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« L’esprit humain traite une nouvelle idée de laaménaniere que son corps
le ferait d’'une protéine étrange; il la rejette.»

Sir Peter Medawar



AVANT-PROPOS
Le récepteur P2X7, qui est 'un des sept membresadamille des récepteur

canaux P2X, se caractérise par une faible affmitTP le rendant sensible uniquement a
de fortes concentrations en ATP €150 uM), une inaptitude a se désensibiliser et une
longue partie C-terminale. Tout comme les autrésepteurs P2X, l'activation du
récepteur P2X7 induit un influx calcique et un efflde potassium. La particularité du
récepteur P2X7, ainsi que des récepteurs P2X2 X4 Rkt sa capacité a former un pore
perméable aux molécules de taille comprise entBee4®00 Da selon le type cellulaire. |l
est principalement exprimé sur les cellules imnaires dans lesquelles il est impliqué
dans des fonctions essentielles comme I'activati@mrolifération et la mort cellulaire.
Son activation entraine la dégranulation des mgi#eet la maturation et la sécrétion de
'IL-1 B par les macrophages et les cellules dendritiguasstimulation du récepteur P2X7
induit I'activation des métalloprotéases resporesmlu clivage de protéines membranaires
comme la L-sélectine (ou CD62L) impliguée dans tanimg des leucocytes et par
conséquent leur extravasation a travers I'endatiréliasculaire. Dans les lymphocytes T,
influx calcique induit par 'ATP entraine la tralocation du facteur de transcription
NFAT (ou Nuclear Factor of Activated T-ce)lsdans le noyau ce qui déclenche la
transcription du gene de I'lL-2 et par conséquanpriolifération des lymphocytes T. Une
activation prolongée par I'ATP peut induire la meoetlulaire.

Notre équipe a récemment montré que les lymphscyie effecteurs pré-
apoptotiques, caractérisés par l'expression deftirsne B220 (ou CD45RABC) de la
tyrosine phosphatase de membrane CD45, perdempréssion membranaire du récepteur
P2X7 ce qui entraine une résistance a I'activatianl’ATP. En revanche, peu est connu
sur la sensibilité a I'ATP des lymphocytes T auxdsts d’activation antérieurs. Qui plus
est, des résultats contradictoires ont été publiés.

L’objectif de ce travail de these était donc dléea et de comparer la sensibilité a
'ATP des sous-populations de lymphocytes T auxédehts stades d’activation et de
différentiation (naif, récemment active, effectéumémoires) et cela aussi bien dans les
lymphocytes T conventionnels que régulateurs (FOxpPour ce faire, jai privilégié la
technique de cytométrie en flux pour principalemdatix raisons : la premiéere étant la
possibilité d’étudier les différentes sous-popuolasi de lymphocytes T grace a I'utilisation
simultanée de plusieurs anticorps dirigés contf&réints marqueurs d’activation et de
différentiation ; la deuxiéeme était la possibild&tudier, par des anticorps ou bien des
sondes fluorescentes, les activités cellulairesiiadpar le récepteur P2X7 dans une sous-
population de lymphocyte T a un stade donné d’atibm ou de différenciation.

Ce travalil a révélé une caractéristique resté&gpugiga inconnue du récepteur P2X7,
a savoir que, contrairement a ce qui a été affipaé plusieurs groupes, les activités
cellulaires du récepteur P2X7 ne sont pas toutésutges dés que le récepteur P2X7 est
activé, mais qu’'elles sont dissociées et que Igéction dépend du stade d’activation ou
de différentiation du lymphocyte T.
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INTRODUCTION
Le systeme immunitaire est constamment exposé &igaaux de danger, qui sont

définis comme les éléments, d’origine infectieusenon, potentiellement déléteres pour
'héte. L'ATP lorsqu’il passe dans le compartimentracellulaire est considéré comme
un tel signal. L’ATP extracellulaire, ainsi ques leucléotides ADP, UTP ou UDP, jouent
un réle clé dans de nombreuses fonctions physiglegi en activant différentes familles de
récepteurs purinergiques P2 dont le récepteur P2&&lui-ci est exprimé sur toutes les
cellules immunitaires et joue un réle important & fbis dans leur activation, leur
prolifération et la sécrétion des médiateurs inflatoires [1]. L'ATP se trouve en forte
concentration dans le compartiment intracellul@d@& 10 mM) alors que sa concentration
extracellulaire est tres faible (400 a 700 nM). n®aertains types cellulaires (neurones,
plaquettes), il est concentré au niveau de véscslecrétoires. Cette différence de
concentration d’ATP entre les deux compartimentsiae a son hydrolyse séquentielle en
ADP, puis en AMP et finalement en adénosine paredes-nucléotidases @eto-ATPases
exprimées a la surface cellulaire [2, Bours, 20869%. L'ATP peut étre libérée par
exocytose dans l'espace synaptigue en méme tengpdeguneuromédiateurs comme les
catécholamines. Dans un contexte inflammatoifeT P se trouve libéré en forte quantité
dans le milieu extracellulaire suite a des altéreti cellulaires, en cas d'’hypoxie des
cellules, ou bien apres l'activation des cellufagiunitaires.

En 1929, Drury et Szent-Gyorgyi ont proposé unerdles purines dans la
signalisation cellulaire. lls ont montré que degdtions intraveineuses d’extraits de
muscles cardiaques, de cerveau, de rate et deartimmes effets sur le rythme cardiaque et
atténuent la vasodilatation artérielle [3]. En 49Gillespie a décrit que la déamination de
I’ATP réduit son activité et change le type dedpanse cellulaire [4]. Cela fut la premiére
mise en évidence de deux types de réponses difSretiune a I'ATP et l'autre a
'adénosine, et donc de l'indication de I'existende différents types de récepteurs
purinergiques. Il a fallu attendre 1978, pour querBtock [5] définisse formellement les
récepteurs purinergiques en proposant qu’ils saesmtés en deux familles de récepteurs
appelées : P1 et P2. Les récepteurs P1 et P2domitsa respectivement, par I'adénosine et
ATP.

1. Les ecto-nucléotidases

hY

Les ecto-nucléotidases appartiennent a plusieansilles d’enzymes capables
d’hydrolyser les nucléotides qui se retrouvent diegnmilieu extracellulaire. Exprimées
par les cellules immunitaires, elles jouent un mdiportant dans la réponse immunitaire en
I'activant ou I'inhibant.

La quantité basale d’adénosine extracellulairedestordre de 30 a 200 nM [6].
Elle est générée a partir de la degradation de F'Adxtracellulaire en AMP par la
diphosphohydrolase nucléoside triphosphate CD3%({ii$ I'ecto-5’-nucléotidase CD73
qui déphosphoryle 'AMP en adénosine [8]. L’ATRupégalement étre convertie en ADP
sous l'action de I'ecto-nucléotidase CD39L1 [9]esLsources d’ATP extracellulaires sont
multiples notamment suite a un dommage de la mambrallulaire lors de la nécrose qui
contribuent a des concentrations locales de 4aisSstipérieures a la normale, la sécrétion
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a travers les hémi-canaux de type connexine/panegXiO] ou encore par le récepteur

canal P2X7 [11].

Du fait de leur forte expression sur les cellutemunitaires et en particulier sur les
lymphocytes T, nous allons nous intéresser uniqunéraex deux molécules CD39 et
CD73 (cf. Figure 1).

a) Les E-NTDPases

Capables d’hydrolyser les nucléosides di ou tigphate mais pas les mono
phosphates, l'activité des E-NTDPases nécessiteat adncentrations millimolaires de
calcium et de magnésium. La molécule CD39, prp®ie cette famille composée de huit
membres, est exprimée dans la rate, les poumonth)ytaus, et le placenta et a la
membrane des cellules du muscle lisse, I'endottmlivasculaire et les cellules
immunitaires [12]. Son expression est réguléepbasieurs facteurs de transcription dont
Spl épecific proteinl), STAT3 Signal transducer and activator of transcription &)
Gf1-1 (anc finger protein growth factor independent-1 tsaniption factor)[13] lors de
linflammation, l'ischémie, I'hypoxie ou encore damles tumeurs [14 ,15]. L’existence
d’'une forme soluble de CD39 a été récemment ra@patans des sérums humain et murin
[16].

La molécule CD39 se compose de deux segmentarteamiranaires reliés entre
eux par un grand domaine extracellulaire hydroptadrgenant une région avec un motif
de liaison au phosphate (appelé DXG) présentaatiitgé catabolique et d’'un domaine
cytoplasmique comprenant les extrémités COOH et tdkninales de petites tailles [17].

b) Les ecto-5'-nucleotidases/ CD73

Cette famille qui est impliquée dans I'hydrolyse HAMP en adénosine se
compose de sept membres avec cing d’entre euxidésatlans le cytosol, un dans la
matrice mitochondriale et un a la membrane plasei@tD73). La molécule CD73 est
composée d’'un dimére de deux sous-unités identignesees a la membrane plasmique.
La molécule CD73 peut étre clivée de la membraneupamécanisme impliquant la
phospholipase C (PLC) [18]. La molécule CD73 egirienée a la surface de plusieurs
cellules dont les cellules endothéliales, les tdludu muscle lisse, les cellules
pancréatiques, les D&t plus particulierement a la surface des lymplexcyf et B
circulants avec une expression qui est strictenfiéet au stade de maturation de ces
cellules [9]. En effet, il a été montré, a I'aidain anticorps monoclonal spécifique de
CD73, que I'expression de cette molécule est res¢raux lymphocytes B qui ont subit la
commutation de classe des immunoglobulines (Igaute part, I'expression de CD73 est
tres faible sur les lymphocytes T immatures puis &ligmente avec le stade de maturation
des lymphocytes T périphériques avec cependarditiéeences d’expression selon le type
de sous-populations [16]. Les autres types delleslisanguines comme les neutrophiles,
les érythrocytes et les plaquettes n’expriment pee voire pas les molécules CD73.
L’expression de CD73 est augmentée dans des ceathypoxiques et pro-inflammatoires
en présence de cytokines comme le TEGFFIFN-y, le TNFw, I'lL-1B et les
prostaglandines [19].
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c) Physiopathologie de la machinerie CD39/CD73

Décrite initialement comme un marqueur d’activatites cellules lymphoides, la
molécule CD39 possede, en collaboration avec laéontdé CD73, une fonction
immunosuppressive [20]. Les souris déficientesr paumolécule CD39 montre un role
important de cette molécule dans la prévention el't@ponse immunitaire exacerbée, par
exemple, de la peau contre des irritants chimifRijsou dans le blocage de I'angiogénese
tumorale et la formation de métastase. En effed, été montré que le récepteur P2Y2
colocalise avec l'intégrine (oyB3) a la surface des cellules endothéliales. L’atibn des
intégrines induit la phosphorylation de la proté&tedhérence focale FAKdcal adhésion
kinasg qui active a son tour la protéine ERK1&xtfacellular signal-regulated kinases-1
and 2 ce qui favorise I'angiogenese et la proliférateanbloquant I'apoptose [22].

La machinerie CD39/CD73 participe aux fonctiongmessives des lymphocytes T
régulateurs (Trég) par I'intermédiaire de deux méoaes : la dégradation de I'ATP et
I'activation des récepteurs,A suite a la production, en collaboration avec ldénde
CD73, de l'adénosine. L’activité des molécules Q@8 CD73 est strictement corrélée a
I'état d’'activation des Trég. En effet, I'hydrobysle I'ATP par les lymphocytes Trég de
souris a été observée suite a leur stimulationgaCR (ouT cell receptoy mais pas sur
des lymphocytes Trég non activés [20]. Récemnikatété proposé que les lymphocytes
Trég humains puissent secréter la molécule CD73 sme forme soluble capable de
dégrader 'AMP en adénosine [23]. Chez 'Hommexpression de la molécule CD39 est
retrouvée sur environ 90% des lymphocytes Tréyple eéffecteur/mémoire REwv).

L’implication de la machinerie CD39/CD73 dans kveloppement des maladies
auto-immunes a été montrée notamment dans [I'enlmd@phélite auto-immune
expérimentale (EAE), qui est le modele murin deérede en plaques, et dans la
polyarthrite rhumatoide. Il a été rapporté quetikaté ecto-5’-nucléosidase est impliquée
dans le mécanisme d’action du methothréxate etlfasalazine, deux anti-inflammatoires
utilisés dans le traitement de la polyarthrite ratwide [24]. Chez des patients atteints de
sclérose en plaques, I'expression de CD39 est dimitors des poussées de la maladie qui
pourraient donc étre la conséquence d’'une réduct®tiactivité des lymphocytes Trég
[25]. D’autre part, le réle de CD73 est controgedans la sclérose en plaques. Les
résultats obtenus chez la souris montrent que GDJ&s effets neuro-inflammatoires [23].
Les souris déficientes pour la molécule CD73 séstistantes a l'induction de I'EAE et
présentent une moindre infiltration de lymphocyledans le systeme nerveux central que
les souris sauvages (auld type WT) grace a l'inhibition de I'expression de laroiokine
membranaire CX3CL1chemokine C-X3-C motif ligand tlans le cerveau [26 ,27]. A
l'inverse, et de fagon surprenante, il semble gbezcI’'Homme, la molécule CD73
présente des effets bénéfiques lors du traitement’iF-N-p des patients souffrant de
sclérose en plaques [28]. L’IFpl-gquand a lui agirait en bloquant la différenciatides
lymphocytes Th1l7. Chez des patients atteints dgagbrite rhumatoide, il a été rapporté
que les lymphocytes T CD4solés du liquide synovial expriment de forts talex CD39.
Dans ces lymphocytes on retrouve deux populatiome :population de lymphocytes Trég
exprimant Foxp3 avec un phénotype immunosuppresteume population Foxp8gatif
de phénotype mémoire incapable d’inhiber la praitién des lymphocytes T effecteurs
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responsables de la maladie mais capables de gedesteytokines pro-inflammatoires de

type IL-2, IL-17 et IFNy [29].

Plus réecemment il a été montré que I'adénosindyt® par les lymphocytes Trég
inhibe I'activation du facteur de transcription MB-(Nuclear Factor Kappa Bdans les
lymphocytes T effecteurs par I'intermédiaire dueggteur Aa ce qui réduit la production
des cytokines pro-inflammatoires [30]. D’autre tpdes souris déficientes pour la
molécule CD39 montrent un réle important de cet@écule dans la prévention d’'une
réponse immunitaire exacerbée de la peau contréritasts chimiques [21]. Une autre
équipe a rapporté que les Trég de souris défidgmber la molécule CD39 présentent une
activité suppressive réduite et par conséquenone s capables d’inhiber les activités
effectrices de lymphocytes T activés et donc deuro le rejet de greffe [31]. Les souris
déficientes en CD73 montrent que cette molécule,j@ar I'intermédiaire du AR, un
réle protecteur dans l'inflammation aigué des ponsn¢32] et dans l'adhésion des
leucocytes a I'endothélium vasculaire [33]. Plésemment il a été montré que les
molécules CD39 et CD73 sont surexprimées dans |éanmmes humains et les
carcinomes mammaires [34] suggérant que la pramtuatiadénosine est un moyen
d’échappement des cellules tumorales a 'immurdigptative. Des stratégies d’inhibition
de la molécule CD73, par des antagonistes ou l@sradticorps monoclonaux, permettent
de stimuler 'immunité adaptative pour un meillaantréle de la progression tumorale
[23].

Une expression élevée des molécules CD39 et CD#&3éadécrite dans des
situations infectieuses impliquant difféerents manganismes ce qui suggere que la
production d’adénosine est un moyen pour ces migesasmes d’échapper a la réponse
immunitaire soit en inhibant la phagocytose pardelules immunitaires comme dans le
cas deCandida parapsilosigt Staphylococcus aurey85 ,36] soit en facilitant I'entrée
dans la cellule héte du microorganisme, et doneptre une meilleure survie, comme
dans le cas d8treptococcus sanguingt Legionella pneumophil@37 ,38]. A linverse,
d’autres travaux ont décrit un role protecteur dew-nucléotidases contre l'infection
bactérienne notamment dans le caPdeudomonas aeruginasaCette équipe a montré
gue les souris transgéniques surexprimant la m@éC®39 humaine développent une
réponse inflammatoire accrue leur permettant di@émdes bactéries [39]. Ces travaux
suggerent que le développement d’'inhibiteurs owtiVateurs pharmacologiques de la
machinerie CD39/CD73 pourrait étre un nouveau mogientraitement des maladies
infectieuses.

Récemment le réle des molécules CD39 et CD73 &tétlié dans les maladies
inflammatoires chroniques intestinales. Le modglain de cette maladie induit par le
DSS (ou sulfate de dextran sous forme de sel deirsddh montré que la déficience en
CD39 [40] et CD73 [41] est associée a une forme&rséde la maladie avec une forte
sécrétion de cytokines ILBlet TNF«. D’autre part chez 'Homme, une diminution de
I'expression de CD39 est associée a la maladierdanC[41]. Ce qui suggére un r6le
protecteur de la machinerie CD39/CD73 dans cesdiegla

Dans un modele murin de diabéte induit par l'iti@t de streptozotocine, un
produit chimique toxique pour les cellulpsécrétrices d’insuline, il a été montré que les
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souris déficientes pour la molécule CD39 présenteet sensibilité accrue au diabete et

gue la reconstitution de ces souris par la moeateose de souris WT réduit I'intensité de
la maladie. A l'inverse, les souris transgéniqeasexprimant la molécule CD39 sont
protégées contre le diabete, présentent une faiblation de lymphocytes T dans les
flots B de Langerhans du pancréas et que cette protesdiag@duite suite a 'administration
d’inhibiteurs des récepteur,Aet Ag [42]. Chez les patients diabétiques, il a étéenlis
une augmentation de I'expression de P2X7R ainsidgukexpression et de 'activation de
CD39 sur les cellules mononucléaires du sang [43].

A CD39 CD39 D73
ATP »> ADP »—> AMIP »—> Ade

P2X4.7 P2Y12,4,611,12,13,14
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Figure 1 : Les principaux nucléotides et ecto-nucldinlases
A. Cascade d’hydrolyse des nucléotides par les ecati@otidases et leurs différentes cibles d'actionréeepteurs

purinergiques (modifié d’apres [9B. Structures chimiques des nucléotides.

2. La famille des récepteurs purinergiques P1

Dans le systeme nerveux central, 'adénosine ptésge activité duelle au niveau
synaptique et non synaptique selon le type de téaep1l engagé. Au niveau synaptique,
'adénosine se trouve dans les zones pré-synagtiougost-synaptiques afin de moduler
les neurotransmetteurs par l'intermédiaire de Memz adénylate cyclase qui active la
protéine kinase A (PKA) [44]. D’autre part 'adémoe joue un réle dans la plasticité
synaptique induite par l'influx calcique [45]. Awmiveau non synaptique, I'adénosine
présente un role dans I'homéostasie. En effetléhasine est aussi connue comme
neuroprotecteur dans l'ischémie, I'hypoxie et st oxydant en inhibant la transmission
synaptique limitant ainsi la propagation du dommegjeulaire [46].
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Dans le systeme cardiovasculaire, 'adénosine ecause vasodilatation par la

sécrétion d’oxyde nitrique suite a un influx caleégdans les muscles lisses et les cellules
endothéliales [47]. Dans le systeme immunitaitagddnosine inhibe I'activation des
lymphocytes T et la sécrétion de cytokines inflartwinas (TNFe, IL-2, IL-5, IFN=y...)

en phosphorylant le facteur de transcription ®8-f48 ,49].

La famille des récepteurs purinergiques P1 se mdpose en 4 sous-types de
récepteurs métabotropiques couplés aux protéine&;GAca, Azg et A.. Comme tous les
récepteurs couplés aux protéines G, ils possedphisegments membranaires Figure
2).

— Agonist and antagonist
recognition site

Binding of o = NH,
5%substituted ™\ —3
agonists ¥ ./
% & — Extracellular
DOOOOOO000 By =l l=s IBOOCO00000000

DSOO00000CCO

Intracellular

Figure 2 : Structure de la famille des récepteurs P
Les récepteurs P1 se composent de sept segmergmémbranaires (TM | & TM VII) liés entre eux panig boucles
extracellulaires et trois boucles cytoplasmiquess boucles liant TM IV a TM V et celles liant TM & TM VI sont les
plus longues. La partie N-terminale est située@té extracellulaire et la partie C-terminale dtéadytoplasmique. La
poche formée par trois hélicesforme le domaine de fixation du ligand. S-S reprée les ponts disulfures. D’aprés
[50].

Les récepteurs Aet Aoa possedent une plus forte affinité pour 'adénosjoe les
récepteurs A et Ag [46]. Dans certains tissus, les récepteurs Pl soprimés
simultanément. Cela pose la question d’une évéatunteraction entre eux. Il a ainsi été
rapporté que des récepteurs At AR peuvent former des homodimeres ou des
hétérodimeres entre eux [51] ou avec d’autres téaep couplés aux protéines G comme
le récepteur a la dopamine ou a la rhodopsine [B8% récepteurs #fpeuvent aussi former
des hétérodiméres avec certains des récepteudd R te la famille P2 comme P2Y1 ou
P2Y2. En effet dans le cas de I'hétérodimergPAY1, I'activation par un agoniste
spécifigue de P2Y1, [l'adénosine 5'-O-(2-thiodipHadp), induit une réponse
caractéristique du récepteusr 53]. Cependant, les techniques de transfert dipaest
d'immunoprécipitation utilisées dans ces études poettre en évidence ces interactions
entre récepteurs ont été critiquées car elles wntéalisées aprés transfection de lignées
cellulaires n’exprimant pas les récepteurs. Lofigerisation observée pourrait étre un
artefact due a la solubilisation par les déterggt@k
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A. Lerécepteur Al

a) Expression

Le récepteur Aest fortement exprimé dans le systeme nerveuxalghippocampe,
cortex cérébral, cervelet, noyaux gris centrauxinm@ le montre des expériences
d'immuno-histochimie utilisant un sérum polyclor lapin dirigé contre une région du
récepteur A conservée chez 'Homme et la souris [54]. Damgsdetres tissus, les taux
d’expression en récepteurs Aarient de trés faibles (poumon, reins et integti@le) a
moyens (cceur, foie, vessie, tissus adipeux etctdss) [55 ,56]. Ces taux d’expression
peuvent étre augmentés suite a l'activation duetacte transcription NkB par les
especes réactives d’oxygene dans la lignée ddeliie muscle lisse DDT1-MF2 [57].

b) Voies de signalisation

La voie de signalisation, la mieux connue, indpiée les récepteurs;fest celle de
l'inhibition de l'adénylate cyclase du fait de sopnuplage avec la protéine Gi ce qui
entraine une diminution de la concentration intialzere enAMP cyclique, un second
messager impliqué dans de nombreuses voies delisigimm [58]. Cependant, les
récepteurs A sont également retrouvés couplés aux protéinescésqui leur permet
d’activer la PLC et donc la production des secaméssagers diacylglycérol et d’inositol
1,4,5-trisphosphate (3 La production d’IP3 entraine une libérationaddcium dans le
cytoplasme a partir du réticulum endoplasmique @gti responsable de l'activation de
protéines kinases dont la protéine kinase C (PK&@hmoe cela a été montré pour la
premiere fois dans les cellules ovariennes de Hanekinois transfectées par le récepteur
A; humain [59]. La PKC active a son tour des facteade transcription comme N&B,
NFAT et la voie des MAP kinases (Mitogen Activated Proteine Kinase

B. Les récepteurs A, et Az
a) Expression

Les deux isoformes du récepteur, présentent une différence d'affinité a
'adénosine : le récepteur,Aétant plus affin que le récepteusgA Le récepteur 4 est
caractérisé par une partie C-terminale plus lorgjuson couplage a la protéine G par la
partie N-terminale de la troisieme boucle intradaire. Les isoformes du récepteus A
présentent également une expression tissulair@reliffe. Les récepteurs,/A sont
fortement exprimés dans les leucocytes, les pléepiele systeme nerveux central,
I'endothélium et le muscle vasculaire lisse. L'mgsion des récepteursglest presque
ubiquitaire mais avec des taux différents en famctles tissus. Ainsi leur expression est
faible au niveau du systeme nerveux mais ils samérent exprimés dans le colon, I'ceil,
la vessie et les poumons. De méme que les récepten, les récepteurs A sont
exprimés sur les mastocytes humains. Le récepteurrest le sous-type de récepteur a
'adénosine préférentiellement retrouvé sur lespigotytes T. En revanche, les deux
récepteurs A and Ag sont présents sur les cellules présentatricesigéare (APC) [60].
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Il faut d’ailleurs noter, que les 4 sous-types éeepteurs a I'adénosine sont présents sur

les cellules dendritiques (DC) mais que leurs nixedlexpression varient en fonction de
leur origine et état d’activationLes DC immatures expriment les récepteursAia et Ag
mais pas les #& alors que les DC matures expriment uniquementélespteurs A. De
plus, la maturation des DC s’accompagne d’une ditron des taux d’ARN messagers des
récepteurs fAet As. Les récepteurset Az sont impliqués dans le chimiotactisme des DC
suite a une libération du calcium intracellulamduisant une polymérisation de I'actine.

D’autre part, il a été montré que les taux d’egpi@n des récepteursApeuvent
étre augmentés par le facteur de transcriptionkBIF-L’activation de NFe<B peut étre
induite par deux voies différentes selon le typlkutaare : par le lipopolysaccharide (LPS)
dans les macrophages et les neutrophiles humamsirgts lors de I'inflammation induite
par la stimulation par le formyl-méthionyl-leucyignylalanine (FMLP) [61]. En
revanche et dans la lignée de cellules épithélialesaines A549, I'activation de NEB
passe par la sécrétion d'li3 et de TNFe [62].

b) Voies de signalisation

La stimulation des récepteursAinduit, par l'intermédiaire de la protéine Gs,
I'activation de I'adénylate cyclase et la produstadAMPc a partir de 'ATP. La présence
d’AMPc induit I'activation de la protéine kinase (RKA) qui a son tour phosphoryle des
protéines impliquées dans de nombreuses fonctiglhdaires. Dans les lymphocytes T la
PKA collocalise avec le complexe TCR/CD3 pour imnila prolifération du lymphocyte T
induite par I'activation du TCR en phosphorylantSec kinase (ogsarcome kinagequi a
son tour inhibe la kinase Lck (dymphocyte-specific protein tyrosine kinas@pliquée
dans l'activation des lymphocytes T [60]. Des gote signalisation indépendantes de
TAMPc, médiées par le récepteuryf) ont aussi été décrites notamment dans les
neutrophiles. L’activation du AR induit I'activation de la protéine phosphatas@?P1)
qui déphosphoryle la sous-unité adaptatrice’{#4@e la NADPH-oxydase inhibant par
conséguent la génération de I'anion superoxyde @Enseutrophiles humains activés par
le FMLP [63].

C. Les récepteurs A; : expression et fonctions
a) Expression

Les récepteurs Aont été découverts apres les récepteyrstAy [64]. L'ARNmM
du récepteurs Aprésente une large distribution cellulaire avee forte expression dans
les testicules de rat [65]. Chez I'Homme la pltengle quantité d’ARNm du récepteus A
est détectée dans les poumons et le foie [66].

b) Voies de signalisation

Les récepteurs 4 tout comme les récepteurg,Anhibent 'adénylate cyclase du
fait de leur couplage a la protéine Gi et induiserg libération calcique intracellulaire par
lintermédiaire de la production de I'lP3. Il aéémontré chez le rat, mais pas chez
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'Homme, que le géne du récepteus fubit un épissage alternatif pour donner naissance

une isoforme appelésA Cette isoforme présente une insertion de 17aadinés dans la
seconde boucle intracellulaire. Cependant, cstittoime est moins efficace que la forme
classique A pour inhiber 'AMPc [67].

