2-specific or control antibodies. Cells were then washed and treated with NAD for

30 minutes prior to staining with AnnexinV/PI.

Figure 2. NAD-induced PS-exposure can be prevented by pretreament of cells with
NAD analogues bearing modifications in the adenine moiety (A) T cells were
incubated for 30 minutes with or without 20uM etheno-NAD, washed and then stained
with fluorochrome-conjugated etheno-adenosine-specific mAb 1G4 (Krebs et al., 2003).
(B) T cells were incubated for 30 minutes with NAD, etheno-NAD, NGD, or NHD as
indicated and then stained with AnnexinV/Pl asin Fig. 1. (C) T cells were preincubated
for 30 minutes with the indicated concentrations etheno-NAD, NGD, or NHD, washed,
treated with 30uM NAD and stained asin (B).

Figure 3. NAD induces responses characteristic of P2X7 which are blocked by P2X7
antagonists. (A) Fura-2 loaded T cells were stirred in a fluorimeter cuvette. NAD was
added as indicated and changes in cytosolic Ca2+ were monitored by fluorometry with
excitation at 340 nm and emission at 500 nm. (B) T cells were incubated for the
indicated times in the presence of 10 uyM NAD. Ethidium bromide (1 pg/ml) was added
for the last 2 minutes prior to counterstaining with AnnexinV. (C) Lymph node cells
were incubated for 30 minutes in the absence or presence of NAD or ATP. YO-PRO-1
(10 pg/ml) was added for the last 2 minutes prior to counterstaining with anti-mouse
1gG. (D) T cells were preincubated for 120 minutes with P2X7 antagonists KN-62 or
oxidized ATP, washed, and incubated further for 30 minutes in the presence of 10uM
NAD or 300pM ATP. Cells were then washed and stained with AnnexinV/Pl. (E)
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Fura-2 loaded T cells were preincubated with or without KN-62 for 5 min in a stirred
fluorimeter cuvette. NAD was added as indicated and changes in cytosolic Ca2t were

monitored by fluorometry asin (A).

Figure 4. NAD-induced PS-exposure and pore formation require both, functional
ART2.2 and P2X7. (A) T cells from ART2/P2X7 wildtype mice (top), ART2-deficient
mice (Ohlrogge et a., 2002), and P2X 7-defective mice (bottom) (Adriouch et al., 2002)
were incubated for 30 minutes in the absence or presence of NAD or ATP and then
stained with AnnexinV/PI. (B, C) HEK cells stably transfected with P2X7 (Adriouch et
al., 2002) were super-transfected with ART2.2. Seven days post transfection, cells were
treated with NAD or ATP and then stained with AnnexinV/PI (B) or Y O-PRO-1 (C) as
inFig. 3.

Figure 5. NAD is more effective than ATP at inducing PS-exposure and ATP-induced
PS-exposure is readily reversed but NAD-induced PS-exposure is not. (A) T cells were
incubated for 30 minutes with the indicated concentrations of NAD or ATP and then
stained with AnnexinV/Pl. (B) and (C) T cells were incubated for 5 minutes with the
indicated concentrations of ATP (B) or NAD (C), washed, and then incubated further in
the absence of exogenous nucleotides. At the times indicated, cells were washed and

stained with AnnexinV/Pl.

Figure 6. NICD is not mediated by endogenous ATP. T cells were incubated for 30
minutes with NAD or ATP in the presence or absence of potato apyrase (ATPase) or
neurospora crassa NAD glycohydrolase (NADase), cells were washed and stained with
AnnexinV/PI.

Figure 7. NICD with endogenous NAD in cell lysates or inflammatory exudates (A) T
cells obtained from ART2.2-wildtype (top) or ART2.2-deficient mice (bottom) were
incubated for 30 minutes with NAD or with erythrocyte lysates. Cells were washed,



16

incubated for an additional 24 hours and then stained with AnnexinV/PI. Cellsin panels
4 and 5 were preincubated with ART2-specific antibodies or with etheno NAD for 20
minutes prior to addition of erythrocyte lysates. (B) T cells were incubated for 30
minutes with NAD or with inflammatory exudates, washed and stained with
AnnexinV/PI. Cells in panel 4 were incubated with exudate in the presence of NAD-
glycohydrolase, cells in panel 5 were preincubated with 20uM etheno NAD before

addition of exudate.

Figure 8. Schematic model of possible mechanisms for NAD-mediated opening of
P2X7 on T cells through GPI-anchored ADP-ribosylating ectoenzyme ART2.2. (A)
ART2.2 catalyzes ADP-ribosylation of a cell surface target. The ADP-ribosylated target
then acts as an agonistic ligand for P2X7. (B) ART2.2 catalyzes ADP-ribosylation of
P2X7 itself and thereby induces pore-formation. N and C denote terminal amino acid

residues.

Supplemental Figure 9. Schematic diagram of compounds used in this study to induce
or to block T cell apoptosis.
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Experimental procedures

Reagents and mice. ADP-ribose, ATP, NAD, etheno-NAD, NGD, NHD, oxidized
ATP, KN-62 (2-[N, O-bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L -tyrosyl]-4-
phenylpipera-zine), G418, and potato apyrase were from Sigma Chemical Company;
Y O-PRO-1, ethidium bromide, and propidium iodide were from Molecular Probes.
Mice were obtained from the Animal Resources Units of the University Hospital
Hamburg and of Diderot University, Paris. BALB/c mice were used in all experiments
except were otherwise indicated. ART2-deficient mice were generated by standard
homologous recombination procedures and backcrossed for 5 generations onto the

BALB/c background as described el sewhere (Ohlrogge et al., 2002).

Assays for phosphatidylserine exposure and pore formation. Single cell
suspensions from spleen and lymph nodes were prepared and processed for flow
cytometry on a FACS-Calibur (Becton Dickinson) as described (Adriouch et al., 2001;
Koch-Nolte et a., 1999). B cells were depleted using magnetic cell separation with
Dynabead-immobilized goat anti-mouse 1gG (Dynal). HEK293 cells stably expressing
wildtype mouse P2X7 (Adriouch et al., 2002) were transfected with an expression
construct encoding FLAG-tagged ART2.2 (Koch-Nolte et a., 1999) using
lipofectamine (Life Technologies) and propagated for seven days in the presence of
G418. Following treatment with NAD or ATP at 37°C, cells were washed in RPMI

medium (Life Technologies) supplemented with 2mM CaCl , and were then stained for
20 minutes on ice with FITC-conjugated AnnexinV (1ug/ml) (Becton Dickinson) and
propidium iodide (10ug/ml) or PE-conjugated anti-mouse 1gG. For assay of pore

formation, Y O-PRO-1 (10pg/ml) or ethidium bromide (1pg/ml) were added for the last
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two minutes of incubation. For pulse chase analyses, cells were treated with NAD or
ATP for 5 minutes at 37°C. Cells were then washed and incubated further for the times
indicated prior to staining with AnnexinV/Pl as above. For the preparation of cell
lysates, cells were washed and resuspended in 4 volumes of PBS containing 1 mM

ADP ribose. Cells were ruptured either by ultrasonic treatment or by two cycles of
snap-freezing in liquid nitrogen and thawing in a 370C waterbath. Cellular debris was

removed by high-speed centrifugation 30 min 15.000 x g at 40C. NAD concentrations
in cell lysates and inflammatory exudates were determined by a sensitive cycling assay

(Jacobson and Jacobson, 1997).

Protection of cells from apoptosis with ART2-antibodies, etheno-NAD, NGD,
NHD, or P2X7 antagonists. Cells were preincubated in RPMI medium containing
ART2-specific antiserum K12760 or preimmune serum (1:200 dilution) (Adriouch et
al., 2001; Koch-Nolte et al., 1999), 0-100 uM etheno NAD, NGD, or NHD for 30
minutes at 37°C or in medium containing 0-1000 uM oxidized ATP or KN-62 for 2
hours at 37°C. With oxidized ATP, cells were then washed and incubated further in
RPMI medium containing NAD or ATP for 30 min at 37°C prior to staining with
AnnexinV/PI or Y O-PRO-1 as described above. All results shown are representative of

at least three similar and independent experiments.
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Fig. 1. NAD-induces cell death via ART2.2
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ABSTRACT

Extracellular nucleotides such as ATP and NAD can profoundly affect the functions of
lymphocytes, macrophages, and other cells. We have recently shown that extracellular
NAD induces rapid apoptosis in naive T cells by a mechanism involving the ADP-
ribosylation of cell surface molecules. In the present paper we describe that T cells of
different developmental stages differ in their sensitivity to NAD-induced apoptosis.
Thymocytes were less susceptible than peripheral lymph node T cells, and freshly
activated cells were more resistant than resting cells. Sensitivity to NAD-induced apoptosis
generaly correlated with expression of the ADP-ribosyltransferase ART2.2, which is not
expressed on thymocytes and shed from peripheral T cells upon activation. Our findings
suggest that NAD-induced apoptosis does not play a role during thymic selection of T
cells, but rather may play arole by preventing the activation of unwanted bystander T cells

during an immune response, and thus may participate in the control of autoimmunity.