D. Physiopathologie des récepteurs P1

Les récepteurs a I'adénosine, du fait de leur aépa augmenter (A et Agg) ou a
diminuer (A et Ag) les taux de production d’AMPc, régulent un gramaimbre de
processus physiologiques dont le rythme cardiagueasodilatation et la vasoconstriction
des vaisseaux, I'inflammation, le remodelage dsutissseux ou encore la stimulation)(A
ou l'inhibition (A;) de la libération de neuromédiateurs (glutamatieleg-aminobutyrique
(GABA), acétylcholine, dopamine). Il a ainsi étécdt, dans un modeéle de rat présentant
des convulsions induites par le pentylenetétraaple les effets anticonvulsifs de
'adénosine passaient par [inhibition de la pratut dAMPc dont les effets
épileptogéniques sont liés a sa capacité a stindelemeuromédiateurs excitateurs de type
glutamate et acétylcholine [68]. Les souris défiteés pour le récepteur Aontrent qu'il
est impliqué dans la neuroprotection contre I'hypoat dans la sensibilité a la douleur.
Bien que ces souris présentent un développememtahoelles montrent une augmentation
des signes d’anxiété et des hyperalgésies par mapp& souris WT [69]. Les souris
déficientes pour le récepteus Arésentent également une augmentation importankeud
masse osseuse suite a un déficit de résorptioissiu dsseux par les ostéoclastes ce qui
indiqgue que l'adénosine joue un rble important deEngormation et la fonction de ces
cellules [70].

Des polymorphismes dans les récepteurs P1l sordciédssa des maladies
neurologiques, a des différences de sensibilité eftets de la caféine sur le sommeil
(récepteur An) [71] ou encore a I'hypersensibilité a I'aspirigai se manifeste par des
urticaires induites par I'aspirine (AlU oispirine Induced Urticaripou par la triade de
Widal (AERD ouAspirin-Exacerbated Respiratory Diseasgssociant a la fois asthme,
polypose naso-sinusienne et intolérance a l'agpirPette hypersensibilité peut étre due au
mécanisme d’action de l'aspirine qui interfére aleemétabolisme de I'adénosine et donc
inhibe 'enzyme adénosine désaminase qui catabbéidénosine, ce qui conduit a une
accumulation de l'adénosine qui active, par lesepésurs Ag et A, la sécrétion
d’histamine par les mastocytes de la peau [72]s @ymorphismes dans les gengsef
Az sont également associés a des maladies cardiamqiasyment dans la gravité de
l'infarctus chez des patients ayant des antécédkisthémie dans les artéres coronaires et
les ventricules [73].

L'adénosine lui-méme pourrait jouer un réle impottdans le développement de
certaines pathologies comme l'asthme. Des tauxglen récepteurs,bnt été décrits sur
des biopsies bronchiales de patients asthmatiquaparés aux sujets sains [74]. D’autre
part, des taux élevés d’adénosine sont retrouvas s bronches au cours d’atteintes
pulmonaires. Contrairement aux sujets sains cleszukels il est sans effet, les
asthmatiques répondent a I'adénosine par une boecmhstriction. En 2010, une étude
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clinique de phase | a été menée chez des sujémmasjues pour évaluer I'efficacité d’'un

traitement par inhalation d’'un oligonucléotide ssghs (RASON Respirable Antisense
Oligonucleotidé dirigé contre le récepteur;ALes résultats de cette étude ont montré que
le RASON diminue les scores des symptdomes de sttt présente des effets bénéfiques
par rapport aux médicaments broncho-dilatateursétutle clinique de phase Il n'a
cependant pas réussi a montrer que RASON présqmait les sujets asthmatiques un
avantage thérapeutique supérieur aux corticoidesén [75]. D’autres études cliniques
ont été conduites pour évaluer l'efficacité de térmient ciblant I'adénosine et/ou ses
récepteurs. Des analogues de I'adénosine recaamaisélectivement le récepteur ént
ainsi été produits dont le Tecadenoson qui a passe succes une étude clinique de phase
3 dans la tachycardie paroxystique supra ventireul@6]. Présentant des effets anti-
lipolytiques, le récepteur /Aest aussi une cible thérapeutique potentielle darmBabéte
type Il puisque la résistance a l'insuline obserdéas ce type de diabéte est liee a une
lipolyse importante et des taux élevés d’acide gnasilant. Les agonistes des récepteurs
A; sont ainsi capables d’induire une forte diminutides taux de triglycérides et de
restaurer une certaine sensibilité a I'insulinees @gonistes, selon leur forme chimique,
peuvent présenter des effets secondaires indéssrahlparticulier sur le cceur [77].

L’adénosine, en tant que molécule anti-inflamnratoéxerce par l'intermédiaire du
récepteur Aa un rétrocontréle négatif sur I'activité des madrages, des polynucléaires
neutrophiles et des lymphocytes et cela afin dédinflintensité de l'inflammation et des
dommages tissulaires qui lui sont associés. L'asi@e inhibe ainsi I'activation et
I'extravasation des lymphocytes vers les tissusciés ou lIésés par une action combinée
sur les lymphocytes T, les cellules présentatridesitigéne et I'endothélium. Les
récepteurs A et Agg, ainsi que les enzymes qui contrélent le métabaige I'adénosine,
sont rapidement induits en réponse a une inflanomatu une hypoxie. La stimulation des
récepteurs A, inhibe la production de cytokine de type inflamaoia, ainsi que les
fonctions effectricesles lymphocytes T CD4t CD8 (de type Thl et Tcl) [78]. Dans un
modele murin de colite, il a été rapporté que I'adstration d'un agoniste du récepteur
AoaR (ATL202) protege contre la maladie en réduisast faux d’ARNmM codant les
cytokines pro-inflammatoires IFN- TNF-o et IL-2 [79]. De méme, le transfert des
lymphocytes T CD4 CD45RE™ ou CD25 provenant de souris A, qui contient la
sous-population de lymphocytes Trég, ne protégdgsasouris C57BL/6 (B6) SCID d’'une
colite causée par linjection de lymphocytes T CD@D45RB"" contrairement au
transfert de la méme sous-population de lymphocytég provenant de souris WT. A
l'inverse, ce réle immuno-régulateur de 'adénogeet avoir des conséguences négatives
sur le contrdle de certaines infections comme gamgle celles par le virus HIVHUman
Immunodeficiency Virgsou il a été montré que I'adénosine joue un rdipartant dans la
progression de la maladie. En effet, le récepfesR est fortement surexprimeé sur les
lymphocytes T CD4 et CD8 des patients infectés par le virus HIV paralléleté une
forte expression de I'ecto-nucléotidase CD39 syndulation de lymphocytes Trég CD4
CD25 Foxp3 CD127°" [80]. La molécule CD39 participe chez ces pasieatla
suppression des activités effectrices des lymplescyt CD8 cytotoxiques du fait de sa
capacité a produire de l'adénosine a partir de PA@&xtracellulaire. Cette étude a
egalement montré que l'effet inhibiteur des lymplies Trég pouvait étre diminué grace a
des anticorps (BY40) bloquant I'activité ATPasiqleeCD39, ce qui permettait de rétablir
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la capacité des lymphocytes T CD8/totoxiques a proliférer et secréter les cytokipeo-

inflammatoires IL-2, IFNy et TNFo. Le réle immunosuppresseur du réceptesy #été
observé dans d’autres contextes inflammatoiresnsiAi’ladministration d’'un agoniste
sélectif du récepteur A (ATL146€e) protege le foie des souris B6, mais gassouris
déficientes pour le récepteur,/R, contre I'ischémie en réduisant la production des
cytokines pro-inflammatoires [81]. De plus, lesus® Ax” présentent, en réponse a
l'injection d’endotoxine, une réaction inflammatiaccrue dans le foie avec un dommage
tissulaire important comparée aux souris WT [8Zette méme équipe a montré que
'activation du récepteur A par son agoniste (CGS21680) inhibe la productien d
cytokines pro-inflammatoires de type IL-2 et IFNpar les lymphocytes T ainsi que leurs
fonctions cytotoxiques mais pas leur capacité fén@tive, suggérant un réle du récepteur
A dans l'inhibition des activités cytotoxiques dgsmphocytes T dans un environnement
tumoral riche en adénosine. Ces mémes lymphocltagtrouvent leurs capacités
effectrices une fois isolés et cultividsvitro en présence d’IL-2 [60].

Le role du récepteurA dans la mort cellulaire des lymphocytes T est rowetrsé.
D’une part, le récepteur A semble protéger les lymphocytes T contre le méoamide
mort cellulaire induit par I'activation (AICD oActivation-induced-cell-deajh Ainsi, le
traitement de lignées de lymphocytes T Cdimains (Jurkat) et murins (hybridomes T
7.5) par un agoniste sélectif (CGS21680) du récepies diminue I'externalisation de la
phosphatidylsérine (PS) a la membrane plasmigegpiession du récepteur d’apoptose
Fas et de son ligand en bloquant la translocatiomogau des facteurs de transcription NF-
kB et NF-AT ainsi que l'activation des caspases 3.etCette inhibition de I'apoptose
pouvait étre reversée par la stimulation du récep#, avec l'antagoniste sélectif
ZM241385. L'effet anti-apoptotique du récepteuss asse par l'activation de la PKA
[83]. D’autre part, un réle pro-apototique deJyR a été démontré dans les thymocytes
murins. L’activation de ce récepteur par I'adénesinduit une mort cellulaire par
lintermédiaire de 'AMPc qui active le facteur deanscription Nur77 induisant ainsi la
transcription des genes de Fas ligand, de TRAIL tianor necrosis factor related
apoptosis inducing ligancet la protéine pro-apoptotiques Bim [84].

Les souris de la lignée 129 Sv déficientes pourekepteur Ay présentent une
agressivité élevée et une hypoalgésie par rapparsauris WT ainsi qu’'une augmentation
de la tension artérielle, des battements cardiaguiese plus forte agrégation plaguettaire
suggérant un role protecteur de ce récepteur @asgsteme cardiovasculaire [85]. Ainsi
des études cliniques sont menées pour utiliseragesistes des récepteurgsapAcomme
vasodilatateurs [86]. A linverse, les souris ddignée de souris B6 déficientes pour le
récepteur Anont été utilisées pour démontrer des effets dé@gétde ce récepteur dans le
cerveau. Ainsi, I'étendue de l'infarctus cérébeat réduite chez cette souris par rapport
aux souris sauvages apres une ischémie focalesi, Aies effets anti-inflammatoires des
récepteurs A font également l'objet de plusieurs études cliegjdans des maladies
respiratoires d'origine allergique comme |'asthnbéaerhinite ou non —allergigue comme
la broncho-pneumopathie obstructive chronique [87].

Dans le cas du récepteuggAdes effets pro et anti-inflammatoires ont étéritkec
Des souris ayant un diabéte de type Il présenteataxpression 6 fois plus grande du
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récepteur Ag dans les macrophages et les cellules endothéligld®orte ainsi que des

taux élevés d’IL-6 secrétés par les macrophagetestadipocytes indiquant que le
récepteur Ag a des effets pro-inflammatoires. De plus, il@répporté que les souris IL-6
KO développe une obésité accompagnée de taux aewvglsicose et de lipides [88]. Chez
les souris rendues déficientes pour le réceptegrof bien traitées par un antagoniste de
ce récepteur, on observe une diminution du tauxldeose produit par le foie et une
augmentation du taux d’absorption du glucose pamiescle squelettique et les tissus
adipeux ainsi qu'une diminution des taux d’'IL-6 [89Le méme groupe a décrit un
polymorphisme dans le géneglassocié au diabete non insulinodépendant chenlitie.

A l'inverse, les souris f KO qui présentent une réponse exacerbée a l& cotitite par

le DSS montrent des effets protecteurs de ce régepfans la colite [90]. En paralléle,
Hart et coll ont montré que I'activation du récepté,g protége les souris de I'ischémie
gastro-intestinale [91].  L'utilisation d'un antagste du récepteur A atténue
I'inflammation pulmonaire chez les souris déficesipour I'adénosine désaminase (ADA)
en réduisant la fibrose et la production de cytekipro-inflammatoires comme I'IL-6
[92]. L’ADA étant responsable de la dégradatior’déénosine en inosine qui est ensuite
converti en hypoxanthine, la souris ADAmeurt & I'age de 19-25 jours d'une détresse
respiratoire sévere. Cette souris est un modeddteifite pulmonaire chronique, elle
présente une forte activation de mastocytes etsatiéphiles avec une accumulation de
mucus et de grands taux d’adénosine dans les pauf®®h qui expriment les trois
récepteurs a lI'adénosine avec de grands taux @ptetaos d’'A, Az et As mais pas le
récepteur An [94 ,95]. L'ADA est exprimée dans le cytoplasmeégalement comme
ecto-enzyme a la surface des lymphocytes et des DL fait de I'abondance de
'expression de I'ADA dans les tissus lymphoidelle e€st un moyen important pour
éliminer 'adénosine des sites inflammatoires etadtre ainsi de contrer I'action anti-
inflammatoire de celle-ci avec pour conséquence agtization soutenue des DC et des
lymphocytes T pendant I'inflammation. Ainsi la grection d’'une souris doublenock-out
pour les deux genesda et a;r génere une inflammation pulmonaire exacerbée amec
destruction alvéolaire massive. Ces souris meutemte détresse respiratoire a I'age de
16 jours. Ces souris ADA et Alouble KO présentent une surexpression des cyskie
type Th2 (ouT helper2) comme I'lL-4 et I'lL-13 et des métalloprotéasestntielles
MMP-9 (oumatrix metalloproteinas®) et 12 qui sont respectivement impliquées dans |
migration des neutrophiles et la dégradation dadiéne alvéolaire. Ainsi il a été observé
une accumulation d’éosinophiles, de neutrophiledeelymphocytes dans les poumons de
ces souris KO suggérant un role protecteur du téoepgy dans les poumons [95]. En
revanche, I'utilisation des antagonistes du réeepfe chez la souris ADA atténuent
linflammation suggérant un réle pro-inflammatode récepteur A[94]. Chez 'Homme
une déficience dans le géada est a l'origine d’'un phénotype plus sévére quezdhe
souris, il se manifeste par un déficit immunitaicenbiné sévere (SCID) d0 a une absence
totale de lymphocytes T, B et NK. Cette maladjgrésente 20-25% du nombre total des
SCID [96].

En outre, le récepteur,A inhibe l'activation des lymphocytes T par les DEn
effet, la stimulation du récepteur ;A inhibe I'expression du complexe majeure
d’histocompatibilité de classe Il (CMH Il) et de haolécule de co-stimulation CD86 a la
surface des DC en réponse a une stimulation ga?$ ce qui inhibe I'expression de I'lL-
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2 par les lymphocytes T [97]. En revanche, le péma&r Agp joue un role pro-

inflammatoire dans d’autres contextes. En abseateesignalisation par le Toll-like
receptor (TLR), l'activation du récepteurAinduit la sécrétion de la cyotkine pro-
inflammatoire IL-6 qui agit avec le TGFpour induire la conversion des lymphocytes T
naifs CD4 en lymphocytes Th17 et par conséquent générerépanse inflammatoire
chronique [98]. Ainsi, les souris,AKO présentent une réponse inflammatoire avec une
production élevée de cytokines IL-6 et TMFen réponse au LPS [99] et une forte
activation des mastocytes [100]. En revanchegiéaobservé chez cette méme souris une
inhibition de linflammation pulmonaire chroniquaduite par un allergene avec une
moindre infiltration de basophiles et d’éosinopittans le poumon [101]. Ceci suggere
des roéles différents du récepteursAelon le type cellulaire et le type de stimulussent.

Quant au récepteur sA il est fortement exprimé sur les éosinophileslext
mastocytes. L’activation de ce récepteur induapdptose dans les éosinophiles et la
lignée promyélocytaire HL-60 [102]. Ainsi, la s@udéficiente pour le récepteurs A
présente un défaut de dégranulation des mastocgegqui protége la souris contre
lischémie cardiaque [103]. Pourtant, une autnedétpharmacologique a montré que
I'activation de ce récepteur a des effets cardimateurs chez la souris WT, mais pas la
souris A KO [104]. Les récepteurszfsont surexprimés dans la polyarthrite rhumatoide,
le psoriasis et la maladie de Crohn. Des agonddese récepteur ont été utilisés dans des
études cliniques pour le traitement des patienasitayne polyarthrite rhumatoide et qui ne
répondent plus au traitement par le méthotrexaisi ajue chez des patients ayant un
carcinome hépatique et une hépatite chronique [105]

3. La famille des récepteurs purinergiques P2

La famille des récepteurs P2 est divisée en deus-groupes, les récepteurs P2Y
couplés a des protéines G et les récepteurs cdP2xix Cette division a été initialement
faite sur la base des propriétés pharmacologigessrétepteurs. Cette classification en
deux familles a ensuite été refaite selon leurctine. Alors que les récepteurs
meétabotropiques P2Y ont une structure identiquellé des récepteurs P1, les récepteurs
P2X sont des canaux cationiques trimériques.

A. Les récepteurs P2Y couplés aux protéines G

Les récepteurs P2Y sont des récepteurs aux puginasx pyrimidines couplés aux
protéines G. A ce jour, huit récepteurs P2Y oit @dbnés P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13 et P2Y14. Le tableau 1 réslarsensibilité des huit récepteurs
P2Y aux différents ligands ainsi que leurs prin@pavoies de signalisation et le type de
protéine G auxquelles ils sont couplés. Les récepte2Y5, P2Y7, P2Y8, P2Y9 et P2Y10
ont été clonés mais sont exclus de la famille d2@$RPsoit parce gu’ils ne sont pas
exprimés chez les mammiféeres ou bien ne sont pesidmnels en réponse aux nucléotides
malgré une homologie de séquence avec les authes P2
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a) Expression

Les récepteurs P2Y1, 2, 4 ,6 et 11 sont regrodpés la sous-famille du récepteur
P2Y1-like. Les récepteurs de cette sous-famillefait de leur large expression tissulaire,
jouent un réle important dans le cerveau, dansthiépum pulmonaire, le systéme gastro-
intestinal, le systéeme vasculaire et le systemeumtaire [106]. Quant aux récepteurs
P2Y12, 13 et 14, ils appartiennent a la sous-fendill P2Y12-like. Les récepteurs P2Y12
et P2Y13 sont exprimés en grande quantité danpectgement, le cerveau et la rate
[107]. L'expression du récepteur P2Y14 est pleséte : il est présent en grande quantité

dans le cerveau, le placenta, les neutrophiledylephocytes, les mégacaryocytes et les
cellules épithéliales [108].

b) Voies de signalisation

L’activation des récepteurs P2Y induit, par I'imediaire des protéines Gi ou Gs,
deux voies de signalisation : l'induction d’'uneéihtion calcique intracellulaire et/ou la
répression ou la production d’AMPc [109,110]. Lésepteurs P2Y1, 2, 4, et 6 sont
impliqués dans l'activation de la PLC et I'inductide I'lP3 et par conséquent génére une
libération de calcium dans le cytoplasme a partir réticulum endoplasmique. Au
contraire, I'activation des récepteurs P2Y12, 13 4tinhibe I'adénylate cyclase ce qui
bloque la production d’AMPcc{. Figure 2). Les récepteurs P2Y1 et 6 présentent une
activité duelle d’'induction de calcium et d’inhiloih de la production d’AMPc. La
suramine, utilisée dans le traitement du trypan@sast I'antagoniste commun aux deux
sous-familles P2Y et P2X. Le tableau 1 réesumeteibilité des huit récepteurs P2Y aux
différents ligands ainsi que leurs principales sale signalisatiorc. Tableau 1).

Tableau 1 : La famille de récepteurs P2Y et leurs lands[106 ,111]

Sous-famille | Récepteurs Agoniste G-protéine Vel d.e
signalisation
P2Y1 ATP/ADP Goyg T PLCH
P2Y2 ATP/UTP Galg 1 PLCP
P2Y1-like P2Y4 ATP/UTP Gayg T PLCB
P2Y6 UDP Gag 1 PLCS
P2Y11 ATP Gag, Goas 1 PLC$ et AC
P2Y12 ADP Gaifo | AC
P2Y12-like P2Y13 ADP/ATP Gaiso | AC
P2Y14 UDP/UDP-glucose Gaijo | AC

l:inhibe,?: active, AC: adényl cyclase, PLC: phospholipase C
“Le récepteur P2Y11 n’est pas exprimé chez la souris

c) Physiopathologies des récepteurs P2Y

Les récepteurs P2Y ont été décrits comme étantiqogd dans la sécrétion des
cytokines et par voie de conséquence dans le dgpehoent des maladies inflammatoires
[112]. Il a été montré qu’en plus des réceptewdadsous-famille P2X, les ARNm des
récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12, P2Y13 et P2¥anAt exprimés dans les poumons
d’'un modéle de souris asthmatiques. Ainsi, lesnépsiles, acteurs majeurs de 'asthme,
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expriment plusieurs types de récepteurs P2Y qui isgpliqués dans son activation [113]
En parallele, 'ATP extracellulaire s’accumule ddes poumons de patients asthmatiques
et est a l'origine d’'une réponse immunitaire deetjim2 par I'intermédiaire des DC [114].

Il a été rapporté que le récepteur P2Y2 indugderétion d’'IL-6 par un mécanisme
impliquant la libération calcique intracellulaire e activation de la p38 MAPK et de la
PLC dans les cellules épithéliales bronchiales himesa[115]. Ainsi, un agoniste du
P2Y2R, le Denufosol, a été utilisé dans une étditéque chez des patients atteints de
mucoviscidose mais a ensuite été abandonné a daissecourte durée de vie par rapport a
ce qui avait été observé dans les étudesitro [116]. D’autre part, I'activation du
récepteur P2Y2 par I'UTP et 'ATP induit la sécoétide mucus, d’eau et de chlorure de
sodium au niveau de I'épithélium bronchique. Cjgstirquoi un agoniste de ce récepteur,
le Diquafosol, est utilisé au Japon dans le tragtendu syndrome de I'ceil sec [117]. En
outre, les souris P2Y2 KO présentent des taux deesinférieures avec des tensions
artérielles supérieures a ceux des souris WT apglsrectomie montrant que ce récepteur
joue un réle important dans les maladies rénalesnadues [118].

L’activation du récepteur P2Y6 induit une migratigers les tissus inflammatoires
de cellules de I'immunité inné comme les monocytes,macrophages ainsi que les DC
[108]. Ainsi dans une étude récente, il a été néowpu’'un taux élevé d’ARNm du
récepteur P2Y6 est détecté dans les macrophagéssnaur comparaison avec les autres
récepteurs P2Y et que l'activation du récepteur @gar ’ADP induit un recrutement des
macrophages par l'intermédiaire de la sécrétiostdmio-attractant MCP-1 (oMonocyte
Chimioattractant protein )l De plus, dans un modele de souris présentanpéntonite,
une injection par voie intra-péritonéale d’UDP comda une élimination efficace des
bactériesEsherichia Coliresponsables de la maladie et donc une améliordtictaux de
survie [119]. D’autre part, la transfection delaels épithéliales humaines de poumons
par des oligonucléotides antisens dirigés consd@RNm codant le récepteur P2Y6 inhibe
la sécrétion des peptides antimicrobiens par lesroghiles humaines par un mécanisme
impliquant I'lL-8 [120]. Dans le systéme nerveugntral, la microglie joue un réle
important dans la neuro-inflammation et la phagosgtpar I'intermédiaire des récepteurs
P2Y4, P2Y6 et P2Y12 [121]. De méme, le récept@X¥ 14 a été décrit comme impliqué
dans la sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéSadu poumon par un mécanisme
impliquant le calcium intracellulaire [122].

Suite a I'activation par I'ATP, le récepteur P2YRLinduit la production d’AMPc et
par voie de conséquence linhibition de I'activatides lymphocytes T CD4insi que la
production de cytokines de type Thl et Th2 [12Bfautre part, il a été rapporté qu’un
polymorphisme G-459-A dans le récepteur P2Y11 esel® a un risque élevé d’infarctus
du myocarde et cela semble étre lié a une inflanomaixacerbée [124].

Les récepteurs P2Y semblent aussi étre impligaas t thrombose. Il a été montré
que I'ADP généré par les érythrocytes induit I'agron plaquettaires et cela bien avant
gue les récepteurs P2Y soit découverts [125]. [PAdxtive les récepteurs P2Y1 et P2Y12
exprimés a la surface des plaquettes. Cela engamirchangement de la forme des
plaguettes et I'exposition a la surface cellulaite la PS, qui se fixe sur des sites
spécifiques de la thrombine générant ainsi desgdraants allostériques et la formation et
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'activation du complexe prothrombinase ce qui pibda thrombine et par voie de
conséquence la coagulation [126]. L’antiagréganaquettaire, le Clopidogrel
(commercialisé sous la marque Plavix), est un amiate irréversible du récepteur P2Y12
qui a été largement utilisé contre le syndrome maren aigu et dans la protection contre
l'infarctus du myocarde. Des inhibiteurs de réeapt a 'ADP ont été développés dans la
perspective du traitement des résistances a linspilLe médicament Clopidogrel a méme
réussi les essais cliniques de phase lll [127]aubg part, les souris déficientes pour le
récepteur P2Y12 traitées par le LPS présententadesde cytokines pro-inflammatoires
élevés et une plus forte infiltration par des naphirles par rapport aux souris WT ayant
subi le méme traitement [128].

La signalisation purinergique a également étéiétudans le diabete. Il est admis
depuis longtemps que les vésicules de sécrétiofimziline contiennent de fortes
guantités d’ADP (3 a 5 mM). D’autre part, il a @éntré, en utilisant un biosenseur, que
les cellules} des iléts de Langerhans du pancréas sécretetA™e (25 uM) en réponse
au glucose [129]. Un réle de I'ADP dans la séorétie l'insuline, par I'intermédiaire des
récepteurs P2YR, a également été décrit dansdeshncréatiques humains [130]. En
revanche, il a été rapporté que 'ADP peut audsibier cette sécrétion. La raison d’'une
telle divergence concernant le réle de 'ADP dansegulation de la sécrétion de l'insuline
pourrait étre I'implication de différents récepteyurinergiques. En effet, la stimulation
du P2Y1R par 'ADP induirait la sécrétion de l'ihisie alors qu’elle serait inhibée par la
stimulation du récepteur P2Y13 [126]. D’autre pBADP stimule I'apoptose des cellules
B des iléts de Langerhans du pancréas par l'intelaivéddu récepteur P2Y13. Ainsi, un
antagoniste du récepteur P2Y13 pourrait constitnercible thérapeutique dans le diabéete
[131].