KEYWORDS: T cells; apoptosis; extracellular nucleotides, ADP-ribosylation; mono(ADP-

ribosyl)transferases; Rt6
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INTRODUCTION

In order to survive, organisms must maintain atight control over the numbers and receptor
specificities of immune cells. The regulation of cell death and survival is central to this
task. Throughout their lifespan, T lymphocytes are continually subject to processes that
may result in their death (Van Parijs and Abbas, 1998). Regulated cell death may result
either from the withdrawal of survival signals (death by neglect) or from the receipt of
death signals (actively induced cell death). A prototype of this latter mechanism is the
induction of apoptosis via signals transmitted through the TNFR family of death receptors.
We have recently reported that micromolar concentrations of extracellular NAD induce
apoptosis in T cells via a mechanism involving the ADP-ribosylation of cell surface
molecules (Adriouch et al., 2001). Besides the availability of ecto-NAD, cell death in this
model required the presence of a cell surface mono(ADP-ribosyl)transferase (ART), as
well as one or more unknown downstream effector molecules, presumably targets of ADP-
ribosylation and/or components of the signal transduction machinery.

ARTSs post-trandationally modify proteins by transferring an ADP-ribose moiety from
NAD to specific amino acids, e.g. arginine residues, of target proteins. ARTs have well-
characterized regulatory functions in the prokaryotic world (Ludden, 1994). Severa
prokaryotic ARTs are secreted and function as toxins that exert potent effects on
mammalian cells by inactivating key proteins in their target cells (Koch-Nolte and Haag,
1997). In mammals, a family of toxin-related extracellular ARTs has been identified that
are expressed either as GPl-anchored or secreted molecules by different cell types (Koch-
Nolte and Haag, 1997; Haag and Koch-Nolte, 1998; Glowacki et al., 2002).

ARTs have been implicated in T cell differentiation and the regulation of immune
function. Rat ARTZ2, formerly known as RT6, is a marker for mature T cells (Thiele et a.,

1997). A subset of ART2+ T cells exerts a regulatory function in the BB rat model for
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autoimmune diabetes mellitus (Greiner et al., 1986; Greiner et al., 1987). T cells from

diabetes-prone BB rats show reduced expression of ART2, and transfer of ART2+ T cells
from diabetes-resistant rats prevents the disease. The mouse carries two Art2 genes, and,
as in the rat, expression of the corresponding gene products, ART2.1 and ART2.2, is
restricted to mature T cells (Prochazka et al., 1991; Koch-Nolte et a., 1999). NAD-
dependent ADP-ribosylation of cell surface proteins has been shown to inhibit the
proliferation and cytotoxic effector functions of CTL lines in vitro (Wang et a., 1994,
Wang et a., 1996), and to inhibit proliferation (Okamoto et al., 1998) and induce

apoptosis (Adriouch et a., 2001; Liu et al., 2001) in primary T cells.

In this report we examine the susceptibility of T cells of different developmental
stages to NAD-induced apoptosis. Based on the finding that mature resting T cells
represent the cell population most sensitive to NAD-induced cell death, the hypothesis is
presented that ART-mediated cell death could play a role in the control of autoimmunity

by preventing the activation of bystander cells during an immune reaction.

RESULTS

Ecto-NAD induces Rapid Apoptosis of T Cells by a Mechanism Involving ADP-

ribosylation

In a previous report we showed that treatment with extracellular NAD induces rapid T cell
death by apoptosis (Adriouch et a., 2001). This is evidenced first by exposure of
phosphatidylserine (PS) on the outer leaflet of the plasma membrane, by failure to exclude
propidium iodide (Fig. 1a), and ultimately by fragmentation of DNA (Adriouch et a.,
2001). Induction of apoptosis by NAD is rapid, as PS-exposure evidenced by AnnexinV

staining was observed as early as 0,5 minutes after exposure to NAD (Fig. 1b).
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Thymocytes and Peripheral T Cells Differ in Sensitivity to NAD-induced and CD95-

mediated Apoptosis

To examine the sensitivity of T cells at different stages of development to ecto-NAD-
induced apoptosis, thymocytes and peripheral lymph node cells were incubated for 2 hours
with different concentrations of NAD or with 2 pg of anti-CD95 antibody, and assayed for
PS exposure by AnnexinV staining (Fig. 2). Lymph node cells responded to ecto-NAD in a
dose-dependent manner, but were resistant to treatment with anti-CD95 antibody.
Thymocytes, by contrast, became AnnexinV-positive in response to anti-CD95, but
remained resistant to the effects of even 100 uM ecto-NAD. Concomitant staining for
AnnexinV-binding and expression of CD3 showed that among peripheral lymph node cells
only T cells are sensitive to ecto-NAD-induced apoptosis. In the thymus, neither immature
CD3lo nor the more mature CD3hi cells responded to ecto-NAD, while CD95-mediated

apoptosis was observed within the CD3lo population (Fig. 2b).

Activated T Cells Shed ART2 and Show Decreased Sensitivity to Ecto-NAD-induced

Apoptosis

We have previously reported that T cells release cell surface ART2 upon stimulation with
PMA by ametalloproteinase-mediated mechanism (Kahl et a., 2000). To examine whether
T cells also become resistant to NAD-induced apoptosis upon activation, purified lymph
node T cells were incubated for 2 hours with the polyclonal T-cell stimulators before
treatment with NAD. Treatment with either phorbol myristate acetate (PMA) or a
combination of anti-CD3 and anti-CD28 antibodies caused a marked reduction in the level

of cell surface ART2.2 compared to untreated cells (Fig. 3a). In addition, both treatments
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also led to increased resistance to NAD-induced apoptosis, as evidenced by reduced

staining with AnnexinV and propidium iodide compared to control cells (Fig.3b).

DISCUSSION

The maintenance of homeostasis in the immune system and the focussing of immune
reactions on appropriate targets require the co-ordinated interplay of regulatory
mechanisms, many of which involve programmed cell death (Van Parijs and Abbas,
1998). We have recently identified a new death signal for lymphocytes. the exposure to
extracellular NAD (Adriouch et al., 2001). Aim of the present study was to examine the
sengitivity of T cells to NAD-induced apoptosis during different stages of development.

In naive peripheral T cells, exposure to ecto-NAD causes exposure of phosphatidylserine
and permeabilization to propidium iodide. PS-exposure, as evidenced by AnnexinV-
binding, is an early indicator of apoptosis in many cell types (Bossy-Wetzel and Green,
2000). although it has been reported to be reversible in some cases (MacKenzie et dl.,
2001). In naive peripheral T cells, PS exposure is followed by failure to exclude Pl and
ultimately by fragmentation of DNA (Adriouch et a., 2001), indicating that these cells
indeed have progressed to cell death. NAD-induced apoptosis is rapid, since PS exposure
was detected as early as 0.5 minutes following treatment with NAD. Severa lines of
evidence suggest that the pro-apoptotic effects of NAD are mediated via the ADP-
ribosylation of cell surface molecules. First, among peripheral lymphocytes those cells
expressing the T cell-specific ADP-ribosyltransferase ART2 are most susceptible to NAD-
induced apoptosis (Adriouch et al., 2001). Further, treatment of cells with
phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PI-PLC), which removes glycosyl-
phosphatidylinositol- (GPI-) anchored ART2 from the cell surface, renders cells resistant
to NAD-induced apoptosis (Adriouch et al., 2001).Moreover, NAD-induced apoptosis can

be blocked by antibodies against ART2 (Adriouch et al., 2001). Findly, activation of T
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cells, which induces shedding of ART2 (Kahl et al., 2000), correlates with increased

resistance to NAD-induced PS-exposure.

T cells are susceptible to programmed cell death at all stages of their development. In the
thymus, regulation of apoptosis in the context of positive and negative selection of
thymocytes is important for the shaping of the T cell repertoire. In the periphery, resting T
cells depend on survival signals for their maintenance. After activation, withdrawal of
survival signals and activation-induced cell death (AICD) serve to reduce lymphocyte
numbers during the waning of an immune response and to eliminate auto-reactive T cells.
Here, we examined the differentia sensitivity of thymocytes as well as resting and
activated T cells to NAD-induced apoptosis and compared the effects of NAD to a
classica "active" death signal, triggering of the CD95 receptor by anti-CD95 antibodies.
The results show that mature resting T cells represent the population most susceptible to
NAD-induced apoptosis, while thymocytes are completely, and activated lymph node T
cells partialy resistant. Thus, susceptibility to NAD-induced apoptosis mirrors expression
of ART2 (Koch-Nolte et al., 1999). This enzyme is expressed on the surface of mature T
cells and shed from the surface of activated T cells by the action of a metalloproteinase
(Kahl et a., 2000). Interestingly, NAD-induced apoptosis does not occur within the
population of mature CD3hi thymocytes, a portion of which express ART2 (Koch-Nolte et
a., 1999). This may be due to the absence in these cells of a downstream effector, which
previous studies have shown to be necessary for ART-mediated apoptosis (Adriouch et al.,
2001). Resting periphera T cells were completely resistant to CD95-mediated apoptosis
under the conditions employed in our experiments. This presumably reflects a requirement
for pre-activation in these cells for the assembly of the death-inducing signalling complex

(DISC), necessary for the transduction of death signals via CD95. By contrast, apoptosis
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was readily visible within the immature CD3lo population of thymocytes, reflecting the
importance of CD95 for thymocyte selection (Debatin et a., 1994; Anderson et a., 1996).

What may be the biological role of NAD-induced cell death? Our results indicate that
ART-mediated apoptosis does not contribute to thymic selection, but rather suggest that
the importance of ecto-NAD as a death signa lies within the periphera T cell
compartment. Extracellular NAD differs from other “active® death signals in several
respects. First of all, it induces the exposure of phosphatidylserine more rapidly than
signalling via death receptors. Secondly, ecto-NAD as a death signal within the immune
system is unique in that it selectively affects mature resting T cells. As discussed above,
expression of ART2 is a pre-requisite for NAD-induced apoptosis. Naturally occurring
deficiencies of ART2 (formerly designated Rt6) have been observed in several mouse and
rat models for autoimmune diseases. It is thus an attractive hypothesis that ecto-NAD-
induced cell death contributes to the prevention of autoimmunity. We propose that this
occurs by eliminating unwanted bystaner cells that may become activated in the course of
an immune reaction (Fig. 4). Under physiological conditions the concentration of
extracellular NAD is low, i.e. in the nanomolar range. Micromolar concentrations of
extracellular NAD, which are sufficient to trigger NAD-induced cell death, may be
expected to occur either as aresult of local tissue injury, as happens during inflammation,
or as the result of regulated secretion mechanisms (Bruzzone et al., 2001). In the scenario
of an immune reaction against a pathogen, antigen-specific activated T effector cells,
which themselves have shed cell surface ARTs and thus are resistant to NAD-induced cell
death (Fig. 4a), cause the lysis of target cells, thereby releasing NAD into the extracellular
compartment (Fig. 4b). Resting bystander cells, which are not specific for the pathogen,

but which might become activated due to the multitude of stimulatory signals generated
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during the inflammatory response, would be eliminated following exposure to NAD and
ART2-catalyzed ADP-ribosylation of cell surface target proteins (Fig. 4c).

In conclusion, ecto-NAD-induced cell death provides a novel mechanism of focussing an
apoptotic signal to a selected population of cells which express appropriate "receptor”
molecules that are able to process the signal. These molecules include the ARTS, but also
one or more as yet unknown effector molecules that are targets for ADP-ribosylation. It
will be a challenge to identify these downstream effectors, and to determine whether

NAD-induced cell death also operates outside of the immune system.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Chemicals were from Sigma (Deisenhofen, Germany). AnnexinV-FITC, anti-CD3-PE,
anti-rat-lg-PE, and anti-CD3-, -CD28-, and -CD95-antibodies were from Pharmingen
(Heidelberg, Germany). ART2.2-specific antibody NikalO2 has been described (Koch-
Nolteet a., 1999).

Animals and preparation of cells

Six to eight week old BALB/cByJ mice were obtained from Charles River (Sulzfeld,
Germany)., Thymi and lymph nodes were isolated from sacrificed animals, and single cell
suspensions were prepared and processed for flow cytometry on a FACScan (Becton
Dickinson) as described previously (Adriouch et a., 2001). Where indicated, T cells were
enriched by depletion of B cells using magnetic cell separation with Dynabead-
immobilized goat anti-mouse IgG (Dynal, Hamburg, Germany, 4 —6 beads/cell).

Assay for phosphatidylserine exposure

Apoptotic and necrotic cells were stained with AnnexinV-FITC and propidium iodide

essentially as described previously (Adriouch et al., 2001). In brief, following treatment
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with the indicated concentrations of extracellular ATP or bzATP at 370C, cells were

washed in RPMI medium supplemented with 2mM CaCl2, and were then stained in this
medium for 20 min on ice with FITC-conjugated AnnexinV (1ug/ml) and propidium

iodide (10ug/ml) or PE-conjugated anti-mouse 1gG.
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LEGENDS TO FIGURES

FIGURE 1. Extracellular NAD induces rapid phosphatidylserine exposure and cell death
in T lymphocytes. Purified lymph node T cells were incubated with the indicated
concentrations of NAD at 37°C for two hours (a) or the indicated times (b) before staining

with AnnexinV-FITC and propidium iodide.

FIGURE 2. Differentia sensitivity of thymocytes and lymph node cells to NAD and anti-
CD95 antibodies. Thymocytes and total lymph node cells were incubated for two hours at
37°C with NAD or anti-CD95 antibodies before staining with AnnexinV-FITC and

propidium iodide (a) or anti-CD3 antibodies (b).

FIGURE 3. Activated T cells shed ART2.2 and become resistant to NAD-induced
apoptosis. Purified lymph node T cells were incubated for two hours at 37°C with
100ng/ml PMA or 1pg/ml plate-bound anti-CD3/CD28 antibodies. (a). Expression of
ART2.2 was analyzed by staining with Nikal02 followed by anti-rat-Ig-PE. Untreated
cells are represented by the shaded histogram, PMA- and anti-CD3-treated cells by bold
and dotted lines, respectively. (b) Cells asin (a) were treated for 30 minutes at 37°C with
the indicated concentrations of NAD before staining with AnnexinV-FITC and propidium

iodide.

FIGURE 4. NAD-induced apoptosis may control autoimmunity by preventing the
activation of bystander cells. See text for details. Extracellular NAD is denoted by red

stars, ADP-ribosylation of an unknown target protein by ared triangle.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Nous avons démontré au cours de ce travail qu'il existe une voie d'activation du récepteur
P2X; indépendante de 1'ATP. Cette voie implique une ecto-enzyme analogue a certaines
toxines bactériennes, I'ART2.2, qui utilise le NAD extracellulaire pour catalyser I'ADP-
ribosylation de nombreuses protéines membranaires (Article 1). Sur les lymphocytes T
murins, I'"ADP-ribosylation de ces protéines membranaires induit la stimulation du récepteur
P2X; et conduit a l'initiation d'un processus apoptotique directement responsable de la toxicité
exercé par le NAD sur ces cellules (Article 3). Les effets déléteres du NAD sur les
lymphocytes T sont en partie controlés par la régulation fine de l'expression de I'ART2.2 au
cours de leur différentiation. Dans le thymus, seuls les lymphocytes T matures CD3'€"
expriment I'ART2.2 (Koch-Nolte, F. et al., 1999). Cependant, pour des raisons que nous
n'avons pas explorées ces thymocytes sont tout autant insensibles au NAD que les thymocytes
immatures qui n'expriment pas 'ART2.2 (Article 4). Une hypothése serait qu'ils n'expriment
pas le récepteur P2X;. En périphérie, la majorité des lymphocytes T expriment a leur surface
I'ART2.2 et P2X7 et sont sensibles a l'apoptose induite par I'ATP et le NAD (Article 1 et 4). In
vitro, I'activation de ces lymphocytes matures par la voie du CD3 ou par ['utilisation d'un ester
de phorbol stimulant directement les protéines kinases C cytoplasmiques provoque
rapidement le clivage de 1'ART2.2 par des métalloprotéases de la famille TACE et sa
libération subséquente de la surface membranaire (Kahl, S. et al., 2000; Nemoto, E. et al.,
1996b). L'activation de ces lymphocytes T conduit, comme on peut donc s'y attendre, a
l'acquisition concomitante d'une résistance au NAD (Article 4, et (Liu, Z.X. et al., 2001)). Ex
vivo, les lymphocytes T périphériques qui y sont résistants expriment des marqueurs
d'activations et correspondent vraisemblablement a des cellules récemment activées ou a des
cellules mémoires (résultats non publiés). En accord avec cette interprétation, I'expression de
I'ART2.2 sur les lymphocytes T semble corrélée positivement avec l'expression de CD62L

mais négativement avec l'expression de CD25 et CD38 (Kahl, S. et al., 2000; Koch-Nolte, F.
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et al., 1999). Ces résultats, dans leur ensemble, montrent que la sensibilité a I'apoptose induite

par le NAD est restreinte aux lymphocytes T matures et quiescents.

La mise en évidence de concentrations €levées de NAD dans les sites inflammatoires
induits par le Biogel, nous permet de proposer que le NAD puisse participer a la régulation du
systéme immunitaire in vivo. En effet, le NAD libéré par les cellules 1ésées permettrait
d'inhiber sélectivement l'activation des lymphocytes T naifs sans affecter les fonctions des
cellules T pré-activées. Nous pensons que ce mécanisme est susceptible de jouer un réle dans
la prévention de l'activation des lymphocytes T auto-réactifs aux contacts de cellules en
souffrance. En accord avec cette hypothése, les animaux présentant des défauts génétiques
affectant l'expression des ART2 manifestent une susceptibilit¢é accrue aux maladies
autoimmunes (Ablamunits, V. et al., 2001; Greiner, D.L. et al., 1987; Haag, F. ef al., 1993;
Koch-Nolte, F. et al., 1995; Prochazka, M. et al., 1991).