B. Les récepteurs ionotropiques P2X

Les récepteurs P2X sont des récepteurs ionotrepiqulls ont été clonés dans
plusieurs espéces d’eucaryotes. Sept récepteuxs Bgant comme ligand I'ATP
extracellulaire ou ses dérivad. (Figure 3), ont été identifiés. Avec des concentrations de
'ordre de 3-10 mM, I'ATP intracellulaire joue ulle central dans des processus comme
le transport, la mobilité cellulaire et la biosyasle. L’ATP peut étre libéré dans le milieu
extracellulaire (concentrations plasmatiques 400-AM) [132]) suite a un dommage
cellulaire (nécrose, ischémie, inflammation..), '&ctivation cellulaire, au transport a
travers des hémi-canaux, a des contraintes méamiqu bien par des vésicules
sécrétoires [133]. L'ATP extracellulaire est etsudégradée, comme déja mentionné au

début de I'introduction, par les ecto-enzymes memdires.
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Figure 3 : Structure des principaux analogues de ATP
Modifié d’aprés Donnelly-Roberts et al. 2007 [134]

a) Structure des récepteurs ionotropiques P2X

Le premier cDNA du récepteur P2X a été cloné gaxdyroupes différents en 1994 :
Valera et coll I'ont fabriqué a partir ’ARNm exitadu muscle lisse de canal déférent de
rat [135] alors que Brake et coll I'ont isolé atpad’'une tumeur de la surrénale de rat, la
lignée PC12 de phéochromocytome [136]. Le nomtaeots et d’acides aminés formant
les récepteurs P2X varient, respectivement, de 113 €t de 379 (cas du récepteur P2X6) a
595 (cas du récepteur P2X7 ayant une longue pé@rtierminale) Différemment des
récepteurs métabotropiques couplés aux protéinddlGt P2Y, les récepteurs P2X sont
des canaux cationiques membranaires perméabldsraiNd, K* et C&" aprés activation
par 'ATP [137]. Les récepteurs P2X2, P2X4 et PP€lvent également former un pore
lors d’'une activation prolongée par I'ATP.

La détermination de la structure 3D du récept@X4chez le poisson zébre d’abord
dans sa position fermée ou non activée [138, GeazaD09 #975 ,139] puis dans son état
activé par I'ATP [140] ¢f. Figure 4) a permis de mieux préciser la structure génétese
récepteurs P2X. Ces études ont confirmé que tEpréurs P2X sont trimériques et que
chaque sous-unité (ou monomere) du récepteur P2X£anstitué de deux segments
transmembranaires hydrophobes (TM1 et TM2) fornieen de 6 hélices et qui sont
liés entre eux par un long domaine extracellulbyr@rophobe riche en cystéines avec trois
sites de glycosylation. La boucle extracellulasmntient une poche qui sert de site de
fixation pour 'ATP, les antagonistes et les ionétatliques. Le domaine intracellulaire est
composé des deux extrémités COOH et NH2 terminaless sites consensus de N-
glycosylation (3 a 6) présents au niveau de la leoexxtracellulaire de tous les récepteurs
P2X, sont nécessaires pour une fonctionnalité cetmpu récepteur. En effet, il a été
montré qu’apres inactivation de I'un des troisssile glycosylation du récepteur P2X2, par
une mutagenese dirigée ou par la tunicamycindehsité du courant ionique est faible en
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réponse a I’ATP par rapport au contréle. De glusctivation de ces sites conduit au non

adressage du récepteur a la membrane plasmiqusatétention dans le compartiment
intracellulaire [141].

Les études cristallographiques ont révélé quewhagponomere de P2X4 a la forme
d’'un dauphin. La queue du dauphin est constituédgsahélicesn des deux domaines
transmembranaires TM1 et TM2. La partie centr@dadboucle extracellulaire constitue
le corps du dauphin. Elle est organisée en un sahdie deux feuillet§ riches en ponts
disulfures qui assurent sa rigiditéf.(Figure 4). C’est la région la plus conservée des
récepteurs P2X. La boucle extracellulaire possg@dement des parties plus flexibles qui
constituent la téte et les nageoires droite, gaettdorsale du dauphirf( Figure 4A et
4B). Le site de fixation de I'ATP est situé entretése et la nageoire gauche de chaque
dauphin. La nageoire dorsale d'une sous-unitéinmiparticipe aussi a la fixation du
ligand formant ainsi une poche riche en résidusggsapositivement favorisant la fixation
de I'ATP dans sa forme tétra-anionique, ATP La superposition d’'un monomére en
absence (au repos) ou en présence d’ATP (étativdiion) montre des différences
conformationnelles au niveau du site de liaiso®aP et dans les domaines TM [14@f (
Figure 4). L'extrémité N-terminale du récepteur est hawgrtnconservée entre les
récepteurs P2X et contient une séquence consersuisodphorylation par la PKC. Cette
phosphorylation augmente [l'activité¢ canal du réeepten réduisant sa vitesse de
désensibilisation [142]. Quant a I'extrémité QOaterale du récepteur, sa longueur varie
entre les différents récepteurs P2X mais présemtaatif conservé impliqué dans le trafic
du récepteur.
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Figure 4 : Structure cristallographique et organisdion des récepteurs P2X4 et P2X1.
A. Structure cristallographique du récepteur P2X4pdisson zébre. Cette représentation est une suft@podu

monomere en présence (en couleur) et en absengeiged’ATP. Chacun des trois monomeres du réceptal P2X4
présente une structure en forme de dauphin. A éhdgmaine du récepteur correspond une partie das chr dauphin
[140]. B. Organisation du récepteur P2X1 humain. Les acaefés marqués en rouge sont conservés entre les
récepteurs P2X. En vert et orange sont représtgarcides aminés qui ont été ciblés par mutagediéigée dans les
récepteurs P2X2 et P2X4 [142].

La multimérisation du récepteur est nécessairea afosctionnalité. Tous les
récepteurs P2X, a l'exception du récepteur P2X&veet former des homo ou des
hétéromultiméres dans les modéles d’expressiorrdiétie (ovocytes de xénopes ou
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cellules HEK-293) [143]. En revanche, il a étédtmmps considére que le récepteur P2X7

ne peut former que des homodimeres, cela seratéistans la sectiodE. Bien que
certaines études ont considéré que l'unité fonogtla était un hexamere formé par
I'agrégation de deux trimeres, notamment pour éegpteurs P2X1 er P2X3 [144], I'étude
cristallographique a confirmé que l'unité fonctiefle du récepteur P2X4 est trimérique
[138].

b) Signalisation et expression des récepteurs P2X

L'activation des récepteurs-canaux P2X par I'ATds sa forme tétra-anionique,
ATP* (EGs = 0,7 pM & 115 pM), induit un influx d’ions €aet N4 et un efflux d'ions
K* responsables d’'une dépolarisation membranaireeet'attivation subséquente de
canaux calciques dépendants du voltage accentieast’amflux de C&* [145]. Induite de
facon rapide et indépendamment de la production siesonds messagers, cette
augmentation du calcium intracellulaire est impatgadans le transfert de I'influx nerveux
des neurones et la contraction musculaire [55) dations M§" et C&", présents dans le
milieu extracellulaire, peuvent inhiber l'activatiales récepteurs P2X, probablement en
diminuant I'affinité & 'ATP" pour son site de fixation en formant des compleyes
ATP? et Ca ATP [146 ,147]. En revanche, le Zn un cation présent en grande quantité
dans le systéme nerveux central, favorise I'adtwatiu canal cationique par 'ATPet
cela pour tous les récepteurs P2X[148] exceptédepteur P2X7 [149] D’autre part, le
changement du pH peut moduler I'affinité de cegepéeurs a ’ATP notamment I'acidité
qui active le récepteur P2X2 [150], ce phénomeneitadieu dans des contextes
inflammatoires ou le pH du milieu extracellulaisg éortement perturbé.

L’activation du canal est définie par la transitidu récepteur d’'un état ferme a un
état ouvert alors que la désensibilisation ou Isadivation est la transition d’'un état
ouvert a un état ferme de facon irréversible. @ada désactivation, c’est le passage d’un
état ouvert a un état fermé mais réversible [13Hs récepteurs P2X sont divisés en deux
groupes selon la rapidité avec laquelle ils sert@biisent en présence d’ATP. Ainsi, les
récepteurs P2X1 et P2X3 présentent une vitesseskendibilisation rapide de I'ordre de
100 a 300 ms alors que les récepteurs P2X2, P2XX5 et P2X6 ainsi que I'hétéromeére
P2X2/P2X3 se désensibilisent plus lentement (1Q0Q0 fois moins vite). Le récepteur
P2X7 quant a lui est peu voire pas désensibilis¢ [f.e mécanisme de désensibilisation
n’est pas encore complétement compris mais semigéguer les domaines hydrophobes
du récepteur [152]c. Tableau 2.

Les récepteurs P2X sont largement distribués sidérehts tissus a I'exception du
récepteur P2X3 principalement exprimé par les nesaes ganglions sensoriels [153], du
récepteur P2X1 qui est principalement présentesicéllules du muscle lisse [135] et du
récepteur P2X4 qui est le seul récepteur P2X exprar les cellules acinaires et les
glandes salivaires [154]. Bien que les souris wesdgénétiquement déficientes pour
certains récepteurs P2X présentent une viabilitéuret développement normal, les
phénotypes anormaux qu’elles développent suggéreitn’existe pas de phénomeéne de
compensation fonctionnelle entre les différentepéeurs P2X.

Tableau 2 : Expression tissulaire et sensibilité 3ATP des récepteurs P2X [55 ,155]
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ATP (ECs;) @ Désensibilisation Principale distribution
Muscle lisse, plaquettes, cervelet

Pl L uM REPIEE et neurones de la moelle épiniere
PoX2 1-30 uM Lente Muscle lisse, $NC, rétine,
pancréas
. Neurones sensorielles, neurones
P2X3 1uM Rapide sympathique
SNC, testicules, colon, cellules
= 0 HEE endothéliales et microglie
Peau, intestin, vessie, thymus,
PRAE PO SEE moelle épiniere, cceur
P2X6 12 uM Lente SNC, neurones motrices
Tres lente voire Cellules immunitaires, pancréas,
= L0 absente peau et microglies

c) Physiopathologie des récepteurs P2X

Du fait de leur grande expression tissulaire réegpteurs P2X sont impliqués dans
de nombreuses fonctions physiologiques et constitaes acteurs potentiels pour le
développement de nombreuses maladies.

i. Lerécepteur P2X1

Le récepteur P2X1 a été isolé initialement danschte de Xénope [135] puis au
niveau de la vessie murine et humaine [156]. loepéeur P2X1 joue un rble important
dans I'agrégation plaquettaire puisque la souriX1IPRO présente des taux réduits de
formation de thrombus et des temps de saignemagmeniés [157]. L’activation du
récepteur P2X1 des cellules du muscle lisse dulcdg@i@rent est impliqué dans la
contraction musculaire et par conséquent dans daugsion du sperme dans I'éjaculat
[158]. Ainsi, les souris males P2X1 KO, mais pes hétérozygotes, sont stériles car la
contraction des vésicules séminales est insuffispour faire passer le sperme dans le
liquide séminal. D’autre part, il a été rapportdede récepteur P2X1 est également
impliqué dans le chimiotactisme et la motilité desitrophiles dépendant de la chimiokine
IL-8 et des peptides formylés en activant la voieoRkinase responsable de la
phosphorylation de la chaine légere de la myosindeela modulation de son activité
contractile [159]. Une isoforme du récepteur PZ¥ésentant une délétion de I'exon 6,
suite a un épissage alternatif, a été décrite dies lignées de plaquettes et de
meégacaryocytes. Elle présente une sensibilité fdue a I'ADP qu'a I'ATP [160].
D’autre part le récepteur P2X1 peut former desrbditéres avec les récepteurs P2X2,
P2X3, P2X4 et P2X5 [161,162 ,163]. Dans un modeleolopathie fonctionnelle (aussi
appelée troubles fonctionnels intestinaux) indahez le rat par I'administration d’acide
acétigue dans le colon, différents groupes ontemiévidence le réle des récepteurs P2X1,
P2X3 et de I'hétérodimére P2X1/P2X3 dans le déymarent de la maladie. En effet, la
distension du colon s’accompagnait d’'une doulewcéiale causée par une sécrétion
d’ATP par les cellules épithéliales. Une surexpis des récepteurs P2X3 sur les
neurones du ganglion spinal dorsal était aussireése De plus, ces auteurs ont montré
gue I'administration d’'un antagoniste des recedt2X1, P2X3 et P2X2/P2X3, le TNP
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[2’,3,-O-(2,4,6-trinitrophényle)]-ATP, permettaitle traiter I'hypersensibilité viscérale
causeée par 'ATP [164].

ii. Lerécepteur P2X2

Le récepteur P2X2 a été initialement cloné a pafg la lignée PC12 de
phéochromocytome de rat et d’hypophyse humain [13l7¢xiste plusieurs isoformes du
récepteur P2X2 générées par épissage alternasf différentes especes notamment chez
la souris et 'Homme. Ainsi, l'isoforme P2X2b pese une partie C-terminale plus courte
présente une activité canal plus rapide que la doohassique. Bien que l'affinité de
lisoforme P2X2b ne soit changée pour les agonistde est moins sensible aux
antagonistes [165].

Il a été rapporté que le récepteur P2X2 est impglidans la perte de I'audition liée a
'age et a I'exposition au bruit chez 'Homme etslauris. Le récepteur P2X2 est exprimeé
par les cellules épithéliales de la partition céalre, les cellules ciliées, les cellules de
'organe de Corti ainsi que le ganglion spiral ed¢fé. Dans I'organe de Corti, I'exposition
a un bruit continu induit une surexpression du péae P2X2 probablement suite a une
sécrétion d’ATP dans la partition cochléaire. li\eation du récepteur P2X2 par I'ATP
induit I'activation du canal cationique et une dnmiion de la transduction du son par les
cellules ciliees de l'oreille. D’autre part, lesusis déficientes pour le récepteur P2X2
développe une presbyacousie. Il s'agit d'une pprogressive liee a I'age de l'audition
induite par I'exposition au bruit (20-36 Khertz)6d]. Le phénoméne de perte d’audition
chez la souris est un modele représentatif de lation perte de fonction du récepteur
P2X2 décrite chez 'Homme qui est corrélée a undepbéréditaire progressive de
laudition. En absence de ce récepteur, la cocbieplus susceptible a la perte de
l'audition dépendante de I'dge ou bien a l'expositiau bruit. Ce qui suggere un
mécanisme de régulation du son dans la partitiachléaire dépendante du récepteur
P2X2.

iii. Lerécepteur P2X3

Isolé initialement a partir du ganglion spinalrde[167], I'expression du récepteur
P2X3 murin est restreinte aux neurones [137]. éeepteur P2X3 humain est exprime
dans la moelle épiniére et le coeur [168]. Unectire hétérotrimere P2X2/P2X3 a été
décrite par des expériences de co-immunoprécipitatians les cellules d’insectes
Spodoptera frugiperdinfectées par deux baculovirus codant pour lesptétirs P2X2 et
P2X3 [169]. L’hétérodimére P2X2/P2X3 présente gmepriétés pharmacologiques
inverses a celles des récepteurs P2X2 ou P2X3, eolamésistance a I'activation par
l'acide phosphorique o, B, Methylene-ATP ¢B-meATP) ainsi qu'une faible
désensibilisation par I'ATP [169]. Il a été montpee les souris déficientes a la fois pour
ces deux récepteurs meurent d’'une infection pulinereague. D’autre part, Coutinho-
Silva et coll ont rapporté que ces souris préséntere splénomégalie due a une
accumulation de lymphocytes T et B et de macrophagebablement due a une infection
chronique [170]. La souris déficiente pour le ptear P2X3 a été utilisée dans le contexte
de dysfonctionnement de la miction. Des étudestmnitré que les vessies de ces souris
sont hyperactives et que le récepteur P2X3 inchét augmentation de la miction et de la
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capacité de la vessie [171]. Ainsi des étudesiqtles ciblant ce récepteur ont été

entreprises dans le traitement de I'’hyperactivitdhaire notamment avec le composeé
pharmaceutique RO3 (Roche) et la toxine botuliquieagissent en réduisant la sécrétion
d’acétylcholine et d’ATP par des neurones parasyhigaes des cellules urétérales [172].

iv.  Lerécepteur P2X4

Le récepteur P2X4 a été isolé simultanément damgtion lymphatique cervical
[173], du cerveau et plus particulierement de Plipampe [174] ainsi que de cellules
pancréatiques [175]. Le récepteur P2X4 est stdek&s des lysosomes et n'est exprimé a
la membrane plasmique qu’en réponse a des signauxcellulaires, il est hautement
glycosylé ce qui lui confére une résistance a ratfation lysosomale. Par exemple, une
stimulation de la microglie par le LPS cause urabifsation du récepteur a la surface
membranaire pendant au moins 3h. Les récepteutd E@ntenus dans les lysosomes
conservent leur fonctionnalité et peuvent étre>quimés a la surface membranaire aprés
une exocytose des lysosomes. L'utilisation d'ifteirs de I'endocytose montre que le
récepteur P2X4 a la particularité d'étre constiautient internalisé par un mécanisme
d'endocytose dépendant des clathrines. De plus.éié montré que le récepteur P2X4
présente une mobilité latérale a la surface menaimardes cellules de la microglie
activées par le LPS et ce phénomene semble étendapt de I'activation par 'ATP et
par conséquent de I'influx calcique [176].

Le récepteur P2X4 est aussi abondement exprimg KBamdothélium et joue un
réble dans l'activation de linflux calcique de sesllules et par conséquent dans la
vasodilatation. Une surexpression des ARNmM cogemitr le récepteur P2X4 a été
retrouvée lors de l'insuffisance cardiaque cheateet THomme et il semble que cela joue
un role bénéfique dans I'amélioration du taux deisl177]. Ainsi, les souris déficientes
pour le récepteur P2X4 présentent une augmentdtoleur tension artérielle due a une
réduction de I'influx calcique dans leurs cellulesdothéliales et par conséquent une
production plus faible dans la circulation sangudiexyde nitrique (NO), un puissant
vasodilatateur [178].

Des expériences de co-immunoprécipitation ont mis évidence que des
homotrimeéres du récepteur P2X4 s’assemblent avex da récepteur P2X7 dans des
macrophages dérivés de la moelle osseuse. De ni@dmejutation non fonctionnelle dans
le récepteur P2X4 présente un effet inhibiteurlswourant induit par le récepteur P2X7,
alors gqu'une autre mutation sur le récepteur P2Xdsgnte un courant avec des
caractéristiques du récepteur P2X4 notamment lsitséte au médicament anti-parasitaire
ivermectine et l'inhibition par le TNP-ATP [179].

Plus récemment, des groupes s’intéressant aux déléa signalisation purinergique
dans le foie et son implication dans la régénématigpatique ont montré qu’'une
hépatectomie partielle du foie induit une sécrétATP forte dans le sang et cela
contribue a la prolifération des hépatocytes. &ltdboratoire a récemment montré que les
récepteurs P2X4 et P2X7 sont exprimés dans lestd@pes, les cholangiocytes et les
cellules de Kupffer. De plus, les souris déficanpour le récepteur P2X4, contrairement
aux souris sauvages, présentent une régénérataydée, une nécrose, une cholestase, une
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sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoiresiaju’'une modification de la nature de

la bile suggérant que le récepteur P2X4 est implidans la prolifération des hépatocytes
par un mécanisme impliquant la réponse inflammateir 'lhoméostasie biliaire dans le
foie (Besnard, A et al. manuscrit en préparation).

Une isoforme du récepteur P2X4 (P2X4a) tronquéeiagau de I'exon 6 codant
pour le domaine extracellulaire a été isolée claezduris. Cette isoforme générée par
épissage alternatif présente des courants de meeiplas rapides et une affinité plus
forte a 'ATP. Cette isoforme ne peut pas form#rochodimeres mais peut s’associer
avec la version compléte du récepteur P2X4 poundorun canal fonctionnel moins affin
pour 'ATP [180].

v. Lerécepteur P2X5

Caractérisé a partir d’'une banque d’ADNc de gamgticeliaque et de cceur de rat
[137], le récepteur P2X5 est largement expriméesicellules endothéliales de la peau et
de lintestin, les cellules épithéliales de la vesst de l'uretre, les neutrophiles, les
eosinophiles et les DC, le muscle lisse de I'imest la moelle épiniere [180]. Il est connu
pour sa capacité a inhiber la prolifération celhglat a induire la différenciation cellulaire
comme par exemple dans les cellules souches mussul@ppelées cellules satellites.
Lors d'une lésion des fibres musculaires squelattigles cellules satellites proliférent et
une partie d’entres elles se différencient en tEdlunusculaires afin de réparer le tissu
lésé. L’activation du récepteur P2X5 inhibe letolifération et induit leur différenciation
[181]. Ainsi Calvert et coll ont montré que lari&e cellulaire humaine PC-3 issue d'un
cancer de la prostate exprime les récepteurs P2X% 7 et le P2Y2 a la surface
membranaire et que I'ATP a un rble antinéoplasiquélutilisation d’agonistes et
d’antagonistes spécifiques des récepteurs P2X34PeXP2Y2 n’ont aucun effet sur la
prolifération cellulaire suggérant que I'effet d&TP est médié par les récepteurs P2X5 et
P2X7 et probablement P2Y11 [182,183]. D’autraglés ont montré que le récepteur
P2X5 murin est peu fonctionnel et qu’il peut s’asep avec d’autres récepteurs, P2X1,
P2X2 ou encore P2X4 [184 ,185]. Ainsi, I'hétérodnm P2X5/P2X1 génere une plus forte
sensibilité¢ & 'ATP et a son dériwé B, Me-ATP, un phénoméne qui n’est pas observé
lorsque ces deux récepteurs sont exprimés sou® fdtmomotriméres [186]. Récemment
il a été montré que les récepteurs P2X5 et P2Xssst@ent pour former un hétérodimere
ayant les propriétés du récepteur P2X7. En dffgitérodimere P2X2/P2X5 présente les
mémes cinétiques de permeéabilité au NMDG (ou N-gikddhglucamine) ou a des
molécules fluorescentes (YO-PRO-1 ou éthidium) lguetcepteur P2X7. D’autres part,
'hétérodimere P2X2/P2X5 est, comme le récepteurX7R2 capable d’induire
I'externalisation réversible de la PS [185]. Usmeforme tronquée au niveau de I'exon 10
suite a un épissage alternatif du récepteur P2&® décrite chez 'Homme [187].

vi. Lerécepteur P2X6

Le récepteur P2X6 a été cloné a partir d’'un ganglymphatique cervical et de
cerveau de rat alors que son homologue humain @lé@é& a partir des lymphocytes
périphériques. Lorsqu’il est exprimé sous formmothodimere, le récepteur P2X6 semble
étre une forme silencieuse dans le sens ou il miiraicun courant ionique. |l differe des

34



INTRODUCTION
autres récepteurs P2X par le fait qu’il est fonatiel uniquement lorsqu’il est exprimé en

hétéromultimeéere [188]. Ainsi, des structures hedénériques formées de P2X2/P2X6 et
P2X4/P2X6 ont été décrites dans des systemes logees. L’hétérodimere P2X2/P2X6

présente des propriétés différentes des autresdiorames décrits notamment en condition
de variation du pH extracellulaire [189]. Quarith&térodimeére P2X6/P2X4 trouvé dans
le cerveau du rat et la moelle épiniére, il présedés propriétés pharmacologiques
différentes du récepteur P2X4 notamment une sditéipius forte a une stimulation par le

a, B, me-ATP et, contrairement au récepteur P2X4 tilrdsbé par la suramine [190]. Plus

récemment, il a été montré que les récepteurs PRXR4 et P2X6 peuvent s’associer en
hétéromeéres dans les cellules de Leydig de souais e réle physiologique de cette

association est encore inconnu [191].

D’autre part, il a été rapporté I'existence danmlscle squelettique d’'un récepteur
appelé P2XM codé par un gene qui partage une fmitaologie de séquence d’acides
aminés (93%) avec le récepteur P2X6. Ce récept2¥M peut étre régulé par le facteur
de transcription p53. Alors que chez le rat leepéeur P2X6 est largement exprimé dans
le systeme nerveux central et les tissus périphésigl’expression du récepteur P2XM est
restreinte au muscle squelettique [137].

I a été montré qu'une surexpression du récepR2X6 est détectée dans le
myocarde de patients ayant une insuffisance cardiagcompagnée d’'une augmentation
du TNFa [192,193]. Cette méme étude a montré que l'atitm des fibroblastes
primaires de cochons et des cardiomyocytes desspari 'ATP induit une apoptose par
intermédiaire du récepteur P2X6 et cela passéaistement par un influx massif de
calcium.

vii.  Le récepteur P2X7

Les caractéristiques et fonctions du récepteur POXT détaillées dans la section 3
qui lui sera entierement consacrée.

4. Le récepteur P2X7

Le récepteur P2X7 est exprimé d’'une fagcon prédamnig) mais pas exclusive, sur
les cellules immunitaires. Les activités de ceepéeur ont été initialement décrites en
1980, dans des mastocytes ou son activation intluisa sécrétion de I'histamine et une
activation du métabolisme du phosphatidyl-inosifd94]. Possédant des propriétés
pharmacologiques et fonctionnelles différentes aldéses récepteurs P2X et P2Y, il a été
initialement considéré différent et par conséquagpelé « P2Z » [195].

A. Structure et propriétés pharmacologiques du P2X7R

Les premiers ADNc du récepteur P2X7 humain et morit été clonés a partir,
respectivement, de monocytes [196] et de microdll®¥]. A ce jour, les ADNc du
récepteur P2X7 ont été clonés chez six mammifédesn(ne, macaque, chien, rat, souris
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et cochon d’inde) et deux espéces non-mammifer@sope et poisson zebre) [198]. Le

récepteur P2X7 se distingue des autres réceptélspr sa faible affinité a I'ATP
puisque les concentrations requises pour son #ctivdépassent 100 uM. D’autre part et
contrairement aux autres récepteurs P2X, le 3'-Og@zoyl)benzoyl-ATP (BzATP) est 10
a 30 fois plus efficace que 'ATP pour activer éeepteur P2X7 [195].

Sur la base de la cristallographie du récepteuk4P2140], la structure
cristallographie du récepteur P2X7 a été récemmmeuélisée. Tous comme les autres
P2X, chaque sous-unité du récepteur P2X7 est caembane large boucle extracellulaire
et de deux domaines transmembranaires avec dewegjurgtracellulaires, une courte N-
terminal et une longue C-terminale. La structui2 @énérale d’'une sous-unité du
récepteur P2X7 montre que, comme pour le réce2i#d, elle ressemble a un dauphin
avec le domaine extracellulaire et les deux donsai@nsmembranaires formant
respectivement le corps et la queue du dauptinFgure 4 et 5. La structure du
récepteur P2X7 présente quelques différences notéaau niveau des feuillef8 etp4
qui sont plus longs que ceux du récepteur P2X4hétide a4 qui est, contrairement au
récepteur P2X4, absente du récepteur P2X7.

Figure 5 : Modélisation du récepteur P2X7 humain dapreés la cristallographie
du récepteur P2X4 du poisson zébre.
A. Récepteur P2X7 au repds. Récepteur P2X7 activé par 'ATP. Les différentsndes sont représentés en

couleur et les cing ponts disulfures en blanc. dazsles danB montrent les principales structures communes
avec le récepteur P2X€. Modélisation de I'association en trimére de tsnsis-unités du récepteur P2X7 au
repos.D. Modélisation de l'association en trimére de tre@is-unités du récepteur P2X7 activé par trois
molécules d’ATP avec le cercle indiquant I'entré&s dations. Chaque couleur d&het D indique une sous-
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unité du récepteur P2X7 [198]. Il a été récemmeahtmé que deux molécules d’ATP sont suffisantesr pou
I'activation du P2X7R [199].

a) Les agonistes

i. L’ATP et ses dérivés

L’ATP est le principal agoniste du récepteur P2XZomparé aux autres récepteurs
P2X, le récepteur P2X7 nécessite des concentratidddois plus fortes d’ATP pour son
activation. Les dérivés de 'ATP agissent aussnim@ agonistes du récepteur P2X7 tel le
BzATP qui est I'activateur le plus puissant de @eepteur avec une gg&de 10 uM. Les
dérivés comme le 2-meSATP (ou 2-methylthio ATPATIPYS (ou adénosine-®-(3-
thiotriphosphate) sont des agonistes partiels deptéur P2X7 alors que les composés
comme lea-meATP et Iely-meATP @ ou By-methylene-ATP) ont de tres faibles effets
sur l'activation du récepteur [195 ,200]. Le dérB-meSATP est un agoniste puissant des
récepteurs P2X et P2Y mais pas des récepteursd@nbaine. L'ATRS présente une
substitution du dernier groupement phosphate pagronpement thiol résultant d’'une
résistance a I'hydrolyse par les ectonucléotidasés. o et le By meATP sont des
analogues de I'ATP présentant une plus grande ligtalbnétabolique puisque le pont
oxygene entre les phosphates est remplacé paroupeyméthylenect Figure 3) [200].
La sensibilité de ces agonistes differe selon Eespou le récepteur P2X7 est exprimé et
aussi entre les individus de la méme espé@feT@bleau 3. Cette différence entre
individus est principalement due aux SN$indle nucleotide polymorphisinet aux
isoformes exprimées par épissage alternettiFigure 10, sectiordD).

Tableau 3 : Propriétés pharmacologiques des récepteuP2X7 de mammiféres [201]

H,omologie de ATP BzATP ATPyS
séquence (% ) (EC50 en pM) (ECso en uM)
Humain 100 96 5 >100
Macaque 96 800 58 N.D.
Chien 85 1148 21 N.D.
Rat 80 85 4 >1000
Souris BALB/c 80 200 60 >1000
Souris B6 80 162 36 >1000
Cochon d'inde 77 603 >200 N.D.

ii.  Activation par ADP-ribosylation

L'activation du récepteur P2X7 murin peut aussi fage par le NAD (ou
nicotinamide adénine dinucléotide) suite a une fieadion post-traductionnelle ADP-
ribosylation au niveau de l'arginine 125 présenmtgia boucle extracellulaire du récepteur.
En effet, le transfert d’'un groupe ADP-ribose du INAur la protéine se fait par
'intermédiaire d’'une ecto-enzyme membranaire appdmono) ADP-ribosyl-transférase
ART qui bloque l'interaction de la protéine aveadggand et généralement inhibe ses
fonctions sauf dans le cas du récepteur P2X7 el’atitive [202 ,203].
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La famille des ART se composent de 4 membres tHemme (1, 3, 4 et 5) et de

six membres chez les murins (1, 2.1, 2.2, 3, 4).etTous les membres de la famille des
ART sont ancrés par un glycosyl-phosphatidyl ir@g/GPI) a la surface membranaire a
'exception de 'ART 5 qui est secrétée. L'ART & de membre le plus caractérisé a la
surface des lymphocytes T murins et ne possédd’égsivalent chez 'lHomme. L’ADP-
ribosylation par 'ART 2 active le récepteur P2X7T mimant les actions de I'ATP et par
conséquent induit les activités d’influx calciquge formation du pore non sélectif,
d’exposition de la PS, de clivage de la moléculehdming CD62L et de mort cellulaire
par un meécanisme connu sous le nom de NIORAL induced cell deajh
[202 ,203 ,204 ,205]. Le mécanisme de NICD esulgégar la molécule CD38 (NAD-
glycohydrolase) qui dégrade le NAD limitant ainaictivation de I'enzyme ART 2 [206].
Parallélement, un autre groupe a proposé que le MADit deux types de mort cellulaire
dans les lymphocytes T: 1) une nécrose impliguamétepteur P2X7 induite en quelques
secondes suite a I'exposition au NAD (< 10 uM) agEsoa une externalisation de la PS
indépendante de l'activation des caspases et arftaafion de pore; 2) une apoptose
indépendante du récepteur P2X7 induite en quelteeses aprés une exposition a de
fortes doses de NAD (> 100 uM) [207]. Les concaidans en NAD requises pour activer
le récepteur P2X7 sont moindres que celles en AF&. exemple, I'exposition de la PS a
la surface des lymphocytes T est induite par deg 8100 pum pour I'ATP et 2 uM pour
le NAD [204].

L'’ART 2 comporte deux isoformes 2.1 et 2.2 (80 Yhodhologie) codées
respectivement par deux genes en tandetfa et art2b. Ces deux récepteurs sont
coexprimés a la surface des lymphocytes T matuegs pas a la surface des lymphocytes
immatures. L’isoforme 2.1, contrairement a l'isofi@ 2.2, présente deux cystéines qui
forment un pont disulfure inhibant allostériquemEkattivité catalytique. Cette isoforme
n'est donc fonctionnelle qu’en conditions réedudsicapres cassure du pont disulfure et
cela peut avoir lieu dans des contextes dinflanmnatt de dommages tissulaires
[208 ,209]. L’activité ADP-ribosyl transférase ebge sur les lymphocytes T est
principalement dépendante de lisoforme ART 2.2rsaalque celle observée dans les
macrophages de la rate, les DC, et les lymphod&/@spendrait plutét de lI'isoforme ART
2.1. Dautre part les neutrophiles expriment 'ARZ.1 dans le compartiment
intracellulaire et I'expression a la surface memhiege de cette enzyme est induite aprées
stimulation par le peptide FMLP [210]. Contrairerha la souris, I'activation du récepteur
P2X7 ne peut pas se faire chez 'Homme par 'ADP ica’existe pas d'orthologue de
'enzyme ART(2) bien que les résidus Arg 125 et $88nt conservés sur le récepteur
P2X7 [196,211]. L’activation du récepteur P2X7r pa NAD a été décrite dans les
lymphocytes T murins issus de différentes lignémsalris mais pas dans les macrophages
ou les lymphocytes B [212]. |l a été rapporté esiste des différences de sensibilité a
lactivation du récepteur P2X7 par ART 2 en fonotidu stade d’activation des
lymphocytes T. Ainsi, il a été montré que les lyrapytes T périphériques naifs sont plus
sensibles que les lymphocytes T activés a la nehtlaire induite par le NAD qui peut
étre inhibée par lphosphatidylinositol-specific phospholipaseoG bien des anticorps
bloquant I'activité I’ART 2 [202 ,213]. La résisize des lymphocytes T activés a la mort
cellulaire par le NAD est due au clivage de I'eneyART 2.2 au niveau de son cété C-
terminal par ADAM 17. L'enzyme ART 2.2 clivée dsenctionnelle puisqu’elle ajoute le

38



INTRODUCTION
groupement ADP-ribosyl sur plusieurs substrats [2Bien que les macrophages dérives

de la moelle osseuse issus de la souris BALB/cpniment aucun membre de la famille
ART, I'expression membranaire de l'isoforme ART 24t induite a la surface de ces
cellules en réponse a des médiateurs pro-inflammeataotamment le LPS et les IFN de
type | et Il [202 ,215]. De plus, le NAD semblet@atialiser la réponse ATP-dépendante
du récepteur P2X7 dans les macrophages de la nass@ise [209]. Il est important de
noter que des quantités importantes d’ATP et de At contenues dans les érythrocytes
ce qui permet la libération du NAD dans l'espacéraeellulaire suite a la lyse des
erythrocytes [205]. La lyse des érythrocytes pmutvenir dans des cas pathologiques
notamment chez des patients atteints d’anémie hyfionoe, en cas de malaria suite a une
infection par le parasite trypanosome ou encorénfibglobinurie paroxystique nocturne.
Il est donc important de bloquer cette libératienNAD lors de la préparation des cellules
ex vivoafin de protéger les lymphocytes Trég et NKT demlart induite par le NAD.
L'utilisation d’'un nano anticorps, plus petits etfup stables que des anticorps
conventionnels, permet d’inhiber l'activité enzyigae de I'ART 2 et de protéger les
cellules lors de leur préparation [216].

iii.  Autres agonistes du récepteur P2X7

D’autres composés induisent l'activation du réeaptP2X7 mais en agissant
differemment selon 'espece. Ainsi, alors queéptmle antimicrobien humain LL-37 (ou
cathelicidine) induit l'activation des récepteurX? humain et murin [217], son
homologue murin CRAMPc@thelicidin-related anti-microbial peptidiénhibe le récepteur
P2X7 murin mais active le récepteur P2X7 humairB]21La raison de cette spécificité
d’espéce du CRAMP n’est pas connue. D’autre panmtibiotique polymyxine B induit
I'activation du récepteur P2X7 humain mais pas muadntrairement au médicament anti-
parasitaire ivermectine qui induit I'activation décepteur P2X7 humain mais pas murin
[219 ,220]. En outre, différents lipides, notaminén lyso-phosphatidylcholine et les
sphingosyl-phosphorylcholines ainsi que des ansgfbhés comme la kétamine, le
propofol et le thiopental sont connus pour actlesrrécepteurs P2X7 [201].

b) Les antagonistes du récepteur P2X7

i. Les antagonistes chimiques

Il existe un certain nombre d’antagonistes du ptsag P2X7 qui different quant a
leur structure chimique, leur mode d’action, lepédficité et leur sélectivité d’espéces.
La premiére génération d’antagonistes décrite était spécifique du récepteur P2X7
puisqu’elle permettait d’inhiber d’'autres récepte®2X ou encore des récepteurs P2Y.
Les premiers antagonistes du récepteur P2X7 coraiRedctive Blug datent des années
1970. Dans les années 1980, sont apparus la sweaie BBG (oulorilliant Blue G) puis
le PPADS (oupyroxidoxal phosphate-6-azophenyl-2-4-disulfoniddgc 'oATP (ou
periodate oxidized AT)Pet le KN-62 (oul-[N,O-bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-I-
tyrosyl]-4-phenylpiperazinedans les années 1990. Les structures de cegoargtes ont
ensuite subies des modifications dans le but di@ne¢lleurs propriétés pharmacologiques
et leur spécificité comme par exemple le MR 2546tda structure est dérivée de celle du
KN-62 mais avec une plus forte activité inhibitrisar les récepteurs P2X7 humain et
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murin [201]. Il est important de noter que cersaiantagonistes présentent des

caractéristiques pharmacologiques différentes sgloits sont utilisés sur des récepteurs
P2X7 endogénes ou pas. Par exemple, le KN-62 erceatrations nanomolaires inhibe
tous les récepteurs P2X7 des mammiferes, sauf delcat, exprimés dans la lignée HEK-
293 [221]. Ainsi lactivité de ces antagonistesri#¥aen fonction des conditions
d’expérimentation (concentrations, temps d’inculbatitempérature..). D’autre part, le
BBG est considéré comme un antagoniste spécifiqueédepteur P2X7 du fait de sa
capacité a inhiber son activation a des conceatratinanomolaires alors qu'a des
concentrations de l'ordre du micromolaire le BBG aslisé pour inhiber les autres
récepteurs P2X notamment les récepteurs P2X2, P2X23/3, P2X4 et P2X1/5 [222].
Des études plus récentes ont montré que le BB&ussi capable de bloquer la pannexine-
1, une protéine de la jonction communicante interegre, ce qui rend difficile son
utilisation comme antagoniste du récepteur P2XB]J2Zoncernant I'0cATP, bien gu'il se
lie de fagon covalente au récepteur P2X7, tout centerPPADS, il a été décrit comme
pouvant inhiber d’autres récepteurs comme P2X2EBH224].

Une deuxiéme génération d’'antagonistes du récept2X7 utilisablein vitro a été
développée comme par exemple les composés de dleftaazole, (A438079 et
A839977), les adamantyl amides (AZ10606120 et le CBA), les dérivés de
cyanoguanidine (AZ40003), l'imide cycligue (AZ11&¥3) et les dérives de
nicotinamides (JNJ-47965567) [201].

Le Tableau 4présente les I§ des différents antagonistes du récepteur P2Xigésil
chez 'Homme et dans deux lignées de souris préstmtes sensibilités différentes a
I'ATP, les souris BALB/c étant les plus sensiblek Tableau 4).

Tableau 4 : Les différents antagonistes du réceptel®@2X7 et leur ICsq correspondantes [201]

IC 50 (UM) PPADS | BBG | Reactive Blue| KN-62 | A438079| A740003 | AZ10606120| AZ11645373

Homme 1,2 1,9 5,4 0,2 0,9 0,09 0,003 0,05
Souris B6 40 0,5 18 0,6 0,6 1,7 0,6 1,6
Souris BALB/c 4,9 0,2 21 0,2 0,6 0,7 0,6 1,6

Les premiers antagonistes du récepteur P2X7 iliseéivo dans un modéle murin
d’EAE sont le BBG et I'0cATP [225]. Ainsi, il a ét@ontré que l'inhibition du récepteur
P2X7 par ses antagonistes réduit la démyélinisatemaxones et améliore le score de la
maladie en protégeant les oligodendrocytes de ld mduite par 'ATP. D’autre part,
linhibition du récepteur P2X7 par le BBG réduislscores et les symptdomes dans des
modeles murins d’épilepsie, de gliome, d’autismeeddpression, d’Alzheimer, de maladie
d’Huntigton et de Parkinson en réduisant l'inflantima induite par le récepteur P2X7
dans la microglie [226 ,227]. Malgré les succescoatrés avec les antagonistes du
récepteur P2X7 dans les modeles murins, les résdtaient plus mitigés chez 'Homme
et cela est d( aux variations, entre les deux espées séquences en acides aminés de la
boucle extracellulaire du récepteur P2X7 [228 ,229]
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ii. Autres composés inhibant le récepteur P2X7

En plus des antagonistes décrits ci-dessus, depas®s naturels ainsi que des
médicaments peuvent avoir des actions inhibitrices le récepteur P2X7. Des
médicaments comme la colchicine, qui est utilisémsdle traitement de maladies
inflammatoires comme la goutte et la fievre mediteéenne familiale, inhibe l'activité
pore du récepteur P2X7 mais pas son activité gagal. Comme pour les autres P2X, les
cations divalents Ga et Mdf* inhibent in vitro I'activation des récepteurs P2X7 en
chélatant la forme acide libre de 'ATP (ATPresponsable de I'activation du récepteur
P2X7 [195,197,231]. D’autres rapports suggeremt cgs cations bivalents se comportent
comme des effecteurs allostérique négatifs du téaef232].

B. Expression du récepteur P2X7

Il a été longtemps considéré que I'expressionéhepteur P2X7 est restreinte aux
cellules hématopoiétiques : macrophages, DC, maoescyymphocytes, érythrocytes,
mastocytes, éosinophiles et ostéoclastes. Aujburdil est admis que le récepteur P2X7
est aussi présent sur d’autres types cellulairesromles ostéoblastes, fibroblastes, cellules
endothéliales et épithéliales [201], les cellulassgstéme nerveux central et périphérique
notamment la microglie, les astrocytes, les oligmidecytes et les cellules de Schwann
[233] et aussi sur des populations de neuronesadmdelle épiniere, du cervelet, de
I’hypothalamus et de la substance noire [234]. uD&part, la construction de la lignée de
souris transgénique exprimant le gene recombinpBk7Cegfp ou le genep2x7 est
fusionné au gene rapporteegfpa permis de suivre I'expression du récepteur P@xrs
le systeme nerveux. Le gergfpa été inséré au niveau du codon d’initiation AT®G d
premier exon du gen@2x7. En effet, les études utilisant ces souris trédnggies dans des
modeles d’épilepsie ont montré que I'expressionréltepteur P2X7 est induite dans le
systeme nerveux central aprés des crises d'émlepsoblongées [234,Engel, 2012
#1134,Jimenez-Pacheco, 2013 #1135]. Une autre étilcsant ces souris transgéniques a
montré que I'expression du récepteur P2X7 est lB@ravec I'expression du facteur de
transcription Spl dans le cerveau. Ainsi, I'inhidn de Spl par la mithramycine A ou
bien par des petits ARN en épingle a cheveux (shRMNAhort hairpin RNA réduit les
taux du récepteur P2X7 dans les cellules primaleesieurones corticaux et d’astrocytes
[235].

L’expression du récepteur P2X7 peut étre modulée ges médiateurs pro-
inflammatoires comme l'interferop{IFN-y), le TNF, et le LPS sur les macrophages, les
cellules endothéliales ombilicales et les celldpghéliales [236 ,237]. A linverse, des
médiateurs anti-inflammatoires comme le TEFhibent I'expression du récepteur P2X7
induite par I'lFNy et le LPS dans la lignée monocytaire THP-1 [23B]autre part, il a
été montré que des composés chimiques comme le(&dfminopurin-9-il)-2-0sso-
etossi|prop-2-enale (ou MED1011) inhibe I'expressidu récepteur P2X7 et par
conséguent ses fonctions en causant son interti@lisdans la lignée de monocytes U937
[239].
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C. Activités cellulaires et physiologiques du récepteur P2X7
a) Ouverture du canal ionique

La concentration basale du calcium libre intradaiie est de I'ordre de 100 nM
alors que dans le milieu extracellulaire elle estl'drdre de 1-2 mM. Le réticulum
endoplasmique est le principal lieu de stockage adlcium (~ 1 mM) [240].
L’homéostasie du calcium dans la cellule est agspa¥ un ensemble de canaux de la
membrane plasmique dont les CRAC (6a’-release activated Ga channe), les
pompes C&-ATPase (PMCA owplasma membrane GaATPasg qui assurent un influx
calcigue du milieu extracellulaire. D’autre palts échangeurs calciques (NCX ou
Na'/Ca®* Exchanger ou encore I'lBR (ou IP3 receptof ou le RyR (ouryanodin
receptory sont exprimés a la membrane du réticulum endoptpage et sont impliqués
dans la sécrétion du calcium a partir du réticukeindoplasmique vers le cytosol. Le
stockage du calcium dans le réticulum endoplasmisgifait par l'intermédiaire des
pompes SERCA (owsarcoplasmic/ER Ca& ATPasg et dans les mitochondries par
l'intermédiaire des MCU (oumitochondrial C&" uniportel) exprimés a la membrane
mitochondriale interne.

Le calcium intracellulaire est impligué dans de bomuses fonctions du systéme
immunitaire. Il constitue un second messager éstelans la biologie du lymphocyte T.
Il est secrété dans le réticulum endoplasmiquel@anécanisme de SOCE (@ifore-
operated C& entry). Il s’agit d'un mécanisme ubiquitaire liant lémlétion du calcium du
réticulum endoplasmique a l'activation des canaalcigues de la membrane plasmique
permettant ainsi leur activation et le remplissdgestock intracellulaire en calcium. Le
SOCE est induit par l'activation des récepteurs umitaires notamment le TCR des
lymphocytes T et le BCR des lymphocytes B, les ptmas pour la partie Fc des
immunoglobulines, les TLR (awll like recptol) ou encore les récepteurs aux chimiokines.
La stimulation de ces récepteurs active la PLC hydrolyse les phospholipides de la
membrane plasmique notamment le P#A IR et DAG. L’IP; induit la sécrétion du
calcium du réticulum a travers I'YR. La diminution de la concentration du calcium es
détectée par la région N-terminale des STIM @&itomal interaction molecujequi
s’oligomérisent et se transloquent dans des jomstiormées par 'ER et la membrane
plasmique ou ils interagissent par leur région iGiieale avec les composants des canaux
CRAC, les protéines ORAI (owalcium release-activated calcium channel prote)n 1
localisées a la membrane plasmique. Ces derngagsivent en induisant un influx
calcique du milieu extracellulaire a travers la rbeame plasmique.

Chez 'Homme, des déficiences en ORAI et STIM diasscellules immunitaires
entrainent une immunodéficience sévere SQID severe combined immunodeficiency
[241]. Une déficience génétique dans les STIM ealss désordres lymphoprolifératifs
accompagnés d’'une réduction du nombre de lymphecitég [242]. D’autre part les
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canaux ORAI sont impliqués dans l'activation, |lalpération et la différentiation des

lymphocytes T. lls sont induits et impliqués ddasdésensibilisation du SOCE apres
'activation des lymphocytes T [243]. Ces étudéamnnpas permit de préciser le stade
d’activation du lymphocyte T au cours duquel cdtisensibilisation a lieu.

La signalisation dépendante du calcium intracaital a été trés étudiée a cause de
son role primordial dans la réponse immunitaire. eHet, le calcium s’accumulant dans le
cytosol contréle l'activité de plusieurs facteums wlanscription. Le calcium se lie a la
protéine ubiquitaire calmoduline CaM (&@&?*-sensitive protein calmodulipentrainant
son changement de conformation. La CaM va alofsxee a la calcineurine et I'activer.
Cette derniere déphosphoryle les sous-unités @dophues des facteurs de transcription
NFAT et NF«kB, permettant ainsi leur translocation dans le noyeur activer la
transcription des genes impliqués dans l'activatiea lymphocytes T et B [244]. D’autre
part, le calcium joue un role dans les fonction®lgyiques comme I'exocytose. Dans les
cellules immunitaires, des concentrations élevéesca&cium sont requises pour la
dégranulation des mastocytes suite a leur activapiar le récepteur au Fc des IgE
(FceRIIN), pour l'activation des cellules NK, des madnages et des DC par le récepteur au
Fc des IgG (FRIIl) et aussi pour I'activation des lymphocytespér le TCR et la
sécrétion par les lymphocytes cytotoxiques des ujgan cytolytiques contenant des
perforines et des granzymes. Dans les cellulegqay&aires, bien qu’il ait été montré, en
utilisant des chélateurs de calcium, que la phagseyest indépendante du calcium, il
semble qu’il soit important pour la fusion du phsgme avec le lysosome méme si cela
reste debattu [245 ,246]. De ce fait, la signéibsacalcique semble étre une cible
thérapeutique intéressante comme le montre l'itibibide la phosphatase calcineurine par
les immunosuppresseurs cyclosporine A et FK506tgotolimus) lors du traitement des
maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhufdatde psoriasis, la colite ulcérative
et dans la prévention du rejet de greffe allogémicguite a une transplantation
[241 ,247 ,248].

Les récepteurs purinergiques viennent s’ajoutarliate des canaux calciques décrite
ci-dessus. Une bréve activation (de I'ordre dmilliseconde) du récepteur P2X7 par des
concentrations micromollaires d’ATP (> 100 uM) petml'ouverture d'un canal
perméable aux cations qui conduit a la dépoladeale la membrane (sortie de potassium
et entrée de sodium) accompagnée d’'une augmentd#ida concentration du calcium
cytosolique. De fortes quantitées d’ATP (concemreg millimolaires) induisent
'ouverture d’'un pore non séléctif perméable auxioces ayant un poids moléculaire
supérieur a 900 Da. La sélectivité du canal auiors est liée a des résidus dans le
domaine TM2 puisque des mutations dans ses réfi@d8K, D352N, D352K) entrainent
une perméabilité du récepteur aux anions [249]. fddude leur structure trimérique, les
domaines transmembranaires (TM2) de chaque monodoerécepteur P2X7 forment un
canal physique permettant I'entrée d’ions'Na Cd et la sortie d’ions K[198]. Le
mouvement des domaines TM2 permet une ouvertur@létendu canal et la conductance
d’'un courant électrique dont la direction est défipar le potentiel de membrane. Ainsi
les courants électriques peuvent étre mesurés @artathniques d’électrophysiologie
comme le patch clamp appliqué a I'échelle de ldulelentiere ou restreinte a la partie
membranaire au contact de la pipette. En effafrquoarametres sont ainsi analysés : le
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temps d’activation, I'amplitude du pic, la vitesske désensibilisation suite a une

stimulation continue par I'agoniste et la vitesse ld désactivation apres le lavage de
'agoniste [200]. Tous ses paramétres varientometfon de la concentration en agoniste
sauf la vitesse de désactivation : le temps d’atitm diminue et 'amplitude du pic et la
vitesse de la désensibilisation augmente avecrleardration de I'agoniste [250]. .

La lignée HEK-293 transfectée par le récepteur Ppkesente une élévation de la
sécrétion de I'ATP ainsi que des concentrationsigaés basales 3 a 4 fois plus élevées
dans les mitochondries et le réticulum endoplasencpmparée a la lignée transfectée par
le vecteur vide (HEK-mock). L'utilisation de I'aagoniste du récepteur P2X7, oATP, ou
encore d’apyrase ramene les concentrations basalesalcium mitochondrial dans les
HEK-293 transfectées par le récepteur P2X7 au nideacelles présentes dans les HEK-
mock cultivées en absence de calcium extraceltulairCela a été corrélé a une
augmentation dans le noyau de la quantité de disoé cl du facteur de transcription
NFAT [251,252]. Ce travail montre donc que leegeur P2X7 induit I'élévation du
calcium mitochondriale et protége les cellules i mort cellulaire par un mécanisme
impliquant le calcium. Budagian et coll ont montpée I'activation du récepteur P2X7
dans la lignée Jurkat induit I'expression et larétian d’IL-2 suite a la phosphorylation et
I'activation de la p58°, d’'ERK (ouExtracellular signal-regulated kinayet de JNK (ou
c-Jun N-terminal kinasg¢s Ces kinases activées vont ensuite phospholg/lécteur de
transcription AP-1. Les kinases ERK et JNK apparient a la famille des MAPK et sont
responsables des événements cellulaires commeoldémtion, la différenciation et
I'apoptose. La pS& est une tyrosine kinase cytoplasmique responséble voie de
signalisation en aval du complexe TCR/CD3 [253]JusRécemment, un autre groupe a
montré que I'ATP extracellulaire peut agir d’'ungda autocrine pour induire I'activation
des lymphocytes T. En effet, I'activation de lgnke Jurkat par son TCR induit une
sécrétion rapide d’ATP (< 100 uM). L’ATP secréwitasur les récepteurs P2X7 pour
induire un influx calcique qui permet une activatidu facteur de transcription NFAT et
une production d’IL-2 [11]. En revanche d’autresupes ont associé les concentrations
élevées de calcium dans le réticulum endoplasmajua mort cellulaire par la voie
mitochondriale impliquant les protéines pro-apadptets Bax (ouBcl-2 associated X
protein) et BAK (ouBcl-2 homologous anatgonist kiljer D'ailleurs la diminution de ses
concentrations a un role protecteur contre 'apept@54]. De plus, le 4-aminopyridine
(4AP), un médicament utilisé dans le traitemenladeclérose en plaques pour sa capacité
a inhiber les canaux potassiques et provoguerpaldasation de la membrane, induit un
influx calcique et par conséquent la mort cell@aiD’autre part, il a été montré que dans
les cellules mononucléées humaines issus de sugatsrux cet effet est inhibé par le KN-
62 suggérant que le récepteur P2X7 est impliqué darmprocessus [255]. De méme, la
stimulation par le calcitriol, une forme active ldevitamine D, inhibe I'influx calcique et
réduit la perméabilité a I'éthidium induite par fécepteur P2X7. Plus récemment, des
perturbations dans I'homéostasie du calcium inthae@re ont été décrites associées a
l'insuffisance rénale chez 'Homme. En effet, $scks de calcium intracellulaire dans les
monocytes du sang périphérique (PBMCpauipheral blood monocyte celldes patients
ayant une insuffisance rénale sont augmentés paoraa ceux des sujets normaux. La
stimulation du récepteur P2X7 chez ces patientasiindn influx calciqgue et une
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perméabilité a I'éthidium moins élevés que chez siggets normaux suggérant que le

récepteur P2X7 est impliqué dans cette pathol@5Hé][

b) Ouverture d’'un pore non séléctif

Le récepteur P2X7, tout comme les récepteurs REX22X4, est capable d’'induire
la formation d’un pore perméable aux molécules dmmdaille varie de 400 a 900 Da selon
le type cellulaire. La formation du pore peut étresurable en cytométrie en flux ou en
microscopie a fluorescente par lincorporation dMING® (196 Da) et de sondes
fluorescentes comme I'éthididim(314 Da) ou le YO-PRO?l (376 Da) [257]. La
formation du pore est I'activité du récepteur PAXPplus étudiée et celle qui a fait couler
le plus d’encre depuis le clonage du gene codant [@récepteur P2X7. Malgré les
nombreuses avancées ayant permis la déterminatida cinétique de formation du pore
ainsi que les domaines protéiques du réceptewsagiiresponsables de sa constitution, les
mécanismes de sa formation ne sont pas complétegsatls.