L'activation de P2X; consécutive a I'ADP-ribosylation de certaines protéines de la
membrane des lymphocytes par I'ART2.2 représente une voie originale et inattendue
d'activation de ce récepteur dont I'ATP est réputé étre le ligand physiologique majeur. Nos
¢tudes n'ont pas encore permis de mettre en évidence le mécanisme précis par lequel I'ADP-
ribosylation conduit & cette stimulation. Il est cependant clair que 1'activit¢ de 'ART2.2 ne
provoque pas la libération de I'ATP endogene et ne conduit pas a l'activation « autocrine » du
récepteur P2X5. En effet, ce mécanisme est difficilement conciliable avec nos observations
montrant que 1'addition d'ATPase (apyrase) dans le milieu réactionnel inhibe l'activation du
récepteur P2X; par I'ATP exogéne sans affecter la réponse au NAD. D'autre part, il ressort des
expériences avec les cellules HEK transfectées avec P2X7 que, ni le NAD, ni 'ADPR, ne sont
en soi des activateurs de ce récepteur. Enfin, nous avons montré que certains analogues du
NAD dont le groupement adénine est modifi¢, demeurent substrat de I'ART2.2 mais sont
incapables d'induire l'apoptose des lymphocytes T (Article 3). Cette observation souligne
l'importance du groupement « ADP » ou « ADP-ribose », apporté par ' ADP-ribosylation des
protéines par 'ART2.2, nécessaires selon notre modele a l'activation du récepteur P2X;. Dans
ce cas, deux modeles peuvent schématiquement étre proposés. Dans un premier cas, il est

possible d'envisager que le récepteur P2X; soit lui-méme ADP-ribosylé par 'ART2.2 a
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proximité du site de fixation de 'ATP. Le groupement ADP-ribose li¢ de maniere covalente
au récepteur serait alors capable d'interagir avec ce site de reconnaissance aux ligands et
permettrait d'activer directement le récepteur P2X; (Figure 9, page 78). Alternativement, il
peut étre envisagé que le récepteur soit stimulé par le groupement ADP-ribose présenté par
une protéine annexe laquelle serait directement une cible de I'ADP-ribosylation (Figure 10,
page 79). A l'évidence, cette « présentation » serait plus efficace que l'interaction avec
I'"ADPR libre, soit pour des raisons d'affinité, soit du fait qu'elle mettrait parallélement en jeu
des interactions protéine-protéine qui auraient des conséquences sur la conformation du

récepteur P2X.

Il a récemment été¢ démontré dans la lignée cellulaire humaine HEK-293 transfectée
avec le géne codant pour la protéine P2X; de rat que le récepteur P2X; fonctionnel est en fait
constitué d'un vaste complexe protéique impliquant au moins 11 autres protéines (Kim, M. et
al., 2001). Certaines de ces protéines, associées par l'intermédiaire de liaisons faibles a P2X,
ont une localisation cytoplasmique et participent probablement a la stabilisation du complexe
et a la transduction des signaux (Kim, M. et al, 2001). Cependant, deux protéines
membranaires ont également été identifiées : 1l'intégrine -2 et une phosphatase (RPTP- 3)
(Figure 3, page 28). Cette derniére participe d'aprés les auteurs a la désensibilisation du
récepteur. Ces deux protéines membranaires pourraient potentiellement, si elles étaient ADP-
ribosylées, présenter de manicre efficace le groupement « ADP-ribose » a la protéine P2X;
avec laquelle elles entretiennent des relations privilégiées. Cette hypothése est d'autant plus
séduisante que des protéines analogues sont effectivement ADP-ribosylées en présence de
NAD a la surface des lymphocytes T de souris. En effet, il a ét¢ démontré par des expériences
d'immuno-précipitation que l'intégrine B-2 (CD18), constituant de I'hétérodimeére LFA-1, ainsi
que la phosphatase CD45 sont toutes deux ADP-ribosylées lorsque les lymphocytes T sont
incubés en présence de NAD (Nemoto, E. ef al., 1996b; Okamoto, S. et al., 1998). 1l serait
intéressant de savoir si, dans les lymphocytes T de souris, ces protéines ADP-ribosylées font
¢galement partie d'un complexe protéique comprenant la protéine P2X; similaire a celui décrit
dans le mod¢le cellulaire HEK-293. L'acces a ces données importantes concernant 1'identité
des protéines qui interagissent avec la protéine P2X; est pour le moment entravé par le

manque d'anticorps susceptibles de reconnaitre et d'immunoprécipiter P2X; chez la souris.
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Des tentatives pour mettre au point de tels anticorps sont actuellement en cours, en
collaboration avec l'équipe de F. Koch-Nolte a Hambourg. De tels outils permettraient
¢galement de vérifier si la protéine P2X; peut elle-méme constituer une cible directe de
I'"ADP-ribosyl transférase. Pour le moment, en se basant sur la séparation bidimensionnelle
des protéines ADP-ribosylées, nos résultats préliminaires semblent indiquer que P2X7; ne

serait pas ADP-ribosyl¢.

1. Le groupement ADP-ribose transféré sur les protéines
membranaires peut-il se comporter comme un agoniste du récepteur

P2X,?

Selon nos hypotheses, le groupement ADP-ribose transféré de maniere covalente sur
certaines protéines membranaires ou sur la protéine P2X; elle-méme serait susceptible
d'accéder au site de reconnaissance du récepteur P2X5 et stimulerait ainsi son activité comme
le ferait I'ATP. Cette hypothése implique, de maniére sous-entendue, que tout ou partie du
groupement « ADP-ribose » porté par l'une des arginines de la protéine modifiée puisse se
comporter comme un agoniste du récepteur P2X;. Nos résultats montrent cependant que ni
I'ADP ni I'ADP-ribose, utilisés a la concentration de 1 mM, ne sont capables de reproduire les
effets obtenus avec le NAD sur les lymphocytes T (Article 1 et 3). Il est également
remarquable que le NAD lui-méme, contenant le groupement « ADP-ribose », ne provoque
aucun effet apparent sur les lymphocytes T des souris ART2.27 et parait donc incapable de
stimuler de maniére directe le récepteur P2X; (Article 3). Cependant, il est important de noter
que sur le plan méthodologique les expériences que nous avons réalisées ne permettent pas
d'évaluer de manicre directe les effets éventuels de ces molécules sur la stimulation sensu
stricto du récepteur P2X; et sur l'ouverture subséquente du canal cationique. Nous avons en
effet mesuré leur capacité a induire I'exposition des phosphatidylsérines a la surface des
lymphocytes en considérant cet événement comme critere de stimulation efficace de ce
récepteur. En d'autres termes, nos résultats ne permettent pas d'exclure un effet agoniste faible
de 1'ADP-ribose ou de I'ADP sur le récepteur P2X; mais montrent cependant que ces

molécules sont incapables, a la concentration de 1 mM, d'induire les événements secondaires
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caractéristiques de la stimulation de ce récepteur par I'ATP, le BzZATP et certains autres
agonistes (Article 2). En revanche, certaines données de la littérature montrent qu'en utilisant
des techniques plus sensibles il est possible de mesurer un effet agoniste faible de 'ADP sur le
récepteur P2X; (Surprenant, A. et al., 1996). La technique employée est basée sur la mesure
des modifications du potentiel membranaire résultant de I'ouverture de canaux ioniques qui,
dans ce cas, refléte directement l'activation du récepteur P2X; (technique d'électrophysiologie
dite de « patch-clamp »). Cette étude réalisée sur les cellules de la lignée HEK-293
transfectées par le géne codant pour ce récepteur, montre que I'ADP, a concentration saturante
(1 a 2 mM), induit une réponse faible qui n'excéde pas 20% de la réponse maximale induite
par I'ATP. Ces résultats suggérent donc que 'ADP possede bel et bien un effet agoniste partiel
sur le récepteur P2X5. Il n'existe en revanche aucune information dans la littérature sur les
effets agonistes éventuels de 'ADP-ribose. Quoi qu'il en soit, les effets méme partiels de
I'ADP nous permettent de proposer que I'ADP-ribosylation fournisse des groupements
« ADP » liés de manicre covalente sur certaines protéines membranaires et susceptibles de
promouvoir l'activation du récepteur P2X;. Si tel est le mécanisme mis en jeu, on peut se
demander comment ce groupement « ADP » formé a partir du NAD parvient a stimuler de
maniére si efficace l'induction de I'exposition des phosphatidylsérines a la surface
membranaire alors que I'ADP soluble, agoniste partiel du récepteur P2X5, en est incapable.
Une autre question se pose: comment expliquer que le NAD stimule indirectement le
récepteur P2X7, par l'intermédiaire de 'ADP-ribosylation des protéines membranaires, a des
concentrations de l'ordre de 1 uM alors que les concentrations d'ATP ou d'ADP nécessaires
pour activer directement ce récepteur sont au moins 100 fois supérieures ? Les éléments de
réponse qui peuvent étre envisagés tiennent, en partie, a la nature covalente de ce groupement
particulier. L'ADP-ribosylation des protéines membranaires fournit, en effet, un groupement
« ADP » lié de maniére covalente et disponible a proximité¢ immédiate du récepteur P2X5. La
concentration apparente de ce groupement chimique peut, dans ces conditions, atteindre des
valeurs locales bien supérieures aux concentrations d'ADP soluble utilisé dans les tests in
vitro. Cette concentration apparente sera d'ailleurs plus importante encore si la protéine P2X;
est elle-méme ADP-ribosylée ou si la protéine annexe qui est ADP-ribosylée interagit avec
elle au sein du complexe multi-protéique qui forme le récepteur P2X7 fonctionnel. Ce premier