En effet, le domaine TM2 du récepteur P2X7 et sxtrémité C-terminale
intracellulaire semblent importants pour la formatdu pore et la mort cellulaire puisque
I'activation du récepteur dans sa version mutédronguée au niveau des derniers 177
résidus de I'extrémité C-terminale entrainent umghition de la mort cellulaire et une
réduction du taux d’incorporation du YO-PRO-1 [1296,198,258]. Cependant,
limplication de I'extrémité C-terminale dans larfeation du pore a été questionnée
notamment par le travail de Tomasinsig et coll. s @ateurs ont montré que la lignée
HEK-293, bien qu’exprimant une version tronquéerdoepteur P2X7 au niveau de la
partie C-terminale, était capable de former un ppegméable a [I'éthidium apres
stimulation par le peptide antimicrobien humain 3L{259].

D’autre part, et dans le but de déterminer latcjué de formation du pore P2X7, les
travaux de Virginio et coll ont montré, dans lankg HEK-293 transfectée par un
récepteur P2X7 de rat, que le pore P2X7 se fornRsmtondes aprés activation par 'ATP
et que le taux de formation du pore atteint ungalaten 10 a 30 secondes [257].

Par ailleurs, deux mécanismes sont actuellemeapoges pour expliquer la
formation du pore : le premier considere que leepest le résultat d’'une dilatation
progressive du canal P2X7 suite a une activatiottimoe par I'ATP. Il s’agit donc d’'un
mécanisme intrinséque au récepteur P2X7. Ce nwmande dilatation du canal a été
proposé parce que la cinétique de mesure de laafammdu pore réalisée sur la lignée
HEK-293 transfectée par le récepteur P2X7 de rattraajue le diamétre du pore détecté
aprés 3 secondes de stimulation par I'agonistel@$t.8 nm et atteint 3 a 5 nm aprés 25
secondes [257]. Un modéle, appelé le modéle d&kdwara ainsi été proposé pour la
dilatation du pore P2X7 : la fixation d’'une moléew’ ATP sur une sous-unité de P2X7
cause une asymeétrie dans le récepteur qui empédiation d’'une deuxieme molécule
d’ATP. La fixation d’'une deuxiéme molécule reqtidonc une plus forte concentration
d’ATP pour I'ouverture du canal et le passage @®is de petites tailles. Finalement, la
fixation de la troisieme molécule d’ATP requierteuplus forte énergie, a cause de
'asymétrie devenue encore plus grande, pour pnaogn changement de conformation
du récepteur et donc une activation compléte deptéar P2X7 [260].
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Le deuxieme mécanisme consiste a postuler quertaation du pore requiert la

présence de protéines associées au recepteur R2Xdrplong domaine intracellulaire, en
'occurrence la pannexine-1. Il s’agit d’'un memile la famille des hémi-canaux forme
par deux sous-unités et exprimé principalement éndenbrane plasmique des cellules
immunitaires. L'implication de la pannexine-1 ddasformation du pore P2X7 a été
déterminée a l'aide des petits ARN interférents)hdbiteurs pharmacologiques comme la
cabénoxolone (CBX), ou encore de peptides mimantlepremiers résidus de la premiere
boucle extracellulaire de la pannexine-1 humatfigaq) [261]. Ainsi, il a été montré que
l'inhibition de la pannexine-1 bloque l'incorporati de la sonde YO-PRO-1 mais pas
linflux calcique ces deux activités étant induifggs une stimulation avec le Bz-ATP. La
délétion de la totalité de I'extrémité C-terminale récepteur P2X7 cloné dans la lignée
HEK-293 n’affecte pas l'influx calcique a travels ¢anal P2X7 mais par contre réduit
I'incorporation de molécules YO-PRO-1 [195]. D’'mupart, le polymorphisme P451L au
niveau de la queue C-terminale du récepteur P2XTadsouris B6 entraine, dans les
macrophages, une inhibition de la formation du pmads pas de I'ouverture du canal
calcique [260]. Un autre argument en faveur dapglication de la pannexine-1 dans la
formation du pore est la mise en évidence, par dePériences de co-
immunoprécipitations, d’interactions physiques enér récepteur P2X7 et la pannexine-1
[262]. D’autre part, il a été montré que l'actioat du TCR des lymphocytes T induit une
translocation dans la synapse immunologique desptéars P2X1 et P2X4 ainsi que de la
pannexine-1 par laquelle se fait la sécrétion d’ATRuant au récepteur P2X7 sa
distribution a la surface membranaire reste unirnlL’ATP secrétée dans la synapse
immunologique active les récepteurs P2X1, P2X4 X7 facilitant, ainsi, I'influx
calcique et permettant la production d’IL-2 et dome activation compléte du lymphocyte
T [263]. Cependant, des études récentes utildamsouris déficientes pour la pannexine-
1 (pannexine-1 KO) ont contredit I'implication delle-ci dans la formation du pore
dépendant du récepteur P2X7. Par exemple, Qulletnootrent que l'incorporation des
molécules YO-PRO-1 a bien lieu en réponse a 'ABRsdles macrophages de la moelle
osseuse des souris pannexine-1 KO préalablemétéesgar du LPS. En revanche, une
inhibition de la sécrétion d’ILfi et d’'IL-18 aprés la stimulation des macrophages pa
I'ATP, ainsi que de la mort cellulaire des thymaxs/induite par I'’ATP, est observée dans
les souris pannexine-1 KO [264].

Récemment et comme mentionné précédemment, @ déétit que la colchicine, un
inhibiteur de la polymérisation des microtubulescgitosquelette présentant des propriétés
anti-inflammatoires, réduit certaines des activil@srécepteur P2X7 comme la formation
du pore, la production des ROS et des NO et la&géord’IL-1 mais pas I'activité canal.
Cela a été réalisé vitro sur des macrophages péritonéaux ainsgnquivo sur des souris
préalablement traitées par de la colchicine et isnsnjectées par du LPS et de I'ATP
[230]. Cette méme étude montre que la colchicise aissi capable de bloquer la
formation du pore dépendant du récepteur P2X2. I'@hibition, par des inhibiteurs
pharmacologiques, de la pannexine-1 n’a pas d&fet la formation du pore des cellules
HEK-293 transfectées par le récepteur P2X2. Cetmére que le pore inhibé par la
colchicine est indépendant de la pannexine-1 [B&0]2
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Deux travaux indépendants ont montré que le puaieit par le récepteur P2X7 est

un phénomene plus complexe du fait de sa sélexiiliterente aux sondes fluorescentes
selon le type cellulaire. Un premier travail @@nt la technique de patch-clamp pour
étudier la formation du pore dans la lignée HEK-283es macrophages murins montre
gu'il existe deux types de pore : cationique etomigjue. Ainsi, la lignée HEK-293
transfectée par le récepteur P2X7, contrairemert raacrophages, n’était pas capable
d’'incorporer la sonde anionique, Lucifer Yellow. e plus, l'incorporation des sondes
anioniques par les macrophages était possible €35t a 4°C alors que l'incorporation
des sondes cationique comme le YO-PRO-1 et I'aéimdie se produisait qu'a 37°C [266].
Un autre groupe a montré que la lignée HEK-293steaniée par le récepteur P2X7 de rat
est capable de former le pore anionique, mesuré&ipeorporation de la sonde anionique
Lucifer Yellow, a condition que du calcium soit peéit dans le milieu extracellulaire. En
revanche, la lignée macrophagique de souris RAW7264t capable de former les deux
types de pores ; anionique et cationique, et cel@égendamment de la concentration en
calcium [267]. De plus, dans ces deux travauxpplication de la pannexine-1 a été
exclue du fait que les inhibiteurs pharmacologiq@#X et mefloquine n’avaient pas
d’effets sur I'incorporation des sondes.

Enfin, il a été postulé que la formation du pamnduite par le récepteur P2X7 est
associée aux autres activités du récepteur. DiyriReberts et coll ont essayé de tracer la
cascade de signalisation régulant la formation dre.p lls ont montré que la voie de
signalisation dépendante de l'activation de la p38PK et des caspases 1 et 3 est requise
pour la formation du pore dans la lignée monocgtdiumaine THP-1. De plus, cette
méme étude a montré que des inhibiteurs de caspasesponsable de la maturation de
l'IL-1 B et aussi de la caspase effectrice 3, inhibent e@rattendu la sécrétion d’ILB1
mais aussi de facon plus surprenante l'incorpanatio YO-PRO-1 [257,268]. Ces
résultats ont été confirmés par I'étude de Fariaoditsur la lignée épithéliale thymique
(2BH4) et des macrophages péritonéaux [269]. Eet,dh technique de patch-clamp sur
cellules en configuration attachée a la pipettetneoque I’ATP induit la formation du pore
aussi bien sur la partie de la membrane en coatastt la pipette de patch que sur le reste
de la membrane suggérant ainsi I'existence d’urorscmessager impliqué dans la
formation du pore. D’autre part, la formation durg est dépendante du calcium de fagon
dose-dépendante ce qui suggere qu'il est un seocomsbager important pour relier
l'activité canal du récepteur P2X7 a son activitdep Mackenzie et coll ont décrit une
association entre la formation du pore et I'acfiviltolytique du récepteur P2X7 [270].
D’autre part, Margues-Da-Silva et coll ont obsequ® la réduction de la formation du
pore suite au traitement par la colchicine ava#t eliéets inhibiteurs sur la sécrétion d’IL-
1B et la production des ROS mais était sans effatdasmort cellulaire suggérant que
lactivité pore peut étre associée a lactivité décrétion des meédiateurs pro-
inflammatoires du récepteur P2X7 [230].

Toutes ses études mettent en évidence la compldgit’activité de formation du
pore P2X7 et suggerent qu’effectivement plusieuécanismes peuvent étre mis en jeu
selon le type cellulaire. D’autres études sontcdoécessaires afin de déterminer tous les
acteurs potentiels qui y sont associés.
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c) Externalisation de la PS et mort cellulaire

La PS est un amino-phospholipide dont I'expressisinubiquitaire. Elle représente
3 a 15% du total des phospholipides présents @dacallule. Sa répartition varie entre les
différentes membranes des organites: elle est phsndante dans les membranes
plasmiques et les endosomes mais tres peu prédangela membrane mitochondriale
interne. Une caractéristique majeure de la PSaedistribution asymétrique entre les deux
feuillets de la bicouche lipidiqgue membranaire le edst plus exprimée dans le feuillet
interne que le feuillet externe. Trois types det@nes ou translocases assurent le
transport des lipides d’'une couche a l'autre :piipe, floppase, scramblase. Les deux
premieres sont responsables du maintien de l'asi@néia troisieme de la perte
d’asymétrie. L’asymétrie de la PS est maintenuecjgralement par un équilibre entre
deux mécanismes : 1- le «flip », un mouvement Al€Pendant de la flippase qui assure
la translocation de la PS de la couche externelaersuche interne de la membrane ; 2- le
« flop », un mouvement ATP-dépendant de la PS deoleche interne vers la couche
externe. La « scramblase » permet un mouvemeenhdépt du calcium mais indépendant
de I'ATP permettant la randomisation non spécifigeela PS dans la bicouche lipidique
[271]. Cette asymétrie de la PS est régulée pamomebreux processus physiologiques.
Par exemple lors de la coagulation sanguine, laf®®xposée a la membrane externe des
plaquettes activées. Par voie de conséquenctdesirs de coagulation V, VIII, X et la
prothrombine sont recrutés a la surface des plepugtour générer la fibrine et donc
stabiliser le processus de thrombus [272]. D’aupieénomeénes physiologiques comme la
dégranulation des mastocytes et des plaquettasséhkscence des érythrocytes requierent
I'exposition de la PS a leur surface externe. D&part, I'externalisation de la PS (signal
« eat me») est une caractéristigue majeure de I'apoptaselie permet la reconnaissance
spécifique des corps apoptotiquespar les cellubegiqrytaires et donc leur phagocytose.
L’apoptose peut étre activée par plusieurs stirmpliquant deux voies principales de
signalisation :

. La voie extrinseque qui est activée par I'engagerdes récepteurs de mort,
comme Fas (oapoptosis stimulation fragmeénte récepteur au TNE-ou tumor
necrosis factor de type 1 ou encore TRAIL (owmor-necrosis-factor related
apoptosis inducing ligandpar leurs ligands conduit au recrutement detépres
adaptatrices FADD (okas Associated Death Domajra travers leur domaine de
mort (ouDeath Domaii), puis des caspases initiatrices 8 ou 10 sousfteare
inactive ou procaspase. Le clivage des procaspesgstrices cause leur
activation et déclenche la cascade d’activation aespases effectrices dont la
caspase 3 qui a son tour active d’autres caspésefriees comme les caspases 6
et 7 entrainant le clivage des substrats vitautadeellule et I'activation de la
DNAse, CAD, responsable de la dégradation de I'’ADN.

. La voie intrinséque ou mitochondriale est activée gies signaux de stress
comme la déprivation en facteurs de croissancde iElplique I'activation des
protéines pro-apoptotiqgues de la famille Bcl-2 domax et Bak.
L’oligomérisation de ces protéines entraine la gafilisation de la membrane
mitochondriale externe entrainant la libérationcgitochrome ¢ dans le cytosol ou
il va s’associer a la protéine adaptatrice APAFIndtire son oligomérisation.
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L’oligomérisation d’APAF-1 s’accompagne du recrutarh de la procaspase

initiatrice 9 et la formation de I'apoptosome respable de I'activation de la
procaspase 9. La caspase-9 active a son tousdpases effectrices.

Dans les cellules de type | comme les lymphocy#egoie extrinseque est suffisante
pour induire I'apoptose. En revanche dans lesllesllde type Il, comme les hépatocytes,
une quantité insuffisante de caspases 8 est peodeijui nécessite une amplification par
'intermédiaire de la protéine Bid, un membre dddmille de Bcl2, qui est clivée par la
caspase 8 pour générer la forme tBid ffouncated Bidl qui a son tour active Bax/Bak et
donc la voie mitochondriale [273].

D’autre part, la PS présente des affinités pousiplrs protéines dont 'annexine V
qui fait parti de la superfamille des annexindss’dgit d’'une protéine soluble qui se fixe,
en présence de calcium, sur les phospholipidegébarégativement. L’annexine V a été
caractérisée comme une protéine anticoagulanteneg@rpar les vaisseaux sanguins. La
fixation de I'annexine V a la PS est utilisée commmeoutil pour mesurdn vitro la mort
cellulaire. En effet, 'annexine V recombinanteupétre couplée a des fluorochromes ce
qui permet de quantifier, en microscopie ou biencgtométrie en flux, les cellules
apoptotiques exprimant la PS a leur surface. Sdwsan utilisation en cytométrie en flux
est combinée avec des marqueurs fluorescents deNl'’Acomme I'IP (ou iodure de
propidium), le 7AAD (ou7-Aminoactinomycin Pou le DAPI (ou4',6'-diamidino-2-
phénylindolg pour distinguer les cellules apoptotiques (AnnexV/" PI), les cellules
nécrotiques (Annexine VPI') et les cellules en apoptose tardive ou encore apo
nécrotiques (Annexine VPI'). L'apo-nécrose est un phénoméne dans lequalelasdes
apoptotiques, du fait de l'absence des cellulesgpiyaires, entrent en nécrose et
incorporent I'lP.

Le récepteur P2X7 a été décrit comme un récejptgatytique conduisant a la mort
cellulaire notamment dans les cellules myéloidesihhymocytes, les macrophages, les DC
et les lymphocytes. Les mécanismes de mort cebukengagés different selon le type
cellulaire et le temps de stimulation [274]. Ddadignée HEK-293 transfectée par le
récepteur P2X7, le traitement par I'ATP induit Liaation de la caspsase-3 et le clivage de
la PARP (owolyADP-ribose polymera$¢275]. D’autre part, la stimulation par 'ATP de
la lignée murine de macrophages Bac 1 induit uptage par un mécanisme impliquant
la kinase SAPK/JNK (ostress-activated protein kingset la caspase-3 [276]. De méme,
il a été montré dans les thymocytes que la stinaugiar 'ATP induit une nécrose et non
pas une apoptose et cela passe par un mécanisntiguiamp la phosphorylation des
protéines MAPK (ERK1/2) d’'une facon indépendantecdlcium intracellulaire [277]. En
revanche, I'apoptose induite dans les DC suitedgbhgement du récepteur P2X7 semble
étre indépendante des caspases 1 et 3 [278]. rdvemuk d’Elliot et coll ont montré que
'ATP et I'UTP libérés de facon caspase-dépendgpde les cellules apoptotiques,
notamment les thymocytes, la lignée lymphocytairdufkat et les cellules épithéliales,
constituent un signal de danger important partiipau recrutement des cellules
apoptotiques par I'intermédiaire du récepteur PZ3i@nal «find me») [279]. D’autre
part, Aguirre et coll ont montré qu’il existe unenoexion entre le récepteur de mort Fas et
le récepteur P2X7 dans la lignée lymphocytaire Tkalu En effet, I'engagement du
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récepteur Fas cause l'activation de la caspasevi gie la libération d’ATP a travers la

pannexine-1 qui agit a son tour sur les récept®&X7 pour induire I'apoptose par
I'activation de la caspase-9 [280].

D’autres groupes se sont intéresseés a la différdacsensibilité a la mort cellulaire et
a I'externalisation de la PS induite par le récep2X7 dans les différents lymphocytes T
selon leur stade de maturation ou d’activation. nshAi Courageot et coll ont étudié
I'exposition de la PS dans les thymocytes murirks. ont montré que les thymocytes
matures CD4CD8 ou CD4CDS8" sont plus sensibles a 'ATP que les thymocytes
immatures CDACD8 et que cette plus grande sensibilité est due a plae forte
expression membranaire du récepteur P2X7. De lglusécanisme d’externalisation de la
PS dans les lymphocytes T spléniques, mais pasldarteymocytes ni les hépatocytes,
semble étre dépendant de I'élévation du calciundietsodium intracellulaires suite a
I'activation du canal P2X7 [281]. Concernant lgsphocytes T périphériques, le groupe
d’Aswad et coll ont montré que les lymphocytes TI€H4 CD25 Foxp3 est la
population la plus sensible a la mort cellulairduite par le NAD et 'ATP. A linverse,
les lymphocytes T conventionnels présentent unsilsiété réduite a la mort cellulaire, les
lymphocytes T helper CD4tant plus sensibles que les lymphocytes cytot@sd CD8
[282]. En contradiction avec ce travail, le groute Taylor, a proposé que la moindre
sensibilité a I'ATP, mise en évidence par I'expositde la PS et la mort cellulaire, soit
due a I'expression membranaire de la molécule CIB45Rinsi les lymphocytes Trég ou
conventionnels exprimant des taux réduits en m#écGD45RB (CD45RB") sont plus
sensibles a la mort cellulaire induite par le réeep P2X7 que les lymphocytes T
exprimant des taux élevés de CD45 (CH4p[283]. Apreés les travaux d’Adriouch et coll
en 2001 sur l'activation du récepteur P2X7 par &DN(cf. 3A ii), Haag et coll ont
comparé la mort induite par le NAD dans les diffdées sous-populations de lymphocytes
T selon leur stade de développement. Leurs résuwt@ montré que les lymphocytes T
matures au repos sont plus sensibles a la moriténpar le NAD que les thymocytes et les
lymphocytes activés. Les auteurs ont lié cettéedihce de sensibilité a I'expression
d’ART2.2 responsable de I'ADP ribosylation [213En outre, il a été montré que les
thymocytes murins sont sensibles a la mort celiellaprés activation du récepteur P2X7 et
gue ce processus est indépendant de I'influx cadceq de la PLD mais dépend de la queue
C-terminale du récepteur. Ainsi le méme travaih@ntré que I'externalisation de la PS a
lieu dans les thymocytes de souris BALB/c apresnid de stimulation par 'ATP et
gu’une stimulation continue cause une dégradat®ADN qui atteint son maximum
aprés 5h de stimulation et cela indépendamment adeconcentration en calcium
extracellulaire. De plus, les thymocytes de BALBIeEsentent une lyse cellulaire
détectable a partir de 45 min d’incubation avec BRA284].

Dans certains cas, I'externalisation de la PStrpas associée a la mort cellulaire.
En effet, Mackenzie et coll ont décrit un mécanisieepseudo-apoptose apres une bréve
stimulation par I'ATP (5 a 10 secondes) pendantuddlg ont lieu des événements
caractéristiques de [I'apoptose, notamment laugatemt de la perméabilité
mitochondriale, l'augmentation du taux de calciumgtosolique et mitochondrial,
I'externalisation de la PS et le blebbing de la rheame. Or, les cellules ne meurent pas,
au contraire, ces événements sont inversés dasitiétion de I'agoniste. A l'inverse, une

50



INTRODUCTION
activation prolongée par I'ATP (2 heures) induit $&crétion du cytochrome C et

'activation de la caspase-3 de facon indépenddaotealcium [270]. En parallele, les
travaux d’Elliot et coll ont montré que I'exterredtion de la PS dans les lymphocytes T
périphériques n’'était pas associée a I'apoptose.plls, ces travaux proposent un réle de
la PS dans la transduction du signal notamment tmngautres activités induites par le
récepteur P2X7 comme linflux de Eaet de N4 le clivage de la molécule de homing
CD62L. Les auteurs concluent donc que les actidtérécepteur P2X7 sont associées dés
gue le récepteur P2X7 est engagé [285]. D’auteesmtix du méme groupe, décrivent que
'exposition de la PS aprés la stimulation du réeep P2X7 impligue un mécanisme
dépendant de l'efflux de potassium a travers leswea potassiques KCa3.1 [286].

L’externalisation de la PS et la mort cellulaid@pendantes du récepteur P2X7, ont
ete étudiees dans différents types cellulaires destlymphocytes T. Or, quelques
guestions restent encore ouvertes concernant téexds ou non d'un mécanisme
physiologique d’externalisation de la PS induiter pa récepteur P2X7 dans les
lymphocytes T indépendamment d’'une mort cellulgine serait comparable au processus
d’activation des plaguettes. Dans ce cas, quedmits 'implication d'une telle
externalisation de la PS dans la physiologie dwplyoeyte T ? Des études plus détaillées
sont également nécessaire concernant la sensibiligternalisation de la PS et a la mort
cellulaire des sous-populations de lymphocytes [Euas différents stades d’activation :
naif, récemment activé, mémoire central, mémoirgpérique.

d) Clivage des molécules transmembranaires: cas der@lécule CD62L

L'adhérence cellulaire recouvre l'ensemble des amémes cellulaires et
moléculaires mis en ceuvre par les cellules pouéradhentres elles ou avec le milieu
environnant. C’est un processus fondamental powid cellulaire dans la mesure ou |l
régule la prolifération et la mort des cellulessaique leur migration dans les organes
grace a des interactions entre des récepteurs sefighnds exprimés sur les cellules
migrantes et les cellules de la matrice extracahel Dans le cas des leucocytes sanguins,
la cascade de migration a travers I'endothéliuntwiasre est bien définie, elle commence
par des interactions de faible affinité entre deslécules d’adhérence et leurs ligands
exprimés a la surface des cellules endothélialesoguant ainsi une premiére étape de
roulade des leucocytes (woalling) dans le sens du flux sanguin. La roulade camge u
seconde étape d’'adhérence qui est stableafmsi) et caractérisée par une plus grande
affinité entre les molécules d’adhésion et leugarids. La derniere étape de la
domiciliation (ou homing) est la migration transetitliale ou diapédése dans laquelle les
leucocytes passent a travers les cellules endakbglet migrent en suivant un gradient de
concentrationsle chimiokines [287]. La premiére étape d’adh@sibde roulade implique
'expression au niveau des leucocytes de la maé@D62L ou L-sélectine alors que
'étape d’adhésion stable et la transmigration igquent I'expression d'intégrines
[288,McEver, 2010 #1309¢tf. Figure 6).
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Figure 6 : Cascade d’adhésion des leucocytes
Les trois étapes montrées en gras : la rouladendépé& des sélectines, I'activation dépendantectasiokines et

I'adhésion ferme dépendante des intégrines. Ldéaules clés impliquées dans chaque étape soregmiées dans des
boites bleues [288]. ESAM endothelial cell-selective adhesion molecul@AML1: intercellular adhesion molecule, 1
JAM: junctional adhesion moleculeLFAL: lymphocyte function-associated antigenoli ojf.-integrin, MAC1 :
macrophage antigen 1, MADCAM : mucosal vascular eskin cell-adhesion molecule 1, PSGL1: P-selectin
glycoprotein ligand 1, PECAM1 : platelet/endothetall adhesion molecule 1, VCAM : vascular cell-aslbe molecule

1, VLA4 : very late antigen owdf1-integrin.

La molécule CD62L est une glycoprotéine d’adhéednansmembranaire de type |
appartenant a la famille des sélectines. Elleeggrimée a la surface des leucocytes
circulants et participe a leur migration a travieadothélium des vaisseaux des organes
lymphoides et des sites d’inflammatoires, ce pmeesest appelé domiciliation ou
« homing ». Toutes les sélectines, E- (pour erdiatles), L- (pour leucocytes) et P- (pour
plaquettes), possedent un domaine extracelluldirgechction aux carbohydrate sialyl
Lewis X (sL€) et un domaine N-terminal intracellulaire. Legalnds de la molécule
CD62L sont les mucines GlyCAM-1 (alycosylation-dependent cell adhesion molecule-
1), CD34 et podocalyxine exprimées sur les cellumslothéliales ainsi que la
glycoprotéine PSGL (op-selectin glycoprotein ligand}Exprimée a la surface des autres
leucocytes [289].

Le récepteur P2X7 est impliqué dans le trafic dlsipurs protéines
transmembranaires, importantes pour la réponse iitaie, en induisant leur clivage
protéolytique. Parmi les protéines concernéescparvoies de sécrétion non—classiques
dépendantes de I'ATP, on trouve, notamment, leséoubds CD62L, TNF, CD23,
CD27, la métalloprotéase MMP-9 ou encore le récepd’IL-6 [290]. Le clivage de ces
molécules se fait par des enzymes de la famille MDAou A Disintegrin and
metalloproteinase domain-containing proteidont l'activation peut se faire par le
calcium, la production de ROS ou la phosphorylagianles PKC ou les MAPK [291].