point permet probablement de rendre compte du fait que le NAD est actif a des concentrations
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100 fois moins importantes que celles nécessaires a la stimulation du récepteur par 'ATP. En
second lieu, il est possible que le groupement « ADP » 1i¢ de maniere covalente aux protéines
membranaires puisse interagir plus longuement avec le site de reconnaissance des ligands que
ne le ferait I'ADP soluble. Dans le cas des molécules solubles, le temps d'interaction est en
partie déterminé par l'affinit¢ du ligand, c'est a dire par la force des liaisons faibles qui
stabilisent de maniére transitoire le ligand dans le site de reconnaissance. Dans le cas ou le
ligand est li¢ de manicre covalente, 'affinité¢ apparente de l'interaction qui s'établit entre ces
deux partenaires moléculaires peut étre modifiée du fait de la contrainte supplémentaire
exercée par la liaison covalente sur la mobilité du ligand. De plus, dans le cas ou I'ADP-
ribosylation ne concernerait pas la protéine P2X; mais une protéine annexe, toute interaction
entre ces deux protéines serait de nature a stabiliser le groupement ADP ainsi présenté au site
de reconnaissance. Ces facteurs qui contribuent en théorie a la stabilisation de l'interaction
entre le groupement « ADP » et le site de reconnaissance sont susceptibles d'améliorer son
potentiel agoniste. Ces facteurs pourraient ainsi rendre compte de l'efficacité¢ avec laquelle
I'"ADP-ribosylation des protéines membranaires provoque l'exposition des phosphatidylsérines
a la surface membranaire, en apparente contradiction avec l'inactivité de I'ADP ou de 'ADP-

ribose libres.

2. Existe-t-il un second site de fixation des ligands sur le récepteur

P2X,?

Les protéines de type P2X possédent seulement 2 domaines trans-membranaires ce qui
ne leur permet pas, en tant que monomeres, de former un canal ionique. L'association de trois
de ces protéines semble nécessaire a la formation d'un récepteur P2X fonctionnel (Nicke, A.
et al., 1998). Chacune des protéines P2X formerait ainsi I'une des trois sous unités du
récepteur. Cet ensemble homotrimérique posseéderait donc plusieurs sites de reconnaissance
des ligands. Une ¢tude récente suggere que le récepteur P2X; posséde deux sites d'activation,
fonctionnellement différents, dont le K4 pour 'ATP différe d'un facteur 50 (Klapperstuck, M.

et al., 2001). L'hypothese la plus simple pour rendre compte de cette observation consisterait
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a envisager l'existence sur chacune des sous-unité de deux sites indépendants présentant
chacun une affinité différente pour I'ATP. Cependant, cette n'étude n'exclut pas I'éventualité
que le site de faible affinité découle d'un changement conformationnel d'un seul et méme site.
Dans ce cas, la fixation de I'ATP sur l'un des sites de 'homotrimeére induirait un changement
conformationnel de nature a affecter l'affinité pour I'ATP des sites voisins (régulation
allostérique négative). Une autre étude plus récente montre que le pré-traitement du récepteur
P2X7 par I'ATP pendant 10 secondes stimule fortement la sensibilité du récepteur pour I'ADP
(Chakfe, Y. et al., 2002). La sensibilisation par une dose unique et bréve d'ATP (0,1 a 1 mM
pendant 10 sec) permet d'obtenir une réponse secondaire avec 'ADP pouvant atteindre 85%
de la réponse maximale obtenue avec I'ATP. Le temps pendant lequel le récepteur demeure
significativement sensibilisé a été estimé par ces auteurs aux alentours de 3 min. Cependant,
la formation d'un large pore membranaire normalement engendré lors d'une stimulation
soutenue des récepteurs par 'ATP ne semble pas pouvoir étre reproduite par 'ADP, méme si
les récepteurs ont préalablement ¢été sensibilisés par I'ATP. Quel que soit I'état de sensibilité

du récepteur, la réponse a ' ATP reste donc différente de la réponse induite par ' ADP.

Dans notre modé¢le, nous montrons que le récepteur P2X; peut aussi bien étre activé
par I'ATP que par 1'ADP-ribosylation des protéines membranaires. Compte tenu de la
différence entre les groupements chimiques qui activent le récepteur dans ces deux situations,
la question du nombre de sites distincts présents sur ce récepteur peut légitimement Etre
reposée. En s'inspirant de 1'é¢tude précédemment citée, nous avons testé si le NAD, utilis¢ a
des doses sub-optimales, était capable de sensibiliser le récepteur vis a vis de la réponse a
I'ATP et inversement. Nos résultats n'ont montré aucune synergie apparente entres ces deux
voies qui paraissent complétement indépendantes (résultats non publiés). Cependant, la
méthode que nous avons employée repose 1a encore sur la mesure indirecte de l'induction de
I'exposition des phosphatidyl-sérines a la surface des cellules conséquente a l'activation
soutenue des récepteurs P2X;. Une méthode de mesure plus directe de I'activité du récepteur,
en électrophysiologie par exemple, serait plus appropriée pour examiner ces hypothéses. Un
autre de nos résultats suggere une indépendance entre les deux voies d'activation du récepteur.
L'etheno-ADP-ribosylation des protéines membranaires loin d'induire l'apoptose des

lymphocytes protege des effets du NAD (Article 3). Malgré l'inhibition ainsi exercée sur
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l'activation du récepteur P2X5 par la voie du NAD, ce traitement est sans effet sur la voie de
I'ATP (résultats non publié¢s). L'étheno-ADP-ribosylation ne semble donc pas entraver 1'acces
de I'ATP au site de liaison. Dans le cas ou le récepteur P2X; serait lui-méme ADP-ribosylé a
proximité¢ d'un site unique de reconnaissance des ligands, on aurait du s'attendre a ce que
l'etheno-ADP-ribosylation limite 1'accessibilité de ce site a I'ATP soluble. Ces observations
militeraient plutdt en faveur de la présence d'un second site indépendant. Toutefois, ne
sachant si I'ADP-ribosylation concerne directement ce récepteur ou une protéine annexe, il
reste difficile de privilégier cette hypothése. Enfin, le dernier argument que nous présenterons
ici concerne '0ATP. Cet analogue de I'ATP inhibe la fonction du récepteur en se liant de
manicre irréversible au site de reconnaissance du récepteur (North, R.A. et al., 2000). Le pré-
traitement avec cet antagoniste inhibe 1'exposition des phosphatidyl-sérines et la formation du
pore membranaire induite tant par ' ATP que par le NAD (Article 3 et résultats non publiés).
Ce point constitue d'ailleurs 1'un des arguments forts démontrant 1'implication du récepteur
P2X7 dans les effets du NAD. Cette observation est difficilement conciliable avec 1'hypothése
de I'existence de deux sites distincts sur le récepteur dont l'un serait plutdt sensible a la « voie
de I'ATP » et lautre a la «voie du NAD ». Cependant cette éventualité ne peut étre
définitivement écartée car il reste possible que I'cATP puisse indifféremment se loger dans

ces deux sites potentiels.

Ces quelques ¢léments illustrent la complexité des mécanismes régulant l'activité du
récepteur P2X;. Une meilleure compréhension de la dynamique de ce récepteur nécessiterait
certainement une meilleure connaissance de sa stocchiométrie, la détermination du nombre de
sites de liaison aux ligands portés par le complexe fonctionnel et surtout l'étude des

mécanismes régulant sa sensibilisation et sa désensibilisation.
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3. Les implications de la mutation P451L sur le fonctionnement du

récepteur P2X;

Nous avons montré qu'une mutation ponctuelle P451L du récepteur P2X; affecte chez
C56BL/6 la réponse a I'ATP. Les lymphocytes T des souris C57BL/6 répondent plus
faiblement a I'ATP tant en terme de génération d'un influx calcique, que de la stimulation de
la formation du pore membranaire ou de I'induction de I'exposition des phosphatidylsérines a
la surface cellulaire (Article 2). Cette mutation est située dans la partie cytoplasmique du
récepteur P2X; connue pour participer a la transduction des signaux et a la formation du large
pore membranaire suite a la stimulation prolongée du récepteur par I'ATP (Surprenant, A. et
al., 1996). De plus, cette mutation se trouve dans une région qui interagit vraisemblablement
avec certaines protéines cytoplasmiques. Des homologies existent en effet entre cette région
de la protéine et le domaine engagé dans le recrutement des protéines effectrices impliquées
dans l'apoptose en aval du récepteur au TNF (TNFRI death domain). Cette région
cytoplasmique contient aussi une séquence homologue a celle connue pour interagir avec les
domaines de type SH3 présente dans la protéine SH3BP1 (Article 2 et (Denlinger, L.C. et al.,
2001)). La proline en position 451 est conservée dans chacune de ces régions homologues
ainsi que dans la séquence des protéines P2X; orthologues de 'Homme et du rat. Ceci nous
incite a postuler que cette proline en position 451 est importante pour la conformation de cette
région et/ou qu'elle est impliquée dans l'interaction avec des protéines cytoplasmiques
possédant un domaine SH3. Les études protéomiques ont permis de caractériser 11 protéines
complexées a la protéine P2X; dans la lignée cellulaire HEK-293 transfectée par le gene du
P2X; de rat (Kim, M. et al, 2001). Deux d'entres elles, les protéines PI4K et MAGuK
possédent un domaine SH3 et sont susceptibles d'interagir avec la région cytoplasmique de la
protéine P2X; autour de la position 451. Il serait donc intéressant de vérifier si des protéines
analogues interagissent avec la protéine P2X; dans les lymphocytes T murins. La
comparaison entre les données obtenues chez C57BL/6 et BALB/c permettrait également de
controler si I'une ou l'autre de ces protéines n'interagit plus avec le récepteur muté. Cette
approche permettrait ainsi d'identifier I'une des protéines qui participe a la génération des

nombreux signaux en aval du récepteur P2X; et/ou a la stabilisation du vaste complexe
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protéique. De telles informations pourraient permettre de mieux comprendre le

fonctionnement de ce récepteur aux effets multiples.

Certaines données de la littérature montrent des différences fonctionnelles importantes
entre le récepteur P2X; de souris et ceux de I'Homme ou du rat (Hibell, A.D. et al., 2000;
Hibell, A.D. et al., 2001). La découverte de la mutation P451L et de ses conséquences
fonctionnelles permet de reconsidérer ces études sous un jour nouveau. En effet, nombres de
ces travaux ont ¢été menés sur des cellules transfectées par un géne qui porte la mutation
P451L (Chessell, I.P. et al., 1998; Hibell, A.D. et al., 2000; Hibell, A.D. et al., 2001). Une
réévaluation de la fonctionnalité du récepteur murin normal et sa comparaison avec les
récepteurs exprimés chez 'Homme et le rat semble donc nécessaire. Il est probable que
certaines différences entre especes subsisteront car les récepteurs orthologues ne présentent
que 80 a 85% d'homologie entre eux. Ces différences dans la séquence primaire peuvent
notamment rendre compte des sensibilités inégales aux agonistes et aux antagonistes qui ont
¢été observées (Rassendren, F. et al., 1997). Cependant, d'aprés nos observations relatives aux
effets de la mutation P451L, il est vraisemblable que le récepteur murin normal soit plus
proche de celui des autres espéces que ce qu'il a été rapporté jusqu'a présent. Dans ce cas,
I'¢tude des fonctions de ce récepteur dans le modele plus accessible de la souris garderait une
certaine justification. Nos observations suggerent ¢galement de réévaluer le phénotype des
souris dont le géne P2X5 a été invalidé par recombinaison homologue. En effet, ces souris
sont maintenues sur un fond génétique C56BL/6 ou DBA/2 dont nous savons qu'ils portent la
mutation P451L. De ce fait, les effets de l'invalidation du geéne sont probablement sous
estimés chez les souris déficientes puisque leur phénotype est comparé a celui de parents
porteurs de la mutation P451L affectant la fonctionnalité du récepteur (Sikora, A. ef al., 1999;

Solle, M. et al., 2001).

Il est par ailleurs important de souligner que la mutation P451L affecte non seulement
la sensibilité a I'ATP mais aussi celle du récepteur P2X; au NAD. En effet, les lymphocytes T
issus de souris C57BL/6 sont résistants a I'apoptose induite par le NAD (Article 1 et 3). Cette

observation confirme en soi l'implication du récepteur P2X; dans les effets du NAD. 1l est
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cependant intéressant de noter que les effets de la mutation P451L sont plus prononcés dans la
voie du NAD que dans celle de 'ATP. La réponse calcique du récepteur muté a I'ATP ne
représente que 30 a 40 % de celle du récepteur normal, mais reste détectable. En revanche, la
réponse induite par le NAD sur les lymphocytes T de C57BL/6 est a peine distinguable du
bruit de fond (Article 1 et Article 3). Les causes de cette différence ne sont pas claires.
Cependant, il est possible d'imaginer qu'elle tienne a une plus faible efficacité de stimulation
du récepteur P2X; par la voie du NAD, comme nous l'avons suggéré précédemment, méme si
cette stimulation intervient a des doses plus faibles qu'avec 'ATP. Ainsi, la mutation pourrait
avoir un effet plus marqué sur l'activation du récepteur par des agonistes partiels. Cette
interprétation est soutenue par I'absence de réponse aux agonistes faibles que sont le 3,y-ATP
et le MeSATP chez la souris C57BL/6 (Article 2). Il reste toutefois possible que d'autres

facteurs inconnus influencent la réponse au NAD chez C57BL/6.

4. Comparaison des voies d'activation de P2X; par le NAD et I'ATP

L'incubation des lymphocytes T avec le NAD ou avec I'ATP n'engendre pas des effets
complétement superposables. Bien que ces deux voies convergent vers la stimulation du
récepteur P2X, la réponse biologique difféere quelque peu et semble refléter un niveau de
stimulation du récepteur plus faible lorsqu'il s'agit du NAD. En effet, en prenant la formation
du pore membranaire (mesurée par l'incorporation de la molécule YO-PRO-1) comme critere
d'activation soutenue du récepteur P2Xj5, il apparait qu'a saturation, le NAD induit un effet
significativement plus faible que I'ATP (Article 3). La permissivité au YO-PRO-1 induite par
I'ATP est d'ailleurs elle-méme moins importante que celle engendrée par le BZATP, molécule
synthétique dont le potentiel agoniste est supérieur a celui de I'ATP. La situation est analogue
en ce qui concerne 1'induction d'un flux calcique. De méme, si I'on compare la toxicité induite
par ces molécules, mesurée par l'incorporation de l'iodure de propidium, il apparait 1a encore
que les effets du NAD sont moins prononcés que ceux de I'ATP. L'incubation des
lymphocytes T avec une concentration saturante d'ATP induit une toxicité qui affecte

I'ensemble des cellules dans les 30 min qui suivent l'incubation. En revanche, la toxicité
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induite par le NAD apres 30 min d'incubation n'affecte guere plus de 20% des lymphocytes T
qui y sont sensibles (Article 3). Les lymphocytes T traités par le NAD demeurent plus
longuement dans un état qui peut étre considéré comme intermédiaire ou les cellules exposent
a la surface cellulaire leur phosphatidyl-sérine, détectable par I'annexinV, sans incorporer
l'iodure de propidium. Sur ces critéres, la stimulation du récepteur par I'ADP-ribosylation des
protéines membranaires parait donc moins intense que celle engendrée par I'ATP. 11 serait
sans doute intéressant de valider cette conclusion en électrophysiologie. Cette conclusion, si
elle se vérifiait, serait en accord avec l'hypothése précédemment énoncée selon laquelle le
récepteur P2X; serait activé, dans la voie du NAD, par le groupement « ADP » fourni par
I'ADP-ribosylation des protéines membranaires. L'ADP, agoniste partiel de ce récepteur,
demeurerait incapable de reproduire les effets obtenus avec de meilleurs agonistes et cela
méme lorsque ce groupement se trouverait li¢é de maniére covalente a la surface membranaire.
Cependant, malgré son efficacité plus faible, la signalisation passant par le NAD devrait
perdurer dans le temps du fait de la nature covalente de I'ADP-ribosylation. Nos résultats sont
en accord avec cette idée puisque l'incubation des lymphocytes T avec du NAD pendant
seulement 5 min induit une exposition des phosphatidylsérines a la surface membranaire qui
perdure pendant au moins les 200 premicres minutes aprés élimination du NAD (Article 3). A
cet égard, il n'est pas inutile de rappeler que des phospho-diesterases semblent également
présentes a la surface. Ces enzymes enlévent rapidement des groupements ADP ou AMP sur
une partie des protéines ADP-ribosylés, ne laissant que des groupements arginine-ribose ou
arginine-phosphoribose qui ne peuvent probablement pas intervenir directement dans
l'activation du récepteur P2X; (Kahl, S. ef al., 2000; Nemoto, E. et al., 1996a). Il est donc
remarquable de constater que la signalisation initiée par le NAD perdure malgré l'existence de
ces phospho-diesterases. Ceci est en accord avec le fait que certaines protéines, telle que la
chaine a de la molécule d'adhésion LFA-1, demeurent ADP-ribosylées 6h apres le retrait du
NAD (Nemoto, E. et al., 1996b). En revanche, l'exposition des groupements PS induite par
I'ATP dans les mémes conditions se résorbe complétement dans les 60 minutes qui suivent le
retrait de ce composé. En d'autres termes, contrairement a I'ATP un contact bref avec le NAD