Il a été montré que les molécules CD23 et CD62it slivées apres stimulation par
le récepteur P2X7 par l'intermédiaire, respectivetndes ADAM 10 et 17. Ainsi des
concentrations anormalement élevées des formeblesldes molécules CD23 et CD62L
sont retrouvées dans le sérum des patients attirieicémie lymphoide chronique (LLC)
B [292 ,293]. Il est important de noter que leuséthumain normal contient 1 & 2 mg/ml
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de molécules CD62L solubles et que ce taux augnentas d’inflammation [287]. Dans
un travail précédent, notre laboratoire a montre chez les souris déficientes pour ADAM
17, la métalloprotéase ADAM 10 est capable de cliles substrats dADAM 17
notamment les molécules TNE-TGF-, ICAM et CD62L ainsi que le récepteur a I'lL-6
[294]. L'activation d’ADAM 10 est dépendante duaam mais pas celle ’ADAM 17.
D’autre part, un des acteurs essentiel du clivag€d62L est la protéine CaMliquitous
calcium (C&")-binding protein calmodulin)qui, dans les leucocytes au repos, se lie au
domaine cytoplasmique et a une partie du domaiaestnembranaire de la molécule
CD62L conduisant cette derniere a adoptée une poatmn plus compacte afin
d’empécher son clivage protéolytiqgue [295]. Cettede est en partie contestée par un
autre groupe qui a montré que la CaM ne peut pasragir avec le domaine
transmembranaire de CD62L. De plus, elle adoptes d@s cellules une conformation
étendue au moment de son interaction avec le demaioplasmique de CD62L par
I'intermédiaire de la moésine. Enfin, dans le des cellules au repos, la bicouche riche en
PS interagit avec CD62L ce qui bloque son intesactivec la CaM [296 ,297].

Des expériences de cinétiqgue ont montré que Vagdi de la molécule CD62L a
lieu aprés 20 mn d'activation des leucocytes par dgtokines. Or, la migration
transendothéliale des leucocytes est réalisée ran énviron. Cela suggére donc que le
clivage de la molécule CD62L a lieu aprés la migratransendothéliale. La partie clivée
de la molécule CD62L, aussi appelée ectodomaineapsble d'interagir avec les mémes
ligands et peut entrer en compétition avec la fomembranaire des molécules CD62L
[287]. D’autre part, il a été montré que les pire8 ERM (ouezrin-radixin-moesin
interagissent avec les molécules CD62L favorisardi da premiére étape d’adhésion au
cours du chimiotactisme et son clivage [287]. Heteles ERM sont des protéines du
cytosquelette associées a de nombreuses protéi@ednanaires comme les récepteurs
d’adhésion, les canaux ioniques et les régulatdursrafic vésiculaire. De ce fait, les
ERM, dont la fonction est de connecter la membgaasmique au cytosquelette d’actine,
sont impliquées dans de nombreuses fonctions agkglcomme la régulation de la forme,
'adhésion et la matilité, la localisation subcédite, le trafic des vésicules intracellulaire
et la transduction du signal [298].

Récemment, une étude a montré que les lymphoctemifs CD4 du sang
périphérique humain sont trés sensibles au clidege molécule CD62L induit par 'ATP
avec un pic de clivage environ 15 mn apres la datimn. De facon surprenante, et
contrairement & ce qui a été observé dans les lgoypés T CD2 murins, les lymphocytes
T CD4" humains sont résistants a I'externalisation dB$ainduite par la stimulation du
récepteur P2X7. De plus, une forte production @SRuite a I'inhibition des complexes |
et Il de la chaine respiratoire mitochondrialeuitdin clivage de la molécule CD62L ainsi
gu’'une forte externalisation de la PS suggérantapsedeux activités du récepteur P2X7
sont liées entre elles et qu'elles sont dépendatdda production de ROS intracellulaires
[299] (cf Figure 7).

Ces études montrent le réle important joué paédepteur P2X7 dans le homing des
lymphocytes T et donc dans la modulation de lamépammunitaire. D’autres études
sont encore nécessaires pour préciser la sernsithdg sous-populations de lymphocytes T,
a des stades d’activation plus avancés, au clidada molécule CD62L.
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Figure 7 : Actions de la chaine respiratoire mitocbndriale sur le clivage de la molécule CD62L et I'égrnalisation
de la PS.
1. La stimulation par I'ATP induit le clivage de taoclécule CD62L par les MMR. L’inhibition des complexes | et I,

respectivement, par la retonone et I'antimycineadse3. la production d’anions superoxidds.Le prétraitement par ces
inhibiteurs ainsi que le DPI, un inhibiteur du cdexe |, mais pas avec I'apocynin, un inhibiteuda®ADPH oxidase,
induit le clivage de la molécule CD62L par une vdigpendante de I'ATP6. Le prétraitement par la retonone et
I'antimycine induit I'externalisation de la PS. DPdliphenyleneiodonium, NADPH : nicotinamide adénifinucléotide
phosphate [299].

Le rble du récepteur P2X7 dans le clivage de presede surface ne se restreint pas
a des molécules d’intéréts immunologiques. Pamgke Delarasse et coll. ont montré que
le récepteur P2X7 est fortement exprimé dans Eguals seniles de modeles animaux de la
maladie d’Alzheimer (souris Tg2576) et chez lesguas atteints de cette maladie. De
plus, l'activation du récepteur P2X7, de lignéesndaroblastomes humain et murin ainsi
gue dans les astrocytes primaires de souris, ingluitclivage de 'APP (ouamyloid
precursor proteih par uneu-secrétasest la génération du peptide soluble neuroprotecteu
SAPRx [300]. L’APP est une protéine transmembranairpriexée par les neurones, les
astrocytes, la microglie et les cellules souchesarales du systeme nerveux central. Elle
peut étre clivee a—dedifférents sites par def et y secrétases générant les peptides
neurotoxiquesp-Amyloides, responsables de la formation des pkauneyloides chez des
patients atteints de la maladie d’Alzheimer. L’Ap&ut aussi étre clivée paoisecrétase
pour géneérer les fragments solubles s&AP&ui, a linverse, ont des propriétés
neuroprotectrices car produits par le clivage dptide p-amyloide bloquant ainsi sa
production. Le mécanisme par lequel le réceptéX7Pinduit la sécrétion du peptide
soluble sAPR est indépendant de la signalisation calcique stadévités ADAM 9, 10 et
17 mais implique la phosphorylation des Erk1/32l@tJNK [300]. Le méme groupe a
récemment montré que l'activation du récepteur P2xirse la phosphorylation des ERM
nécessaire pour le clivage des APP et la générdésriragments sARRcf. Figure 8).
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Figure 8 : Voies de signalisation impliquées dans klivage de 'APP par le récepteur P2X7.
L'activation du récepteur P2X7 induit un influx cijue activant la Rho kinase, Erk1/2 et JNK. Cesasés

phosphorylent les ERM induisant leur changementaromdtionnel et leur translocation vers la membialasmique ou
ils interagissent avec le récepteur P2X7. Le corgpfermé des ERM, de la F-actine et du récepteur/PaXiverait lo-
secrétase et donc le clivage de 'APP et la géioéralu fragment sAPR La PI3K semble agir en aval des ERM pour
phosphoryler I'ezrine. ROCKI : Rho kinase IIn CTF :&2rtinal fragment [298].

e) Maturation et sécrétion des cytokines pro-inflammabires

Le récepteur P2X7 est considéré comme un acteantsl de l'inflammation du fait
de son rdle dans la maturation par coupure praigaly de médiateurs inflammatoires et
leur sécrétion.

Les cytokines IL-&, IL-1p et IL-18, membres de la superfamille de I'lL-1nsdes
cytokines pro-inflammatoires secrétées majoritageim par les monocytes, les
macrophages et les DC lors d’'inflammations aiguehmniques [301]. Les cytokines de
la famille IL-1 exercent leurs activités pro-inflamatoires en induisant I'expression de la
NO synthase et donc la production de NO, I'expmssdies molécules d’adhérences sur les
cellules endothéliales et donc I'extravasation k@egsocytes, la fievre et I'activation des
ostéoclastes responsables de la résorption osgie
L’engagement du TLR4 apres un stimulus inflammata@omme le LPS, constitue un
signal d’activation des facteurs de transcriptidf-®B et/ou la voie de signalisation des
MAPK. Les protéines pro-IL{], pro-IL-1a et pro-IL-18 s’accumulent dans le cytoplasme
apres leur synthése [301]. Alors que la pro-tLekt synthétisée sous forme active, la pro-
IL-1p et la pro-IL-18 nécessitent une étape supplénrents maturation et de clivage par
la caspase-1 (appelée initialement ICE latlf converting enzymepour générer la
cytokine mature de, respectivement, 17 kDa et 24 ki2 masse moléculaire. Les
cytokines IL-1x et IL-1B se fixent sur le méme récepteur appelée IL-1RFsajue I'lL-18,
encore appelémterferon-gamma inducing factgrour sa capacité a induire la production
de 'IFN-y en synergie avec I'lL-12, se fixe sur son réceppaur induire la synthese des
cytokines aussi bien de type Thl (IFNTNF-u et IL-18) que Th2 (IL-4, IL-5, IL-6) et
d’autres médiateurs proinflammatoires (comme le £b§and ou FAS-ligand et le GM-
CSF) selon le type cellulaire.
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La pro-caspase-1, qui est constitutivement exmirdans les monocytes et les

macrophages, est aussi synthétisée sous une formcéve et nécessite une étape de
maturation par clivage protéolytique de son exttéri-terminale générant les deux sous-
unités pl0 et p20 formant la caspase-1 active. clage de la pro-caspase-1 est
dépendant de la formation d’un complexe protéiquena sous le nom d’inflammasome
NLRP3 ou NALP3 composé d’au moins 5 protéines pass-1 (parfois la caspase-5
encore appelée caspsase 11), NALP3 NACHT, LRR and PYD domains-containing
protein 3 et ASC (ouApoptosis-associated speck-like protein containengCARD.
L’assemblage de linflammasome entraine le rapmownt des monomeres de pro-
caspases-1 et leur association a NALP3 par l'indelimire du domaine CARD de la
protéine ASC ce qui induit le clivage de la propese-1 en caspase-1 active [303 ,304].
NALP3 est la seule protéine de la famille des NuigRcontenant pas de domaine CARD.
Cet assemblage de l'inflammasome NLRP3 ou NALP3l@smnéme dépendant de la
stimulation du récepteur P2X7 par 'ATP.

Ainsi, chez les souris déficientes pour le réaapR2X7, les monocytes pré-stimulés
par le LPS présentent un blocage de la sécrétiinl@ [305]. D’autre part, il a été
montré qu’un efflux de potassium est requis dartatrade d’activation et de sécrétion de
lIL-1 B dépendante du récepteur P2X7. Kahlenberg etamdllmontré qu’une bréve
stimulation de la lignée murine de macrophage Baggad I'ATP ou la nigéricine, un
ionophore a potassium, induit une activation dealspase-1 et la sécrétion d’'IB-1306].
Deux mécanismes sont ainsi proposés pour explidiraplication de l'efflux de
potassium dans I'activation de la caspase-1 :

1. Linteraction entre deux domaines CARD serait délagre de la charge ionique.
Or, la concentration en “Kintracellulaire, qui est de l'ordre de 130 mM,
empécherait cette interaction. Un efflux de potasscausant une diminution de la
concentration en Kintracellulaire permettrait 'assemblage des doesiCARD et
I'activation de la caspase-1.

2. Lefflux de K* stimulerait la PLA2 indépendante du?Céou iPLA2). L'utilisation
d’un inhibiteur de cette enzyme, le BEL (bromoenollactong inhibe I'activation
de la caspase-1 par I'ATP [306]. D’autre partPIllA2 peut activer un second
messager lipidigue qui activerait & son tour dest@mes d'échafaudage de
linflammasome comme la NALP-1.

En outre, il a été montré que la stimulation demnmghages par de I'ATP induit la
libération a partir de la membrane plasmique deowésicules contenant de I'lLBlsous
forme active [307]. La libération des microvésesis’accompagne d’'une externalisation
réversible de la PS qui est dépendante du calcxtnacellulaire. Un autre groupe, a
montré que la sécrétion d'lLelet d’'IL-1f est dépendante du calcium intracellulaire
secrété a partir du réticulum endoplasmique etl'tjud o peut aussi étre secrétée par une
voie indépendante du récepteur P2X7 impliquanflliincalcique du milieu extracellulaire
[308] (cf. Figure 9).
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Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dana lsynthése et la sécrétion d’IL-g
1. L’activation du récepteur a I'lL-1 (IL-1R) des mmeytes ou des macrophages par I'lk4hduit le recrutement de

I'adaptateur MyD88 ce qui stimul la transcription du géne de I'lLBlet 3. la traduction de la pro-ILfl L’activation
des monocytes ou des macrophages induit la sécrd#dP dans le milieu extracellulaire ce guiactive le récepteur
P2X7 et induit5a. un efflux de potassiunbb. La baisse de la concentration potassique danslieu intracellulaire
constitue un second signal po6r 'assemblage de linflammasome ce qui actifela caspase-1 et par voie de
conséquenc®. la maturation de I'IL-§ par clivage protéolytiqu®. Un influx de calcium dans la cellule facilite la
sécrétion d'IL-B par exocytose [303].

L’implication du calcium dans l'activation et leivdge de I'lL-13 a été remise en
cause par d’autres études. Ainsi Pelegrin etamdlimontré que la sécrétion de la pro-IL-
13 dépendante du récepteur P2X7, mais pas de PBllature, par la lignée murine
RAW264.7 n’exprimant pas ASC, se fait par un méaaei différent de la caspase-1 et
'assemblage de l'inflammasome et aussi indépendamirdu calcium extracellulaire et
intracellulaire [301]. De plus, il a été proposgeda pannexine-1 puisse participer a la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Pategr coll, ont décrit deux mécanismes
de sécrétion de I'lLfi : un premier mécanisme impliquant la caspasefastemblage de
linflammasome et qui est dépendant de la pannekired un deuxieme mécanisme
indépendant de la caspase-1 et de la pannexitis-&nt montré que dans les macrophages
péritonéaux, la sécrétion des I/ et de I'lL-18 est dépendante du récepteur P2X7 et
implique la pannexine-1 alors que la sécrétion de cytokines dans la lignée de
macrophages RAW264.7 est indépendante de la pamé&xi[301]. Cependant,
limplication de la pannexine-1 dans la sécrétienl'tL-1 a été contredite recemment,
puisque la souris déficiente pour la pannexinegmg&sune activation de la caspase-1 et
une sécrétion normale d’ILBlapres stimulation par I’ATP ou la nigericine, emophore a
K*. En revanche, l'incorporation du YO-PRO-1 esuitslau cours de I'apoptose stimulée
par la dexamethasone comparée aux souris sauaifs [

Ces études ainsi que de nombreuses autres ornt &Scacteurs impliqués dans
l'inflammasome et la maturation de I'lLB1 Quant a savoir comment cette cytokine est
sécrétée dans le milieu extracellulaire, plusidwysotheses ont été suggérees : le clivage

de la pro-IL-B par la caspase peut avoir lieu dans les lysos@de®toires et donc la
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sécrétion de cette cytokine peut avoir lieu apnes exocytose a partir des lysosomes

sécrétoires ou bien I'lL{l est sécrétée par libération de microveésicules mamalres ou
méme a travers des transporteurs membranaires. [IWaltres travaux sont donc encore
nécessaires pour d’éclaircir tous ses mécanismes.

D. Variants du récepteur P2X7

Plusieurs variants du récepteur P2X7 ont été tdéetipourraient contribuer, selon
leur expression, a une diversité de réponses phygsipies et aussi a certaines pathologies.
Ces variants, résultant d'épissage alternatif oanbte mutations, présentent une
expression différente selon I'espéce et le typkilcale.

a. Isoformes du récepteur P2X7

Chez 'Homme, le récepteur P2X7 est localisé sucHromosome 12 a la position
12g24. Des polymorphismes au niveau dans cetierrégmt été décrits comme associés a
des troubles inflammatoires et psychiatriques. fNeaformes (B a J) générées par
épissage alternatif du gemx7 ont été décrites chez 'Homme en plus de la forme
classique A qui comprend 13 exons. Ces isoforroesle résultat de l'introduction d’un
nouvel exon N3 ou bien de la délétion d’'un ou @uss exons. Une seule isoforme a été
décrite chez la souris K en plus de I'isoformecARigure 10).

Amino Extracellular Carboxyl
terminus_% loop IT_,ﬂ,r terminus
Pax7a [ 1| 2 |ala[s5]e|7 |8 |9 |w0] 11 ]12] 13 |
pax7B | 1| 2 [3|4]s[e]7[8[9[iopm
pax7c [ 1| 2 |3[5]e|7[8]9[iom
pax7D | 1] 2 |3]a[e] 7|8 ]9]io] 11 ]12] 13 |
P2x7E [ 1| 2 |3]4]5]e]9]iom

pax7F | 1] 2 |a|5]e|[7 ][9]0 11]12] 13 ]
Pax7G | 1| 2 |N3|3[a|[5]|6|7 |8 |9]opm

P2x7H | 1| 2 |n3|3[4]5]6] 7|8 ]9]io] 11 ]12] 13 |
P2X7I

pax7y [1] 2 [3]4]5]6]7 |

pax7k*| 1| 2 [3]4]s]e]7]8]9fio] 11]12] 13 |

Figure 10 : Isoformes du récepteur P2X7 humain et orin
Les différents domaines (queue N-terminale, doma&ivéd, boucle extracellulaire, domaine TM2 et qu&siterminale)

de la forme compléte du récepteur sont représenté&matiquement en haut de la figure. Le resta figure représente
les différentes isoformes décrites alignées papoapa I'isoforme classique A. Les exons N3 et dfrespondent aux
nouveaux exons retrouvés, respectivement, chezarliife et la souris. *A ce jour, lisoforme K du réteqr P2X7 est
exclusive aux rongeurs [310].

L’ARNm de l'isoforme B conserve lintron situé eatles exons 10 et 11. Cet intron
est responsable de l'introduction d’'un codon stognmaturé ce qui entraine la synthése
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d’'une protéine tronquée au niveau des 171 deramdes aminés de la queue C-terminale.

L’isoforme B contient 18 nouveaux acides aminésnateau du deuxieme domaine
transmembranaire ce qui permet a cette isoformeodserver son ancrage membranaire.
Les ARNm codant pour cette isoforme présentent disgibution similaire a celle de
I'isoforme classique A notamment dans le systéenmgenx et le systéme immunitaire et
plus particulierement dans les lymphocytes du spégphériqgue. Des expériences
fonctionnelles dans un systéme hétérologue ont m@anie l'isoforme B est capable de
former le canal ionique mais pas le pore. De piag, accumulation du &aest observée
dans le réticulum endoplasmique en présence defdiime B ce qui entraine une
activation du facteur de transcription NFAT et prelifération cellulaire qui, selon les
auteurs de ce travail, pourraient étre impliguéessdla prolifération des cellules
cancéreuses. De facon surprenante, il a été mouadhétérodimére formé par les deux
isoformes A et B présente une activité pore plutefque celle due a l'isoforme A seule
[311].

De plus, les isoformes C, D, E et F de P2X7 s@piodrvues de certains exons qui
codent pour une partie de la boucle extracellul@ir€igure 10). Les isoformes C, E, G et
J de P2X7, tout comme l'isoforme B, contiennenmi&me intron entre les exons 10 et 11
et ont donc perdu une partie de I'extrémité C-teal@ ce qui altére I'activité pore du
récepteur et I'activation de I'apoptose [312].

Les isoformes G et H contiennent, entre les eRoeis3, un nouvel exon, appelé N3,
ce qui génére un nouveau codon responsable dadaction d’'une protéine P2X7 ne
présentant pas le premier domaine transmembran&@ependant, I'isoforme H semble
étre non fonctionnelle et est exprimée en tréeddagoantité [312]. Le récepteur P2X7 |
est le résultat d’'une mutation ponctuelle rare5883842; g151+1 > t) dans I'intron entre
les exons 1 et 2 causant un allele nulle. L’iswi@rl pourrait étre responsable d’'une
augmentation de la susceptibilité aux infectionsNdgcobacterium tuberculosisDans le
cas du polymorphisme Glu496Ala (rs35933842), lesrophages des patients infectés par
des mycobactéries présentamie mort induiteex-vivo par I'ATP totalement inhibée
L’'absence de I'exon 8 dans l'isoforme J entrain@riaduction d’'une protéine tronquée
pour toute la partie C-terminale intracellulaire,domaine TM2 et une partie de la boucle
extracellulaire. Bien qu’elle ait été initialemedécrite dans les cellules cancéreuses
cervicales humaines, un taux équivalent ’ARNm obdissoforme J est retrouvé dans les
cellules cervicales d’individus normaux. Non sewat lisoforme J n’est pas
fonctionnelle mais en plus elle blogue l'activité Iidsoforme classique A en formant avec
elle un hétérodimére inactif. Cette étude suggpre I'isoforme J protege les tissus
cancéreux de I'apoptose induite par I'ATP [313].

Chez la souris et le rat, seule I'isoforme K duepteur P2X7 a été décrite. Dans
cette isoforme, I'exon 1 codant I'extrémité N-tenalie et le domaine TM1 est remplacé
par un nouvel exon 1’ qui apporte un nouveau catiimitiation de la traduction [314]. La
découverte de cette isoforme a été rendue posgitdlee a la construction, par les
laboratoires Pfizer et GlaxoSmithKline (GSK), dauxldignées de souris génétiquement
déficientes pour le récepteur P2X7 afin étudigsHgsiologie du récepteur P2X7. Dans la
lignée de souris générée par les laboratoires Pfab], une cassette néomycine a été
insérée au niveau de I'exon 13 afin de produira@gepteur tronqué dans la région qui
code pour la queue C-terminale. Alors que dansolais produite par les laboratoires
GSK [315], le géng2x7 a été inactivé par I'insertion dans I'exon 1 dwansgendacZ
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Dans la souris produite par les laboratoires G38&rsague le récepteur P2X7 est bien
absent dans les macrophages péritonéaux, les lgasptes ostéoclastes, les ostéoblastes
et les cellules canalaires sous-maxillaires, squression est conservée dans le cerveau
suggérant I'existence d’'une isoforme du réceptéddX7Pnon encore identifiée a I'époque
[316](cf. Figure 11). L’'analyse fonctionnelle a montré que cette radievisoforme est six
fois plus sensible au BzATP qu'a 'ATP (BE£87 uM vs 590 uM) avec une moindre
sensibilit¢ & l'ouverture du canal €a[317], une désensibilisation plus lente et une
meilleur capacité a former le pore cationique [31B& souris produite par GSK constitue

donc un outil intéressant pour étudier I'isoforme K

A
ATG ATG TGA
- -
1 1 2 3 465 BT B 8 10N 12
| T I T I T I
5% 10K 15K 20K 25K 30K, 35K
B Exon 1 —= . 30
PEXT[&,'I\-!PACLS-WNU\TEQ !L r/ 1]alsiv N y[alrl K
FEK?[k]M-..LPvRH K‘-"L]IIHZE»TRL;ALIC
Exon 1" —= 80
P2X7a) w1 LHMT[V|F quFAL:-.-ls:DKLYQ 'I:F]'_ISS|
P2X7k) sFrrLLAICIYI[C/FALMSDELYQREKEEPLISS
Exon 2 —*
c
Q@ @
(65"’%@%“@& ) ws@% S (’{F
) ) 3
KX FTE ISP é\e@“’-‘qf
P2X7(k)
P2XT(k)
P2X7(a)

Figure 11 : Structure du gene et séquence en acidasinés du variant K du récepteur P2X7
ainsi que les taux d’ARNm présents dans les tissus
A. Structure génomique du gep@x7 indiquant la position du nouvel exon 1’ ainsi das autres exons du géne. La

figure présente la position des codons d'initiatienla traduction des isoformes A et K ainsi queddon stop commun
aux deux isoformedB. Alignement des séquences en acides aminés desstgonmes. Les résidus conservés entre les
exons 1 et 1' sont encadrés par des boites. Léssagies indiquent les résidus conservés danddsugcepteurs P2X.
La partie de la séquence qui est soulignée codelpaomaine TM1C. Gel d’agarose présentant les taux d'expression
en ARNm des isoformes A et K dans différents orgaleesouris analysés par RT-PCR [318].

D’autre part, I'isoforme K est sensible a I'actioa par le NAD alors que l'isoforme
classique A est résistante. Cette résistancectividion par le NAD semble étre due a une
mutation ponctuelle (R276K) [314]. La méme étudmiasi montré que les lymphocytes T
naifs et les lymphocytes Trég expriment de préfggda récepteur P2X7 K alors que les
macrophages expriment majoritairement l'isoforme ACela suggére que [|'épissage
alternatif du gen@2X7est impligué dans une modulation de la sensilikte lymphocytes
T & la stimulation par le NAD [314].
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D’autres isoformes tronquées au niveau C-termonarécemment été décrites [319].

Leur découverte remet en question certaines deslusions tirées a partir des résultats
obtenus avec la souris déficiente pour le récepRaX7 produite par les laboratoires
Pfizer. Ces deux nouveaux variants 13B et 13Ct smus d'un épissage alternatif au
niveau de I'exon 13 du gem2x7 qui donne lieu a un récepteur tronquée dans lagj@e
terminal soit a la position 430 (P2X7 13B) ou apl&sosition 430 au niveau d’'une
séquence alternative de 11 acides aminés (P2X7. 1I38pforme 13B a été détectée dans
tous les tissus mais avec une forte expression ldacerveau, les glandes salivaires et la
rate alors que l'isoforme 13C a été retrouvée esteument dans le cerveau, les poumons
et les glandes salivaires. De plus, la transfacte la lignée HEK-293 par ces deux
isoformes montre une faible expression en companaie la forme classique qui est due a
une faible efficacité de trafic du RE vers la meamgr plasmique. D’autre part, la
coexpression de ces isoformes avec la forme clasglgmontre que l'isoforme 13B agit
comme un régulateur négatif de la forme classiqueratepteur P2X7. Au niveau
fonctionnel, ces deux isoformes présentent unectému de l'activité canal comparé a
lisoforme classique A [319]. Cette étude montiena que la souris générée par les
laboratoires Pfizer n’est pas totalement déficignuter le récepteur P2X7 mais posseéde des
isoformes du récepteur présentant une tres fadbieadion.

b. Polymorphismes du récepteur P2X7

Plusieurs études ont mis en évidence un grandmuophisme dans le gene du
récepteur P2X7 chez 'Homme et a un moindre nivedez la souris. Ces
polymorphismes sont responsables de réponses etifé& a I'ATP et ont été parfois
associés a des maladies.