induit une exposition irréversible des phosphatidylsérines a la surface cellulaire.
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Les effets transitoires induit par I'ATP avaient d'ailleurs été auparavant observés sur
des lignées de macrophages (MacKenzie, A. et al., 2001). Dans ce mode¢le, les auteurs avaient
montré que la stimulation bréve du récepteur P2X; induit la libération de microvésicules
membranaires (« blebbing ») et participent a la sécrétion de 1'IL-1P qui est dépourvue de
signal d'adressage vers les voies de sécrétion classiques. Cette ¢tude suggérait aussi que
l'apparition des groupements phosphatidylsérines a la surface cellulaire témoigne de la
réorganisation active du cytosquelette plutét que de l'engagement vers un processus
d'apoptose. Ces observations relancent la question de la signification biologique de
l'apparition des phosphatidylsérines considérée peut étre a tort comme un marqueur de
I'engagement cellulaire vers un processus apoptotique. Les effets réversibles de 1'ATP
suggerent que la perte de I'asymétrie membranaire détectable par 1'annexinV ne constitue
vraisemblablement pas une étape décisive conduisant irrévocablement a la mort cellulaire.
Une étude récente a d'ailleurs suggéré que la perte de l'asymétrie membranaire précede
I'engagement définitif vers I'apoptose (Hammill, A.K. et al, 1999). Dans ce contexte, la
question se pose de savoir si le NAD induit réellement un processus que l'on peut qualifier
d'apoptose. Cette question est d'autant plus pertinente que la perte de I'asymétrie membranaire
induite par le NAD ne suit pas la cinétique classique observée dans les processus
apoptotiques. En effet, l'induction de la mort cellulaire programmée par des signaux bien
caractérisés tels que celui passant par la voie du récepteur FAS, ne provoque l'exposition des
phosphatidylsérines que 6 h aprés l'engagement de ce récepteur (Ju, S.T. et al., 1999;
Krammer, P.H., 2000). Ce délai contraste avec la rapidité¢ (5Smin) avec laquelle ce méme
processus est induit par le NAD (Article 3). Toutefois, malgré la difficulté a interpréter la
signification biologique de la perte de I'asymétriec membranaire, une toxicité est
indéniablement engendrée des 90 minutes apres 1'ajout de NAD. D'autre part, I'utilisation de la
technique TUNEL a permis de déceler une fragmentation de I'ADN, caractéristique de
l'apoptose, 6 heures apres I'addition du NAD (Article 1). Globalement ces résultats suggerent
que la toxicité induite par le NAD implique bel et bien un processus apoptotique méme si la
signification biologique de l'exposition des phosphatidylsérines a la surface cellulaire
demeure controversée. L'existence d'un récepteur spécifique des phosphatidylsérines facilitant
la phagocytose des cellules qui exposent ces phospholipides a leur surface a été récemment

mise en évidence sur les macrophages (Fadok, V.A. et al., 2000; Fadok, V.A. et al., 1992). Ce
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mécanisme laisse présager que dans un contexte physiologique les lymphocytes T rencontrant
des concentrations de NAD supérieures au micro-molaire soient rapidement détectés par les
macrophages. Dans ce cas, il serait possible que ces lymphocytes meurent phagocytés par les

macrophages plutot que d'apoptose.

5. Les sources et les concentrations de NAD in vivo

Nos observations montrent que le NAD induit la mort des lymphocytes T murins en
activant le récepteur P2X;. L'étude de la sensibilité au NAD des lymphocytes T au cours des
différentes étapes de leur différenciation a permis de découvrir que seuls les lymphocytes T
matures et quiescents sont affectés par la présence du NAD (Article 4). Les lymphocytes T
thymiques immatures et les lymphocytes T périphériques ayant été activés sont insensibles a
ses effets (Article 4 et résultats non publiés). La découverte de cette nouvelle voie de
régulation de l'activité des lymphocytes T naifs souleéve la question de son réle physiologique.
Toutefois, le NAD ne peut avoir un role in vivo qu'a la condition que des concentrations au
moins égales au micro-molaire puissent étre localement atteintes. Dans le sérum, le NAD est
présent a une concentration faible de l'ordre de 0.1 uM (Kim, U.H. et al., 1993). Cependant,
les concentrations intracellulaires sont environ 10 000 fois supérieures et peuvent étre libérées
au voisinage de cellules lésées. Cette hypotheése a été testée dans le modele inflammatoire
induit par l'injection de billes de polyacrylamides (Stiffel, C. et al., 1990). Dans ce modéle,
nous avons pu montrer que des concentrations de 10 uM peuvent étre atteintes 12h apres
l'injection de ce Biogel (manuscrit en préparation). Une concentration comprise entre 1 et 3
uM se maintient ensuite pendant encore 4 jours avant de s'affaiblir progressivement du fait de
l'arrivée des macrophages qui expriment la NAD-glycohydrolase CD38. Ces résultats
montrent pour la premicre fois que des concentrations de NAD supérieures au micro-molaire
peuvent effectivement €tre atteintes dans un contexte physiologique autour de cellules 1ésées.
Toutefois, pour imaginer que le NAD puisse réguler l'activité des lymphocytes T in vivo, il est
nécessaire que ces cellules se trouvent dans l'environnement immédiat de la 1ésion ou la
concentration de NAD peut atteindre des valeurs suffisantes. Dans ce mode¢le inflammatoire,

trés peu de lymphocytes T sont détectés dans le site inflammatoire apreés 48 h. L'une des
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hypothéses qu'il est possible d'avancer, est que la concentration ¢élevée de NAD présente
durant le développement de l'inflammation empéche 'accumulation des lymphocytes T en
favorisant leur mort par apoptose. Cependant, les expériences préliminaires que nous avons
menées sur les souris dont les génes codant pour 'ART2.1 et 'ART2.2 ont été invalidés ne
corroborent pas cette hypothése. En effet, bien que les lymphocytes T issus de ces souris
soient résistants a l'apoptose induite par le NAD, aucune augmentation significative de la
quantit¢ de cellules T dans le site inflammatoire n'a pu étre mesurée. Dans ce modele
d'inflammation aigué, qui, rappelons le, est immunologiquement neutre, il semble plutot que
les cellules T ne soient pas recrutées en nombre important au site inflammatoire. Des
expériences complémentaires devraient nous permettre de vérifier si, chez les souris
déficientes, une accumulation plus importante de cellules T est visible dans une situation

d'inflammation chronique aprés introduction d'un antigéne ou d'une bactérie.

6. Relation entre les ART?2 et les maladies autoimmunes

Les premieres indications sur le role des ART2 in vivo ont été initialement fournies par
I'¢tude de rats spontanément atteints d'un diabete insulino-dépendant. La comparaison
systématique de cette lignée génétiquement prédisposée au diabeéte avec une lignée dérivée
résistante a permis de montrer des différences importantes dans le niveau d'expression de
I'ART?2 sur les lymphocytes T. La lignée prédisposée se caractérise par 1'absence quasi totale
de lymphocytes T exprimant 'ART2 alors que 70% des lymphocytes expriment cette enzyme
chez les rats normaux (Greiner, D.L. ef al., 1987; Haag, F. et al., 1993). Les auteurs de ces
¢tudes avaient proposé l'existence d'une relation entre 'expression de cette enzyme sur les
lymphocytes T et la prédisposition a cette maladie autoimmune. Cette hypothése a, par la
suite, également ét€¢ mise en avant dans le modéele de la souris NOD, elle aussi déficiente dans
l'expression des ART2 (Ablamunits, V. ef al., 2001; Prochazka, M. et al., 1991). Enfin, chez
les souris (NZWxXNZB)F1 considérées comme un modele murin du lupus érythémateux, le
niveau d'expression des ART2 lymphocytaires est également anormalement bas (Koch-Nolte,

F. et al., 1995). Dans ce mode¢le, il a été proposé que le défaut d'expression des ART2,
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transmis par le parent NZW, amplifie la prédisposition génétique aux maladies autoimmunes
du parent NZB qui produit spontanément divers anticorps auto-réactifs. Ainsi, bien que dans
tous ces modeles d'autres facteurs génétiques participent assurément a la prédisposition,

I'absence des ART2 semble contribuer au développement de 'auto-immunité.