Le travail d’Adriouch et coll a montré qu'’il exestun polymorphisme dans le gene
codant pour le récepteur P2X7 chez la souris B@iaeau du domaine C-terminal dans
lequel la proline en position 451 chez BALB/c a suéstituée par une leucine P451L chez
B6 (P451L). Ainsi, les lymphocytes T issus de souB6 sont moins sensibles a la
formation du pore et a I'externalisation de la R8uites par 'ATP que ceux des souris
BALB/c. D’autres souris de laboratoires portantmi@me mutation P451L, notamment
DBA/1 et DBA/2, présentent une activité réduite réponse a l'activation du récepteur
P2X7 [258]. D’une facon intéressante, le mémediftav décrit que des lignées HEK-293
transfectées par les deux variants présententieent@ux d’expression bien que présentant
une sensibilité différente a 'ATP suggérant queslaonse du récepteur P2X7 est dissociee
de son taux d’expression. D’autre part, un autoeige a montré que l'activation de la
phospholipase D par le récepteur P2X7, mais pasoid des thymocytes, était la méme
dans les deux souches de souris B6 et BALB/c saggé&ue contrairement & la mort
cellulaire, I'activation de la phospholipase D iestépendante de la mutation P451L [284].
Une étude récente a montré que la P451 est aussonsable d'une allodynie, un
symptéme de douleur chronique déclenchée par omulsts qui normalement est indolore.
De plus I'administration a des souris A/J, qui tmfforme la forme la plus sensible du
récepteur P2X7 (P451), de peptides correspondanttomaine C-terminal du récepteur
P2X7 (sous la forme P451) fusionnés avec la pret&idT du virus VIH, inhibe de fagon
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spécifique le développement de l'allodynie ains tpformation du pore mais pas le canal

cationique [320]. D’autre part, une étude récemteapporté que les lignées de souris
BALB/c et 129X/2J exprimant le variant P451 du peer P2X7 présentent des fémurs
plus forts ainsi que des taux élevés en télopeptititerminal du collagéne de type |, un
marqueur de la résorption osseuse, que les so@ret BBA/2J exprimant le variant L451
suggérant que la régulation de la résorption osseamble avoir un lien avec I'activité
pore du récepteur P2X7 [321].

Quant au récepteur P2X7 humain, bien qu’il soiitbent polymorphe, la plupart
des mutations sont des mutations non sens [201gyas#14 #2797]. Un trés petit
nombre de mutations dans le ggr2x7humain ont été étudiés au niveau fonctionnel. Une
mutation gain de fonction (Q460R) au niveau de leug C-terminale a été décrite
associée a plusieurs maladies comme le troublddnippla dépression et le syndrome de
Sjogren [201]. De plus, une autre mutation (E496¥) la queue C-terminale est
responsable de la résistance des lymphocytes Bapodtose induite par I'ATP
extracellulaire corrélée a la gravité de la LLC4R8En accord avec I'étude présentée dans
le paragraphe précédent sur le rble de P2X7 dadévieloppement de I'allodynie chez la
souris, des études d’'association pan-génomiquenamiré qu’il existe une association
génétique entre des polymorphismes dans le géeranttalrécepteur P2X7 et la présence
de douleurs chroniques [320]. Plusieurs mutatipeide de fonction de P2X7 (G150R,
R307Q, E496A, et I568N) ont été identifiees comrmogaées avec |I'ostéoporose et des
fractures notamment chez des patientes en postpaase. En revanche la mutation de
gain de fonction A348T de P2X7 est associée avexr augmentation de la densité
minérale osseuse et d’une moindre incidence deuhes[322].

En résumé, la caractérisation fonctionnelle déréntes isoformes du récepteur
P2X7 ainsi que I'association entre les mutationsrétepteur et le développement de
certaines maladies offrent une meilleure comprébardu récepteur P2X7 et démontrent,
s'il en était encore besoin, Iimportance de ceepteur comme cible thérapeutique.
Cependant, des études fonctionnelles des mutadienasit encore nécessaires pour mieux
caractériser les mécanismes cellulaires et lesi@ctesponsables de ces maladies.

E. Le récepteur P2X7 est-il capable de former des hétérodimeres ?

Pendant longtemps, il a été admis que le réce®@X7 n’'était pas capable de
former des hétéromeres. Des études récentes @endant rapporté une possible
association entre les récepteurs P2X4 et P2X7. effet, les géenes codant pour les
récepteurs P2X4 et P2X7 présentent une liaison tiggiee quasi totale, une grande
homologie de séquence et sont exprimés par les sméypes de cellules : épithéliales,
endothéliales et hématopoiétiques [137,323 ].dIhdleurs été suggéré que les deux génes
P2X4 et P2X7 proviendraient d’'une duplication géeig Une association entre les-deux
récepteurs P2X4 et de P2X7 a été mise en évideacedps expériences de co-
immunoprécipitation réalisées dans la lignée HER;2%hez le xénope ainsi qu'avec des
macrophages dérivés de la moelle osseuse [163,838, #1277]. Cependant, d’autres
études réalisées sur du tissu natif de moelle sssale ganglions lymphatiques ou de
glandes salivaires ont échoué a mettre en évidegxeomplexes hétérotrimeriques [324].
En effet, des expériences de BN-PAGE (dolue native polyacrylamide gel
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electrophoresis réalisées sur des cultures primaires de macggshale rat et des

microglies de souris, ont mis en évidence une acten entre les complexes
homotrimeriques de P2X7 et de P2X4 suggérant uswcedion entre les complexes plutot
gu’entre les récepteurs [179]. De plus, cette métmde a révélé que les récepteurs P2X4
sont majoritairement intracellulaires alors que fésepteurs P2X7 sont membranaires.
Une étude plus récente, utilisant la microscopieree atomique a confirmé la formation
de complexes entre les récepteurs P2X2 et P2X4edyarnt et P2X4 et P2X7 d’autre part.
Ces complexes colocalisent dans la lignée HEK-2&3sfectée [325]. Un autre argument
en faveur de I'existence d’association entre lespteurs P2X4 et P2X7 est que la délétion
géneétique de l'un des deux récepteurs affectetad& en ARNm de l'autre récepteur
[200]. Des études fonctionnelles présentent agissiarguments solides sur la possible
association entre les deux récepteurs P2X4 et P2Misi, il a été montré que, dans la
lignée de macrophages murins RAW?246.7, une rédudam® I'expression du récepteur
P2X4 par des shRNAc{ page 42)inhibe la mort cellulaire et la sécrétion d’'li3-1
[324,326 ]. En revanche, la formation de poréastivation de la MAK induits par 'ATP
ne sont pas affectées.

Bien que les expériences de co-immunoprécipitatiamstituent une preuve d'une
interaction physique entre deux protéines, elleparenettent pas de déterminer s'’il s’agit
d’'une association entre deux complexes homotrimewedes hétérotrimeres formes par les
récepteurs P2X7 et P2X4. D’autre part, il est emabfficile d’exclure un artefact di a
'agrégation des protéines au cours du processssldbilisation et de purification ou bien
a leur surexpression en vue de leur purificatide plus, il est important de noter que
méme dans les expériences réalisées avec des nigsiss le choix des anticorps utilisés
constitue un critere de spécificité a considér@4[3 En résumeé, d’'autres méthodes de
détection de ces interactions sont nécessairesdaficonfirmer les études présentées ci-
dessus.

5. P2X7 dans le systéme immunitaire

La majorité des cellules immunitaires exprimeritédents types de récepteurs P2X
ce qui suggere une régulation des fonctions imrairet par la signalisation purinergique
(cf. tableau 5. Comme nous l'avons vu précédemment, 'ATP essignal de danger
endogene pour le systeme immunitaire et il jouedlmimportant, dans la maturation et la
sécrétion de cytokines inflammatoires ou encorectiVation de métalloprotéases
responsables du clivage de récepteurs de membm@mene la molécule de homing
CD62L. De facon plus général, le récepteur P2X{7 iepliqué dans de nombreux
processus immunophysiologiques comme l'activatieitutaire, I'inflammation ou encore
la mort cellulaire.
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Tableau 5 : Sous-types de récepteurs P2X et leur tlibution sur les cellules immunitaires [137 ,327]

Récepteurs P2X Distribution chromosomique Rl Sl (55 G2ltee

immunitaires
P2X1 17(17p13.3)
P2X2 12(12g24.33) Neutrophiles, monocytes, macrophages,
P2X3 11(11912) DC, lymphocytes T, NK
P2X4 12(12g24.32)
P2X5 17(17p13.3) Neutrophiles, monocytes, macrophages,
P2X6 22(22011.21) DC, lymphocytes T
PoX7 12(12024) Neutrophiles, monocytes, macrophages,

DC, lymphocytes T et B, NK

La signalisation du récepteur P2X7 dans les @dlimmunitaires semble étre
complexe du fait de la variation de la concentraga ATP extracellulaire, la modulation
de I'expression du récepteur P2X7 sur les celliresunitaires et la multitude d’activité
induite par ce récepteur au cours des processusiogpayhologiqgues du systeme
immunitaire.

A. P2X7 et immunité inné

Les mastocytes, qui sont des effecteurs bien @mndas maladies inflammatoires et
allergigues, ont été les premiéres cellules duésystimmunitaire décrites comme étant
sensible a 'ATP [137,194]. Le récepteur P2X7 desstocytes joue également un role
dans I'inflammation intestinale. Ainsi, le coloegisouris ayant une colite et des patients
atteints de la maladie de Crohn présentent un norélavé de mastocytes exprimant le
récepteur P2X7. Le traitement de ces souris panticorps bloquant le récepteur P2X7
réduit I'activation des mastocytes et par voie daséquence l'inflammation intestinale.
De méme, une moindre susceptibilité a linflammatiotestinale est retrouvée aprés
transfert de mastocytes de souris déficientes fouécepteur P2X7, mais pas de souris
sauvages, a des souris génétiguement dépourvusignaytes [328]. Le méme groupe a
montré récemment que les mastocytes de la peaudrarement aux mastocytes de
l'intestin, sont réfractaires a une activation parP en raison d’une tres faible expression
du récepteur P2X7. Le transfert de mastocytevégiile la moelle osseuse dans la peau
de souris déficientes en mastocytes a montré gpeda contient des facteurs qui inhibent
'expression du récepteur P2X7 des mastocytesfégass Cette inhibition de I'expression
du récepteur P2X7 est dépendante des fibroblastda deau qui sécretent des enzymes
dégradant I'acide rétinoigue qui est connue poduine I'expression du récepteur P2X7
[329].

Les neutrophiles sont des effecteurs essentidligndaunité innée. Les neutrophiles
sont capables de reconnaitre et phagocyter leobdsrainsi que les produits bactériens et
les particules opsonisées par les anticorps. Lstruddion des pathogenes par les
neutrophiles est une étape importante de la répofisenmatoire. Bien que des ARNm
ainsi qu’un pool intracellulaire de récepteurs P2xXent été détectés dans les neutrophiles
humains, lI'expression a la membrane d'un récepfeactionnel reste controversee.
L’expression membranaire du récepteur P2X7 obseataée d’autres types cellulaires lors
d’'une inflammation [330] suggére qu’une telle exgsien est concevable dans le cas des
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neutrophiles [327]. Cependant, des expériencentés d’électrophysiologie réalisées sur

la lignée de neutrophile humain HL-60 ainsi que &&s neutrophiles humains normaux
indiquent que ces cellules n'expriment pas le risrepP2X7 et ne présentent pas les
activités induites par ce récepteur comme la folonatu pore ionique, la production des
ROS, le clivage de CD62L ou encore la mort celtel§B31].

Les macrophages tissulaires ou résidents jouemblencritique dans l'initiation, le
maintien et la résolution de la réponse immunitairge de type inflammatoire. lls ont au
cours de l'inflammation trois fonctions principategroduction de cytokines et facteurs de
croissance, phagocytose et présentation antigéniquZautre part, alors que les
neutrophiles sont les principaux effecteurs ddléimmation aigue, ce role est joué par les
monocytes/macrophages en cas d’inflammation chuenig Une modulation de
'expression du récepteur P2X7 est observée auanivies monocytes circulants et des
macrophages tissulaires du site inflammatoire. sidifes cytokines pro-inflammatoires
comme le TNFe et I'lFN-y ainsi que les endotoxines bactériennes de typeihégsent
une forte expression de ce récepteur. A linverse diminution de I'expression du
récepteur P2X7 a lieu dans les monocytes et lesaplaages en réponse aux cytokines
anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 [327]. La sigisdtion du récepteur P2X7 est également
impliquée dans I'élimination des parasites et lastéries. Ainsi, le prétraitement des
macrophages et des monocytes par le LPS et KleNgmente I'activation de la PLD, la
perméabilité de la membrane plasmique ou la lydalaiee, induites par I'activation du
récepteur P2X7 [330]. De plus, et comme menticnpéusieurs reprises, la maturation et
la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires pLdt IL-18 nécessite l'activation du
récepteur P2X7 des macrophages [332]. Le réceeMi7 est aussi impliqué dans le
processus de fusion cellulaire qui conduit a lanftion de macrophages (ou histiocytes)
géants multinucléés au cours des réponses inflanmasitchroniques. Ce processus
semble étre une étape importante pour controlerdarculose chez 'Homme puisque des
mutations perte de fonction affectant le gene cbda@x7 sont associées a une
augmentation de la susceptibilité a la tuberculmsex la toxoplasmose [332]. D’autres
études se sont intéressées au role du récepteur Baxs I'élimination de microbes
intracellulaires commeMycobacterium tuberculosisChlamydia psittagi Leishmania
amazonensis ou Toxoplasma gondiCette élimination peut-étre directe en inhibant
I'infection par I'activation de la PLD et par comgeent la formation du phagolysosome et
la sécrétion des ROS ou indirecte en induisantdturation et la sécrétion d’ILBlet d’IL-

18 ou la mort du macrophage infecté [332]. De iié, les microbes intracellulaires ont
aussi développé des mécanismes pour manipulestensg purinergique et s’échapper a la
réaction immunitaire [332]. Ainsi, I'activité poieduite par le récepteur P2X7 pourrait
étre affectée dans les macrophages aprées leutiorfggar Leishmania AmazonensisCe
parasite augmente la perméabilité aux sondes apiesiet réduit la perméabilité aux
sondes cationiques ce qui pourrait étre, pour tagit@, un moyen d’échapper a la réponse
immunitaire ou bien d’apporter des nutriments dliemiextérieur [333]. D’autres études
sont nécessaires pour comprendre le mécanismemj&iest son utilité pour la bactérie.
Ces résultats suggerent que la formation du pok R2ut étre régulée lors des réponses
immunitaires. De méme, le rbéle du récepteur P2X&téadécrit dans I'élimination de
Toxoplasma gondides macrophages murins et humains par un meécamsphlguant la
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production des ROS qui a son tour activerait lanfmasome et par voie de conséquence la

maturation et la sécrétion d’I1LBY332] (cf. Figure 12).

o Leishmania

- W Vacuole
'jd"-‘ i Parasitophorous
w‘*‘ﬂ

Figure 12 : Mécanisme d’élimination des parasitesitracellulaires induit par le récepteur P2X7.
1. La fixation du parasite & un TLR active une casailsignalisation conduisan®ala phosphorylation didB et donc

sa dégradation ce qui permet la translocation deB\& noyau e8. I'expression de I'IL-B. 4. Un deuxiéme stimulus
est donné par I'ATP a travers le récepteur P2X7rliit la production des ROS dii stimule directement I'élimination
du parasite et active I'inflammasome qui par vaecdnséquendg active la maturation de la pro-IL3®t7. la sécrétion
de I'lL-1p qui 8. et 9. agit sur son récepteut0. De plus, les antigénes libérés (PAMPS) par leagi@s peuvent entrer
dans la cellule suite a la formation d’'un pore geetpannexine activée par I'ATP extracellulaire @i active de
nouveau l'inflammasome [332].

Les cellules de la microglie sont des macrophageglents du systeme nerveux
central et qui en tant que tel produisent des dyesk pro-inflammatoires, dont I'lLei,
lIL-1 B, I'IL-6, IL-18 et le TNF4, en réponse a une stimulation du récepteur P23%][3

B. P2X7 et immunité humorale et adaptative

Les DC sont les cellules présentatrices d’antidgeselus efficaces d’ou leur nom de
cellules présentatrices professionnelles. Ce lesnseules cellules capables d’activer des
lymphocytes T naifs. Elles sont présentes dangidess périphériques sous forme de
cellules immatures. Les DC immatures disposeritedegrandes capacités a reconnaitre et
a capturer I'antigéne. Différents mécanismes peuetre utilisés par les DC pour capturer
les antigenes : endocytose, phagocytose ou pineeyta@s antigénes solubles sont captés
par micropinocytose ou macropinocytose. Les DQ également infectables par certains
virus comme le VIH. Une fois qu'elles ont captdi@ntigene elles commencent leur
maturation tout en migrant vers les organes lympd®bdu elles présenteront des peptides
de I'antigéne aux lymphocytes T CD4 et CD8 afimdiiire leur activation.
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La réponse des DC difféere selon le type d’expmsiéi 'ATP. Une exposition aigue

a I'ATP (0,5 a 1 mM) en association avec le signdulit par le LPS entraine, comme déja
mentionné, la maturation et la sécrétion d’lk-#t la production de cytokines pro-
inflammatoires [335]. Une stimulation prolongée (tb a 30 min) par des concentrations
millimolaires d’ATP cause un changement morpholagigles DC murins et humains et
induit leur apoptose suite a l'activation des caspdl et -3. La caspase-1 peut dans
certaines situations induire une forme d’apoptas® macrophages (appelée pyroptose) en
réponse a une infection par des bactéries intrtdagkt et suite a la stimulation du
récepteur de mort Fas [278,336]. Cependant, gnakichronique de stimulation par
'ATP (10 a 250 uM) entraine la maturation des DGtamule leur capacité a induire une
réponse de type Th2 accompagnée d’'une augmentiidexpression des marqueurs de
co-stimulation B7-1 (ou CD80) et B7-2 (ou CD86).i ¢& signal chronique causé par
'ATP est accompagné par un autre signal de typ& lbB CD40L, I'expression et la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires B,-1L-1a, TNF-a, IL-6 et IL-12 sont
inhibées alors que la sécrétion de la protéineganiate de I'lL-1R et I'lL-10 n’est pas
affectée. Par voie de conséquence, la cocultureedeDC et des lymphocytes T naifs
conduit a une polarisation de type Th2 [335]. Ddmcaapacité des DC a induire les
réponses de type Thl ou Th2 dépend a la fois derleentration en ATP, de la durée de la
stimulation ainsi que du signal associé. Le réaapP2X7 est également impliqué dans la
polarisation des lymphocytes T au cours dallergiemme par exemple dans
I'nypersensibilité retardée ou de contact (lymphesyl CD8), I'asthme (lymphocytes T
CD4" de type Th2) et lors de taansplantation (lymphocytes T CDde type Thi) [111].
L’ATP est impliquée aussi dans la régulation dexpiession des récepteurs aux
chimiokines gu’elles sécrétent, comme le CCL2 ceaffiecte leur circulation depuis les
tissus endommagés vers les organes lymphoidegeisde sang vers les tissus et cause
un recrutement des lymphocytes T Ci4 type Th2 [335].

Lors de la maladie du greffon contre I'hGte @raft-versus-host diseasgVDH) des
concentrations élevées d’ATP sont retrouvées dangliide péritonéal des receveurs,
aussi bien chez les humains que dans les modélessmnassociées a une hyper-réponse
des DC a I'ATP ainsi qu'a une production accrud-N1ty et & I'expansionn vitro et in
vivo des lymphocytes T provenant du donneur. Le blegdmrmacologique ou génétique
du récepteur P2X7 au cours de la GVDH augmenteufaies sans porter atteinte a la
réponse immunitaire suggeérant une stratégie thetigjpe prometteuse [337].

Les lymphocytes B sont des acteurs de 'immunitédrale par la production des
anticorps qui neutralisent et éliminent les patin@ge extracellulaires. Deux sous-
populations de lymphocytes B existent, les lympbegy conventionnels appelés aussi B-
2 de phénotype CDxui sont des médiateurs de I'immunité adaptatiNe.sont localisés
dans la zone folliculaire des organes lymphoidegsoiinteragissent avec les lymphocytes
T CD4 ce qui induit la commutation isotypique et la miation d’affinité du récepteur
d’antigéne par mutation somatique. Les lymphocfels CD5 sont considérés comme
des acteurs de I'immunité innée, leur activationh iadépendante des lymphocytes T
(thymo-indépendants) et sont activés par des arggya motifs répétés comme le LPS ou
le polysaccharide de pneumocoque. Le récepteuir BR8Kexprimé aussi bien a la surface
des lymphocytes B-1 que B-2 et induit un influxcigie, la formation du pore ainsi que
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'apoptose en réponse a '’ATP. Une accumulatiodadeous-population de lymphocytes

B-1 a été décrite dans le sang et la moelle oss#ipatients souffrant d’'une LLC [327].
Une mutation perte de fonction (A1513C) dans leegg2x7 entraine une résistance a
'apoptose induite par le récepteur P2X7 ce quiligyprait I'accumulation des
lymphocytes de type Bl au cours de la LLC [338]epéhdant, une surexpression du
récepteur P2X7 est aussi décrite dans la LLC acagmée d'une réduction de la
transmigration des lymphocytes a cause du clivaggsihdes molécules CD62L. Ainsi, et
comme mentionné au paragrapgh@ d, de grandes concentrations de molécules CD62L et
CD23 solubles ont été retrouvées dans le sérumpdients souffrant de LLC [327].
D’autre part, il a récemment été montré que lesplyocytes B ont une grande capacité a
hydrolyser 'ATP du fait qu’ils expriment fortemem& molécule CD39 qui dailleurs
constitue un marqueur d’activation des lymphocyeactivés [327]. Une autre étude a
montré que les lymphocytes B issus de sang péiqpierumain hydrolysent I'ATP
extracellulaire en présence d’'un milieu riche emcgse 25 mM. De plus, la stimulation
des lymphocytes B par la protéine @&aphylococcus aureu@owan | ou SACde I'lL-2

et du BzATP induit la forte production d’IgM quitddoquée par un antagoniste sélectif du
récepteur P2X7 ainsi que des fortes doses de @gucoSela suggere que de forte
concentration en glucose inhibe la sécrétion d’lgdt les lymphocytes B induite par le
récepteur P2X7 et pourrait expliquer la grande ejpidgilité des patients diabétiques aux
infections bactériennes [339].

Les lymphocytes T CD4helper (Th) et CD8 cytotoxique sont les médiateurs de
limmunité cellulaire. Les lymphocytes T reconrsast les antigenes intracellulaires grace
aux molécules d’histocompatibilité. Les lymphocyfHs reconnaissent des peptides de
'antigéne présentés par les molécules de clasdea CMH exprimées par les APC alors
gue les lymphocytes T CD8 reconnaissent des peptidel’antigene présentés par les
molécules de classe | du CMH (CMH |) exprimés pardellules nucléées de I'organisme.
Les lymphocytes Th orchestrent la réponse immueitgiace a I'expression du ligand du
récepteur CD40 (CD40L) et en secrétant différeypies de cytokines. L'interaction entre
la molécule CD40L, induite sur les lymphocytes drslde leur activation par I'antigéne,
et la molécule CD40, exprimée constitutivement Iparlymphocytes B, les macrophages
et les DC, est responsable, par exemple, de la coation isotypique des
immunoglobulines des lymphocytes B ou de la réattm des macrophages
inflammatoires. La classe d’anticorps produitead@pa du type de cytokines sécrété par
le lymphocyte Th lors de linteraction CD40/CD40IEn effet, sur la base des cytokines
gu'’ils produisent, les lymphocytes Th sont divigds deux sous-types majeurs : Thl et
Th2. Les Thl produisent de I'lFiN-et du TNFe alors que les Th2 produisent les
interleukines 4, 5 et 13. Un troisieme type ad&éouvert plus récemment, il s’agit des
lymphocytes Th17 qui produisent de I'lL-17. L’intgté et la durée du signal émis par
l'interaction TCR-CMH2, le type d’APC, l'interactioentre les molécules de costimulation
et leurs ligands ainsi que les cytokines présades I'environnement déterminent le type
de réponse Th. Le phénotype Thl est engagé sulige pioduction d’IL-12 par les
macrophages inflammatoires ou les DC activés, amorenla production d’IFN- par les
NK et les lymphocytes Thl eux-mémes ce qui entrdiagtivation des facteurs de
transcription STAT-1 et STAT-4 qui a leurs tourdiant I'expression du facteur de
transcription T-bet et donc la production d’'IRIN-Quant aux lymphocytes Th2, ils sont
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induits en cas d'infections parasitaires suite @raduction d’IL-4 par les lymphocytes

NKT, les mastocytes et les lymphocytes Th2 eux-ngoeequi entraine l'activation du
facteur de transcription STAT-6 qui a son tour ibdiexpression du facteur de
transcription GATA-3 et donc la sécrétion des ciiek de type Th2 responsables de la
commutation de classe vers les classes d’anticdgis, ou IgG1, impliguées dans
I'élimination des parasites par les polynucléa&esinophiles et basophiles.

Les lymphocytes T cytotoxiques tuent les cellulefectées par des mécanismes
d’apoptose impliquant I'exocytose de granules ogmues (perforine et granzyme) et
I'expression membranaire du ligand (FasL) du rémapd’apoptose Fas.

Apres leur maturation dans le thymus, les lymphesyr matures naifs migrent vers
les organes lymphoides a travers les HEV Hla@h endothelial venulgs lls expriment
constitutivement le récepteur de basse affinitér jtit2 composé des deux chaingset
B. Les lymphocytes T matures naifs, apres avoicaeimé leur antigene présenté par les
CMH des APC ({ signal d’activation) et regu un deuxiéme signadctivation par les
molécules de costimulation, expriment les réceptele haute affinité pour I'lL-2. Les
molécules de costimulation CD28 sont expriméestaatisement par les lymphocytes T
alors que les molécules CD80 ou CD86 sont exprima@ssitoirement sur les APC ayant
capturé un antigene. De plus, l'interaction CD4D40L induit une augmentation de
'expression de la molécule CD80 sur les APC. Aaurs de leur activation, les
lymphocytes T subissent une intense phase d'expagfinale grace a la synthede,leur
facteur de croissance, I'lL-2, et a I'expressionla@echainen ou CD25 du récepteur de
haute affinité pour I'lL-2. A la fin de cette pleade prolifération qui dure plusieurs jours,
les lymphocytes T CD4 ou CD8 se difféerencient ellulgs effectrices. Du fait de cette
intense phase d’expansion clonale, qui concernbedies également les lymphocytes B, |l
sera nécessaire, en fin de réponse immunitair@mif@r par apoptose les lymphocytes T
effecteurs, a I'exception des lymphocytes T ménspiadin de maintenir ’lhoméostasie du
systeme immunitaire. Les lymphocytes T mémoiresmpéiront d’éliminer le méme
antigéne rencontré une deuxieme fois. La répoesenslaire se caractérise par une
rapidité de déclenchement puisque I'activation sdaoe des lymphocytes ne nécessite
pas les molécules de co-stimulation et aussi parplus grande capacité proliférative des
lymphocytes T qui d'autre part expriment déja le®l@oules caractéristiques des
lymphocytes T activés. Deux voies d’apoptose wmiistis sont impliquées dans
’lhoméostasie des lymphocytes T effecteurs : |& ebapoptose intrinseque dépendante de
Bim qui intervient dans I'élimination des effecteyroduits lors de la réponse primaire et
la voie extrinseque des récepteurs de mort, encpbet le récepteur Fas, qui intervient
dans I'élimination des effecteurs produits lordaleéponse secondaire.