Dans ce contexte, et sur la base de nos observations in vitro sur les effets du NAD au
travers de I'ART2.2, nous avons suggéré que le NAD participe a la prévention des maladies
autoimmunes et au maintien de la tolérance périphérique. Le NAD, comme on I'a vu, n'affecte
que les lymphocytes T quiescents et reste sans effets sur les lymphocytes activés. Nous
proposons donc que le NAD libéré dans le site inflammatoire, propice a la stimulation de
cellules auto-réactives, puisse prévenir l'activation des cellules T naives. Seuls les
lymphocytes T activés dans les ganglions lymphatiques drainant le site inflammatoire
seraient, selon notre hypothése, capables de subsister dans ce site apres avoir perdus les ART2
du fait de l'activation de métallo-protéases. Ce modele permettrait de rendre compte de la
relation qui semble exister entre le défaut des ART2 et la susceptibilit¢ aux maladies
autoimmunes. Toutefois, les études préliminaires sur les souris dont les génes codant pour
I'ART2.1 et 'ART2.2 ont été invalidés ne montrent aucune progression spontanée vers une
quelconque pathologie autoimmune (Ohlrogge, W. ef al., 2002). Le défaut de ces enzymes ne
constitue vraisemblablement pas un facteur de progression spontané vers ce type de
pathologie dans les conditions standard d'é¢levage de ces animaux. Notre hypothése suggere
que le NAD ne participerait qu'a la prévention de cette progression lorsque s'installent des
conditions propices a 'auto-réactivité telles que les situations inflammatoires. Elle pourra étre
testée dans différents modeles comme 'EAE, 1'arthrite induite par le collagéne ou la myosite
inflammatoire (Constantinescu, C.S. ef al., 1998; Durie, F.H. et al., 1994; Nagaraju, K. et al.,
2002; Swanborg, R.H., 1995) en comparant la pathologie induite chez des souris ART2 ou

P2X7 Ko a celle de leurs homologues normales.
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7. Le role des ART sur d'autres cellules du syst¢éme immunitaire

L'ADP-ribosylation des protéines membranaires par l'intermédiaire de I'ART2.2 conduit
d'apres nos résultats a la stimulation du récepteur P2X5. A l'instar des lymphocytes T, d'autres
cellules du systéme immunitaire expriment a la fois le récepteur P2X; et une ADP-ribosyl
transférase. C'est le cas par exemple des macrophages humains qui expriment le récepteur
P2X7 et qui, aprés activation, expriment I'ART3 et I'ART4 (Grahnert, A. et al, 2002;
Gudipaty, L. et al., 2001). C'est peut-Etre aussi le cas des neutrophiles qui chez I'Homme
expriment I'ART1, dont I'activité est comparable a I'ART2.2, et qui expriment également le
récepteur P2X; (Donnelly, L.E. ef al., 1996; Kefalas, P. ef al., 1998; Suh, B.C. et al., 2001).
L'expression de ce couple moléculaire laisse entrevoir la possibilité d'une activation du
récepteur P2X; par la voie du NAD dans d'autres types cellulaires que les lymphocytes T et
surtout, chez I'Homme. Des études devront étre menées pour vérifier cette hypothése. Dans le
cas des neutrophiles humains, la stimulation du récepteur P2X; par I'ATP semble intervenir
dans le processus d'activation et la génération de molécules oxydées (« burst » oxydatif) qui
participe aux mécanismes de défense contre les pathogeénes. Si le NAD pouvait également
stimuler cette voie d'activation, sa libération par des cellules 1ésées par des pathogenes
pourrait participer a I'amplification de la réponse inflammatoire et & la mise en place des

mécanismes de défense.

Dans le cas des macrophages, la stimulation prolongée du récepteur P2X; par I'ATP
conduit comme sur les lymphocytes T a la mort de ces cellules (Di Virgilio, F. et al., 2001).
Cependant, de nombreuses ¢tudes montrent que cette voie présente un intérét tout particulier
dans la lutte contre les pathogénes intracellulaires. En effet, la stimulation du récepteur P2X;
par I'ATP conduit, parallélement a la mort du macrophage, a celle des pathogeénes
intracellulaires qui perdent ainsi leur pouvoir infectieux. Ce phénomeéne est aujourd'hui bien
documenté¢ dans le modele de l'infection des macrophages par différentes especes de
Mycobacterium sans que le mécanisme précis mis en jeu ne soit encore établi (Clemens, D.L.
et al., 1995; Fairbairn, I.P. et al., 2001; Kusner, D.J. et al., 2001; Lammas, D.A. et al., 1997).

Il serait intéressant de tester si le NAD est capable de stimuler le récepteur P2X; sur les
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macrophages et de reproduire les effets de 'ATP. La voie du NAD offrirait un avantage par
rapport a celle de I'ATP dont la concentration doit atteindre des valeurs supérieures au
millimolaire pour stimuler le récepteur. De telles valeurs semblent peu compatibles avec les
situations physiologiques car de nombreuses ATPases participent a une dégradation tres
rapide de 1'ATP libéré dans le compartiment extracellulaire. Le NAD est actif a des
concentrations bien plus faibles dont nous avons montré qu'elles sont compatibles avec les
situations physiologiques. Si cette hypothése se vérifiait, la voie du NAD offrirait a ces

observations une pertinence physiologique qui manque pour le moment a la voie de I'ATP.

8. L'ADP-ribosylation des protéines membranaires peut-elle stimuler

d'autres récepteurs de la famille P2X ?

Certains tissus expriment des ADP-ribosyltransferases mais n'expriment pas le récepteur
P2X;. C'est le cas, par exemple, des cellules de muscle squelettique ou des cardiomyocytes.
Ces cellules expriment I'ART1 aussi bien chez I'Homme que chez la souris (Glowacki, G. et
al., 2002) ainsi que d'autres récepteurs P2X, comme les récepteurs P2X; et P2Xs (North, R.A.,
2002). La question se pose de savoir si, dans ces tissus, 'ADP-ribosylation des protéines
membranaires est capable de stimuler ces autres récepteurs sensibles a 'ATP et a 'ADP
appartenant a la méme famille que P2X5. Cette possibilité étendrait le mécanisme décrit ici a
la surface des lymphocytes T murins a d'autres tissus et permettrait en particulier chez
I'Homme de proposer des fonctions aux différentes ART (ART1, ART3, ART4 et ARTS).
D'un point de vue pharmacologique, cette perspective permettrait également de développer de
nouvelles molécules analogues du NAD et substrats des ART susceptibles de moduler
l'activité¢ des récepteurs P2X. L'intérét de telles molécules résiderait dans leur spécificité
d'action puisqu'elles ne seraient actives que sur les cellules exprimant les ART et les

récepteurs P2X. Comme dans le travail rapporté ici, leur efficacité offerte par leur
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incorporation covalente a la surface membranaire a proximité immédiate des récepteurs P2X
pourrait étre accrue. Un brevet protégeant l'utilisation thérapeutique d'analogues du NAD
susceptibles de se comporter comme des agonistes ou des antagonistes des récepteurs P2 a été
déposé par notre laboratoire en collaboration avec 1'équipe du Pr. Koch-Nolte aux noms de
I'université Paris7 et de l'université de Hambourg (Adriouch, S., F. Haag , F. Koch-Nolte et
M. Seman., 2002).

9. Les fonctions des ADP-ribosyl transférases chez 'Homme

Le mécanisme décrit dans ce mémoire dans le modele murin et impliquant 'ART2.2 et le
récepteur P2X5;, n'est pas directement transposable a 1'Homme chez qui I'4RT2 est un
pseudogene non fonctionnel (Haag, F. et al., 1994). Aussi, les lymphocytes T humains ne
montrent aucune activit¢ ADP-ribosyl transférase détectable a leur surface (résultats non
publiés). Les lymphocytes T de 'Homme ne semblent donc pas pouvoir étre soumis a une
régulation par ces enzymes a moins que des ADP-ribosyl transférase présentes dans leur
environnement immédiat puissent agir en trans sur leurs protéines membranaires. Les
neutrophiles humains expriment par exemple 'ART1 dont I'activité est comparable a l'activité
de I'ART2.2 murine (Donnelly, L.E. et al., 1996; Kefalas, P. et al., 1998). Il peut étre
envisagé que I'ART1 exprimée a la surface de ces neutrophiles puisse ADP-ribosyler les
protéines membranaires des lymphocytes T lorsque ces deux types cellulaires se rencontre
dans le site inflammatoire. Alternativement, d'autres cellules de l'environnement
inflammatoire sont susceptibles d'exprimer des ADP-ribosyl transférases. C'est le cas
notamment des macrophages activés qui expriment I'ART3 et I'ART4 (Grahnert, A. ef al.,
2002). C'est aussi le cas des cellules épithéliales activées qui sont vraisemblablement dotées
d'une activit¢ ADP-ribosyl transférase. Il a en effet ét€ montré trés récemment que le peptide

HNP-1 appartenant a la famille des défensines est ADP-ribosylé¢ dans l'environnement
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inflammatoire par les enzymes exprimées sur les cellules de 1'épithélium respiratoire et/ou par
les enzymes portées par les cellules inflammatoires (Paone, G. et al, 2002). L'ADP-
ribosylation de ce peptide régule son activité biologique en diminuant son effet cytotoxique
tout en conservant son activité chimio-attractive. Ces observations confirment la possibilité
d'ADP-ribosyler d'autres protéines que celles exprimées en cis sur la membrane a proximité
immédiate de l'enzyme. L'ADP-ribosylation des protéines en frans étend considérablement le
champ d'action de ces enzymes et permet d'envisager la régulation de l'activité des cellules
environnantes et/ou des cytokines et chimiokines sécrétées par celles-ci. Dans cette étude, I'un
des faits les plus intéressants est que le peptide HNP-1 est détecté sous sa forme ADP-
ribosylé seulement dans les lavages broncho-alvéolaires des fumeurs. Ces résultats montrent
donc que du NAD et des ADP-ribosyl transférases sont également présents in vivo dans les

situations inflammatoires chez I'Homme.
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