La différenciation des lymphocytes T en celluléfearices peut étre suivie par la
modulation de I'expression, au cours du temps, iférents marqueurs d’activation qui
sont : CD69, CD45RB (RA chez 'Homme), CD44 et CBABC (ou B220).
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a) La molécule CD69

La molécule CD69, encore connue sous le nom dguear d’activation précoce ou
very early activation markerpeut étre exprimée sur toutes les cellules désivde la
moelle osseuse a I'exception des érythrocytes’alliit d’'un récepteur de la superfamille
des lectines de type C. Le gene codant pour l&cutd CD69 est localisé dans le cluster
de geénes codant pour les récepteurs des cellules Nld molécule CD69 est un
homodimére formé de deux chaines polypeptidiquessemtant différents degrés de
glycosylation et qui sont liées entre elles papant dissulfuredf. Figure 13).

Transmembrane
region

CD6Y interacting
proteins

TRENDS in Molecular Medicine

Figure 13 : Structure tridimensionnelle de la moléale CD69.
La molécule CD69 est un homodimére composé de desines polypeptidiques liées entre elles par un gsulfure

avec un domaine transmembranaire et une queuelagtoigue. La queue cytoplasmique de la molécule QiBBaine
est associée aux protéines Jak/Stats. Jakus kinase familyStat :signal transducer and activator of transcription
[340].

Son expression sur les lymphocytes T, dés leuvadicin, suggere un réle dans
'induction de Il'activation et/ou la différenciatiode ces cellules. Une étude cinétique
d’expression de la molécule CD69 montre que sor thexpression est important aprés
4h de stimulation des lymphocytes T humains panitegéne PHA et atteint un plateau
aprés 24h d'activation pour diminuer ensuite authbade 120h [341]. Le couplage du
domaine cytoplasmique de CD69 a la voie Jak 3/%tst impliqué dans la régulation de
la différentiation des lymphocytes Thl7. Ainsislsouris CD69 KO présentent une
augmentation des réponses pro-inflammatoires de {H#pl7 et une susceptibilité a
développer des maladies inflammatoires de type-iauttunes comme par exemple
I'arthrite induite expérimentalement par le collagg340]. Il a été aussi montré qu’en
présence de PMA, la stimulation de la molécule Cé® un anticorps induit, la
production d’IL-2 par les lymphocytes T, ce qui engnte leur prolifération et, dans les
macrophages, la synthése du Thlkinsi que la production des enzymes NOS (nitridex
synthase) suggérant que la molécule CD69 joue i pib-inflammatoire. De plus,
I'activation de la molécule CD69 par des anticoimduit un influx calcique [342]. En
revanche, une étude a montré que le couplage d® @B anticorps specifique indurit
vitro la production de TGB-dans les lymphocytes T CD4t CD§ ainsi que dans les
cellules NK et les macrophages. Ces études suggéme fonction duelle de la molécule
CD69 qui est a la fois anti- et pro-inflammatoie plus, il a été montré que la molécule

70



INTRODUCTION
CD69 participe a l'inhibition de la sortie des lyhgqeytes T des ganglions lymphatiques.
En effet, les lymphocytes T de souris déficientearda molécule CD69, contrairement
aux lymphocytes T de souris sauvages, ne sont ptenus dans les ganglions
lymphatiques apres infection par le virus de larichméningite ou le traitement par le
poly(l :C) (oupolyinosine polycytidylicqui est un inducteur d’'IFN/f [343]. En effet, la
sortie des lymphocytes T du ganglion lymphatiqupligue I'action du récepteur;B; (ou
sphingosine 1-phosphate receptgrdt de son ligand lipidique la S1Bphingosine-1
phosphate Le récepteur S1P1 est exprimé a un niveau glavées lymphocytes T et B
naifs. Quant a la concentration du ligand S1R edit plus élevée dans le sang et la
lymphe que dans les tissus lymphoides. Le réce@&Bl1 est chimiotactique en réponse
au S1P ce qui permet la sortie des lymphocytes sTadganes lymphoides centraux et
périphériques. Une étude a montré que les molecGB69 humaines et murines
interagissent avec le récepteur S1P1 au niveau disaines extracellulaire et
transmembranaire entrainant son inhibition et darrétention des lymphocytes T dans les
ganglions lymphatiques [343].

b) La molécule CD45

La molécule CD45 (olLeukocyte common antigeast une tyrosine phosphatase
exprimée a la surface de tous les leucocytes. é&eptant 10 % de I'ensemble des
protéines membranaires, elle est composée d’unée paytoplasmique, une partie
extracellulaire et un domaine transmembranaire. pagdie intracellulaire est longue et
contient deux domaines cytoplasmiques D1 et D2 squit responsables de I'activité
phosphatase. Le domaine D1 contient la poche atraitet un motif inhibiteur. Un
processus de régulation négative a lieu lorsque deiécules CD45 forment des dimeres.
La partie extracellulaire est composée de 5 domsaavec des sites de glycosylation de
type O et N glycosylations et des domaines fibrines. Le domaine N-terminal riche en
O-glycanes est codés par trois exons 4, 5 et 6A(0B et C). Le géne codant pour la
molécule CD45 subit un épissage alternatif au nive& ces trois exons A, B et C ce qui
permet de générer au moins 6 isoformes de tailf&yehtes. L’'isoforme CD45RO est la
plus petite du fait qu'elle ne contient aucun deens A, B et C alors que lisoforme
CD45RABC (encore appelée B220) est la plus grasaferime puisque contenant les trois
exons A, B et Cdf. Figure 14).
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Figure 14 : Structure de la phosphatase de membrar@D45.
Plusieurs isoformes de la molécule CD45 sont exm#me la surface des leucocytes du fait d'épissigmatif au

niveau des trois exons 4 (A), 5 (B) et 6 (C). Sutecfigure n’est montrée que l'isoforme la plusrgia (RABC ou B220)
contenant les trois domaines A, B et C et l'isofolmelus petite RO qui ne contient aucun de ces exdas exons
codent pour des sites O-glycosylation. La molécdti5 contient un seul domaine transmembranaire etlemgue
gueue C-terminale. L'activité phosphatase résidesda domaine D1 qui contient la fois la poche Bstat et le motif
inhibiteur [344].

Bien que les ligands de CD45 soient encore incenilua été proposé que la
galectine 1 soit un ligand puisque les lymphociyiteie souris déficientes pour la molécule
CD45 sont résistants a l'apoptose induite par ldeagae-1, contrairement aux
lymphocytes T de souris sauvages [344].

La molécule CD45 joue un réle tres important danggulation de 'activation du
récepteur d’antigene des lymphocytes T (TCR) etigaphocytes B (BCR) ainsi que dans
la régulation des voies de signalisation coupléas @écepteurs des cytokines. La
molécule CD45 semble aussi impliquée dans la mesmttldymocytes et des lymphocytes T
et B périphériques. En effet, il a été montré baetivation de la molécule CD45 par un
anticorps spécifique induit I'apoptose de lignéeslymphocytaires T et B, semblable a
celle induite par le récepteur de mort Fas [345].

La régulation de la fonction phosphatase de leémdé CD45 est dépendante de la
capacité des isoformes a former des homodimer@ssi,Aa plus petite isoforme CD45RO
est capable de former des dimeres plus efficaceatenpidement que les autres isoformes
du fait qu’elle n’exprime pas les O-glycosylatigm&sentes sur les parties codées par les
exons subissant I'épissage alternatif. Le rappownt de deux unités CD45RO cause le
blocage du domaine enzymatique D1 d’'une molécutelganotif inhibiteur de l'autre
molécule inhibant ainsi I'activité phosphatase. s, I'expression des isoformes varie
en fonction du stade d'activation des cellules. s llgmphocytes T naifs expriment
isoforme CD45RA (RB dans le cas des souris) alopge les lymphocytes T
effecteurs/mémoires expriment I'isoforme CD45R0n rdodéle a été proposé dans lequel
I'activité phosphatase de CD45 est régulée paullige entre les monomeres et dimeres
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exprimés par la cellule. Par exemple, les lymphexcyl naifs exprimant les grandes

isoformes CD45RAB ou CD45RABC forment plus de moeoes que de dimeres a cause
des O-glycosylation dans les domaines extracelagace qui favorise donc l'activité
phosphatase. A l'inverse, dans les lymphocytefékteurs/mémoires, la forte expression
des petites isoformes CD45RO est en faveur dertadiion de diméres inhibant ainsi
I'activité phosphatase [344].

L’isoforme B220 est un marqueur de différenciata®@s lymphocytes B murins et
un marqueur d’apoptose des lymphocytes T humauB] [8 murins [347]. En effet, une
activation soutenue des lymphocytes T effecteumsains et murins induit une expression
de la molécule B220 suivie par leur apoptose paoia Fas/FasL. De plus, cette isoforme
est aussi predominante sur les lymphocytes T périgpres de phénotype COZD8 (DN)
B220" qui s’accumulent chez les patients ALPS et lesisddRL/Ipr qui se caractérisent
par une déficience dans I'expression membranairgédepteur Fas ou de son ligand
(mutation gld chez la sour)s [344,348]. Notre équipe a montré que I'éliminatio
spécifiqgue de la population de lymphocytes T DN @B2&sponsables des pathologies
auto-immunes des souris MR par un traitement a I'A®; (ou Trioxyde d’Arsenic)
réduit la sévérité de la maladie auto-immune ejudot les destructions tissulaires et la
production d’auto-anticorps et normalisent les tanxcytokines inflammatoires et de type
Thl. La durée de vie des animaux est égalemenifisgfivement augmentée puisqu’elle
passe de 4 mois a 2 ans. Ce traitement est bémifigoe de la population de lymphocytes
T DN B220 puisque le traitement de souris sauvages MRi'a aucun effet sur ses
cellules [349].

c) La molécule CD44

La glycoprotéine CD44 est une molécule d’adhégiarest exprimée par la plupart
des types cellulaires. La molécule CD44 est respae de I'adhérence a la matrice
extracellulaire en se fixant sur son ligand, I'actdyaluronique (HA). Le pré-ARNm du
genecd44 subit un épissage alternatif donnant potentiellgnpdus de 1000 isoformes
différentes en plus de la forme standard. La pwetéontient deux régions variables dont
la premiére au niveau du domaine extracellulairtaeteuxieme au niveau de la queue
cytoplasmique df. Figure 15). L'isoforme standard (CD44s ou CD44h), qui esplus
petite, résulte de I'élimination par épissage aléf des exons variables v1 a v10 ainsi que
I'exon 19 chez la souris et v2 a v10 ainsi quedie48 chez 'Homme [350].
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Figure 15 : Structure de la molécule CD44 humaine.
A. Structure du pré-ARNm humain codant pour CD44. laiteb oranges représentent les exons constitttiés éleues

représentent les exons variables soumis a I'émsaklgrnatif. La boite hachurée représente I'exdrcddant pour 23
acides aminés de la queue cytoplasmique. L'exoredfsenté en noir est non codant et contient uR-BTprécoce (ou
untranslated regiohn L'inclusion de I'exon 18 donne un ARNm avec unege cytoplasmique courte CD44st qui n’est
pas capable de fixer I'HA et qui est exprimé dassdhondrocytes, les cellules lymphoides et leshilastes. L'exon 19
(exon 200 dans la souris) code pour 70 acides amiriéxon v1, non représenté, n'est pas exprimg ¢hmmme. Le
domaine TM est codé par I'exon 18 chez la sourisoforme CD44E est présent dans les cellules émths, les
isoformes CD44v8-10 et CD44s (pour standard) sorgepités dans les cellules hématopoiétiques. L'isefdED44v3-
10 est détectée dans les kératinocytes, le camarértique et la thyroide et les broncHgsStructure de la protéine
CD44. Les couleurs correspondent a celles présedtdesla structure génomique. Les sites variatdeS@44 sont O-
glycosylés. Le domaine N-terminal contient 3 patislfures et deux motifs hyaluronic. Le nombremeétd’isoformes
potentiels est de 1000 [350]

L’expression de CD44 augmente a la surface dephgeytes T naifs apres leur
activation par le TCR aboutissant a des taux desgon élevés de cette molécule a la
surface des populations mémoires. Le role de ClOdds la différenciation des
lymphocytes T reste cependant mal compris [35H.molécule CD44 est principalement
associée a la migration cellulaire mais est égatérimepliquée, selon le type cellulaire,
dans d’autres fonctions comme la prolifération @pdptose. Il a été montré que la
molécule CD44 avec lintégrine VLA-4Very late activation antigen-4u intégrineo4)
sont impliqués dans la régulation de la migratiees dymphocytes T vers les sites
inflammatoires. De plus, l'activation de CD44 peadtiver les kinases Lck et Fyn
associées au TCR et donc amplifier la transdudliorsignal. D’autre part, et de facon
contradictoire, la molécule CD44 a été décrite cemé@tant associée a la fois a la
susceptibilité et a la résistance a I'apoptose lgephocytes T activés [352]. Ainsi les
lymphocytes issus de souris déficientes pour caticule présentent une AICD réduite
suite au traitement par un anticorps anti-CD3 emtBrotoxine A staphylococcique. En
outre, il a été montré que I'activation de CD44uindia translocation de FasL a la surface
des lymphocytes T au cours du processus d’AICD. résanche, Iisoforme v7 CD44
semble étre impliquée dans la survie des lymphscyieeffecteurs puisque les souris
déficientes pour la région v7 de CD44 sont résistam la colite induite par le
trinitrobenzene sulfonate (TNBS). De méme, ledfart de cellules de la moelle osseuse
de souris déficientes pour v7 protége les soudsveuses d’'une colite. L'implication de
CD44 dans la réponse des lymphocytes T mémoires Th¥ a aussi été montrée dans un
modele d'influenza. En effet, les lymphocytes etiéeirs sont capables de se diviser mais
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meurent par apoptose dans les conditions ou CD#ééhleibée par un anticorps ou par

délétion genétique suggérant un role de cette ml@éadans I'homéostasie des
lymphocytes T effecteurs [352].

L’activation du récepteur P2X7 par 'ATP induit efivage de la molécule CD44
dans la lignée macrophagique murine P388D1 [3%49hsi des formes solubles de cette
molécule sont présentes dans le sérum de patigeitste de polyarthrite rhumatoide ou de
différents types de cancers métastasiques et deshabt participe a la gravité des
maladies [354]. Le clivage de CD44 par des mégtadieases, qui peut aussi avoir lieu
apres la fixation a son ligand HA, participe adgulation de I'adhésion et de la migration
cellulaire.

En se basant sur le taux d’expression de I'ensemidlces molécules d’activation
Nous pouvons proposer une cinétique d’expressiomesemarqueurs a la surface des
lymphocytes T en fonction de leur stade d’activaicf Tableau 6et Figure 16)

Tableau 6: Tableau décrivant les phénotypes des diffénts stades d’activation des lymphocytes T

Stade Phénotype des lymphocytes T
Naif CD45RB"™" CD44™ CD69 B220
Activé en réponse immunitaire primaire CD45RB*" CD44™"CD69' B220
Effecteur/mémoire CD45RB* CD44"™" CD69 B220
Effectgur/memo_lre activé en réponse CD45RE™ CD44"" CD6Y B220°
immunitaire secondaire _
Apoptotique CD45RB* CD44"™" CD69 B220
CD45RB  CD69 CD44 B22{
o
]
: >€ >
Naif  Active Effecteur  Mémoire Effecteur

apoptotique

[Reponse secendaws

Figure 16 : Modulation de I'expression des marquels d’activation CD45RB, CD69, CD44 et B220 a la surfa des
lymphocytes T au cours de I'activation.
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Le récepteur P2X7 est impliqué dans la prolifératj252], I'activation [11] ou

encore la mort cellulaire des lymphocytes T matu280 ,282] ainsi que dans le
développement d’'une petite sous-population paréoellde lymphocytes T de phénotype
CD4CD8 TCR 5" [355]. Ces lymphocytegd” expriment des taux élevés de P2X7 et
sont capables de secréter de grandes quantitéPdATréponse a la stimulation du TCR.
La délétion génétique du récepteur P2X7 condudt production de lymphocytes T ayant
exclusivement un TCR de phénotyge D’autre part, le role du récepteur P2X7 a aussi
été montré dans la transition du phénotype T réguitaau phénotype Th17 [356].

Plusieurs groupes se sont intéressés au rélerdelécule CD45 dans la régulation
du récepteur P2X7. Chused et coll ont comparénaibilité a I’ATP des sous-populations
de lymphocytes T a différents stades de maturdhipmique et d’activation périphérique
En effet, ils ont montré que I'expression du réeaptP2X7 ainsi que les activités qui y
sont associées, notamment la formation du porénéitik calcique, étaient réduites dans
les premiers stades de maturation des lymphocytesai§ pas dans les stades les plus
matures (lymphocytes T simple positifs). D’autrartp parmi les sous-populations de
lymphocytes T périphériques, les lymphocytes T Cntorporaient plus les sondes
fluorescentes, internalisaient plus de calcium résg@ntaient un taux d’expression plus
élevée du récepteur P2X7 que les lymphocytes T CDBoncernant I'état d’activation,
'expression du récepteur P2X7 ainsi que les daésvipore et influx calcique étaient
corrélées aux taux d’expression des molécules iddmn CD45RB et CD44 : les
lymphocytes T naifs CD45R1" CD44° exprimant de faibles taux en récepteur P2X7
alors les lymphocytes T mémoires CD43®BCD44"" exprimant de forts taux de ce
récepteur [357].

Les travaux d’Elliot et coll. ont ensuite suggére la phosphatase de membrane
CD45RB est un regulateur négatif du récepteur P2Xn effet, ils ont montré que la
population de lymphocytes T CD45RBest plus sensible a I'externalisation de la PS
induite par 'ATP que les lymphocytes T CD45¥B[285]. De plus, le méme groupe a
proposé que les activités induites par ce récegmant toutes liées et exécutées en méme
temps dés que le récepteur P2X7 est activé. Dsg, plxternalisation de la PS est
impliquée dans les autres activités dépendantgckpteur P2X7 a savoir I'activité canal
et le clivage de la molécule CD62L [285].

Aswad et coll ont montré que les lymphocytes Tré@4C CD25 sont plus
sensibles a la mort cellulaire induite par le NADDIe BzATP. Ainsi les souris déficientes
pour le récepteur P2X7 présentent un nombre pleséétie lymphocytes Trég CD4
CD25 en périphérie que les souris sauvages [282]. 1@k, cela a été contredit par le
groupe de Taylor qui a proposé que la sensibiglgmphocytes Trég et des lymphocytes
T CD4" conventionnels est inversement corrélée au ta@xpdession en molécules
CD45RB [283]. De plus, ce groupe trouve un ménmabire de lymphocytes Trég chez les
souris sauvages et les souris déficientes poéckpteur P2X7.

Ces résultats contradictoires montrent que d’audtades sont nécessaires afin de
préciser la sensibilité a la voie P2X7/ATP des goysulations de lymphocytes T a leur
différent stade d’activation. Afin de mieux caexider la réponse des différentes sous-
populations de lymphocytes T a I'activation du ptear P2X7, il est nécessaire d'utiliser
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des marqueurs d’activation supplémentaires comme9CBD44 et B220 qui permettent

de délimiter de facon plus précise les stades ida&ain y compris le stade preé-
apoptotique.

d) Le récepteur P2X7 et les maladies du systeme immuaire

Du fait de son role dans I'activation de linflagmeme, le rble du récepteur P2X7
dans le développement des maladies inflammatoiété atudié notamment dans certaines
maladies auto-immunes présentant une réponse imidoire exacerbée. L'utilisation de
souris déficientes pour le récepteur P2X7 dans deéate induit de sclérose en plaques
(EAE ou Experimental Autoimmune Encephalomyéliti? donné des résultats
contradictoires. Les souris P2X7 KO générées parlaboratoires GlaxoSmithKline
(GSK) développaient une forme atténuée d’EAE [38RJrs que les souris P2X7 KO
géneérées par les laboratoires Pfizer développammforme compléte, voire exacerbée, de
la maladie [359]. Cela suggere que l'isoforme Kpranée par les souris P2X7 KO des
laboratoires GSK, protége de 'EAE. Plus récemmibrat été décrit que la pannexine-1,
du fait de sa perméabilité a I'ATP, joue un rolesléa sévérité de 'EAE. Ainsi, les souris
déficientes pour la pannexine-1 présentent unectimudes signes cliniques de 'EAE et
de la mortalité par rapport aux souris WT [360].}.

Dans la néphrite d’origine lupique, il a été méntgue le blocage du récepteur
P2X7 par le BBG ou des siRNA atténue les Iésioflarimmatoires rénales et diminue les
taux de sécrétion d’'ILflet d’IL-17, la production d’auto-anticorps anti-ADdouble brin
ainsi que le nombre de lymphocytes Th17 par rapgaxtlymphocytes Trég [361] ce qui
est cohérent avec le rble joué par le récepteur7P@xns un modele de polyarthrite
rhumatoide induite par le collagéne. Ainsi, il @ @éontré que les souris P2X7 KO
présentent des symptdbmes cliniques réduits accamdpagi'une diminution de la
production d’IL-13 [362].

Du fait de I'effet bénéfique du blocage du récept2X7 dans les modeles murins,
I'utilisation des antagonistes de ce récepteuréaégtluée dans des essais cliniques chez
des patients atteints de polyarthrite rhumatoigedduleur chronique et de sclérose en
plaques. Seulement deux antagonistes du récdp2eit, le AZD9056 (AstraZeneca) et le
CE-224,535 (Pfizer), ont été utilisé chez des p#diatteints de polyarthrite rhumatoide
réfractaire au traitement par le méthotrexate en ke sulfasalazine. Ces médicaments ont
passé la phase clinique Il pour leur efficacitdeetr sécurité mais ne présentaient pas
d’avantage thérapeutique dans le traitement deolgaghrite rhumatoide [363,Bartlett,
2014 #1125]. Bien que ces antagonistes ne prégquas d’avantage thérapeutique, il est
possible que l'efficacité de ces composés soit midgrete du génotype du gep2x7.

L'implication du récepteur P2X7 a également étéritke dans la colite. En effet, de
grande quantité d’ATP est secrétée par les bastéranmensales ce qui induit la
différenciation des lymphocytes Th17. De plus,desris sans germe présentent de faibles
concentrations d’ATP dans l'intestin accompagnéasuyn nombre réduit de lymphocytes
Th1l7 dans la lamina propria [111,364 ]. Plus réoem, il a été montré que, chez des
patients atteints de maladie de Crohn, les macggshat les DC de I'épithélium et de la
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lamina propria présentent une surexpression diptége P2X7 qui s’accompagne d’'une

production accrue en TNé&-1L-1p et IL-17 [365].

Du fait de son réle important dans I'inflammatieina mort cellulaire, I'implication
du récepteur P2X7 est trés étudiée dans le dévatopmt des cancers. Dans certains types
de cancer, il a été rapporté une diminution depfession du récepteur P2X7 ainsi que des
mutations perte de fonction associées a la patlésgéde la LLC. D’autre part, les
mutations de perte de fonction peuvent étre ass®@éun risque élevé de développement
d’'une métastase chez des patientes ayant un cdunsein conduisant a une insensibilité a
la chimiothérapie. Cela est lié au fait que les @@/ent présenter les antigenes issus des
cellules tumorales mourantes aux lymphocytes T difinduire la production d'IFNg. Les
cellules mourantes sécretent de I'ATP qui activeetepteur P2X7 exprimé par les DC qui
ensuite active la voie de I'inflammasome et dédhena réponse anti-tumorale [111].
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Notre équipe s’intéresse au rdle des récepteursnddg Fas, de la tyrosine

phosphatase de membrane B220 et du récepteur mmigne P2X7 dans 'homéostasie des
lymphocytes T et donc le développement des maladitsimmunes de type systémique.

Notre laboratoire utilise comme modele d’étude diveloppement du lupus
erythémateux disséminé (LED) la souris MRL/ Cette souris présente une mutation
homozygote du géne codant pour le récepteur d'apeffas. Cette mutation appelige
(pour lymphoproliferation est responsable d’une accumulation massive, l@gangrganes
lymphoides secondaires (splénomégalie et adénepatide lymphocytes T activés de
phénotype inhabituels CD@D8 (DN) TCR of” B220™ ainsi que de pathologies auto-
immunes systémiques dont un lupus érythématewérdisg (LED), une polyarthrite
rhumatoide et un syndrome de Sjogren. Cependasévérité des pathologies résultant de
mutations du récepteur Fas est dépendante, awssichez 'Homme (syndrome ALPS)
gue chez la souris, du fond génétique indiquantdjaetres loci sont impliqués. Ainsi,
dans le cas de Lupus, plus de 11 loci de suschigtibnt été décrits a ce jour. Il a
récemment été montré que des mutations dans lecgeiaat pour le récepteur P2X7 sont
associées a une plus grande susceptibilité au L&i3 dne population chinoise [366].
Notre laboratoire a choisi d'utiliser le modéle steuris MRLIpr, homozygotes pour la
mutationlpr du géne Fas, du fait des fortes similitudes aescphathologies développées
par les patients lupiques. En effet, la souris MBLprésente : (i) des syndromes auto-
immuns spontanés, prédictibles et qui se déveldppg@idement ; (ii) de grande quantité
d’auto-anticorps anti-ADN double brin dans le séryi) de nombreuses destructions
tissulaires au niveau de la peau, des reins, des\@as ou encore des vaisseaux; (iii) un
fort dimorphisme sexuel en défaveur des femel(@g june variabilité de la sévérité de la
maladie entre les souris bien qu’il s'agisse d'ligeée pure. Comparées aux souris
MRL/lpr, les souris B6 déficientes en récepteur d’apopkese (B6lpr) ne développent
pas de maladies auto-immunes et présentent urie faibbpho-accumulation.

Récemment, nous avons montré que les lymphocyteatifogénes DN B22Qqui
s’accumulent dans les organes lymphoides secosdda® souris MRIpr, ainsi que les
lymphocytes T B220 pré-apoptotiques en fin de réponse immunitairezdes souris
normales MRL™" et B6, sont totalement réfractaires a I'activatin récepteur P2X7
[367]. Ces lymphocytes T B22®e sont pas capables de former le pore, d’exisendh
PS, de cliver CD62L ni d’'induire un influx calcigmeéme en réponse a des fortes doses
d’ATP et de NAD. L’analyse de l'expression du ngeair P2X7 montre que ces
lymphocytes T ne présentent aucun défaut trangmmipel ou traductionnel du récepteur
puisque de grandes quantités d’ARNmM et de protéR2X7 sont présentes dans ces
lymphocytes T. Cependant, I'utilisation d’'un antigs spécifique de la forme native du
récepteur P2X7 montre qu’il n’est pas adressé radmbrane des lymphocytes T B220
suggérant une perte d’adressage de ce récepteguedce de cette population (ARTICLE
2, voir ANNEXE).

Notre travail ainsi que les résultats contradret®ides groupes de Taylor, Elliot et
Aswad concernant le role potentiel de la molécUulet&RB dans l'inhibition du récepteur
P2X7 nous ont amenés a poser les questions suvante
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. A quel stade de leur activation, les lymphocytes Tperdent-ils

I'expression membranaire du récepteur P2X7 et donses activités ?

2. Est-ce que toutes les sous-populations de lymphoegtT présentent la
méme sensibilité aux différentes activités cellules induites par le
récepteur P2X7 ? En d'autres termes existe-il unélissociation des
activités du récepteur P2X7 en fonction de la soupopulation de
lymphocytes T CD4 (Thl, Th2, Th17, Trég) ou CD8 eussi en fonction
du stade d’activation de chacune de ces sous-poptidens ?

3. Du fait du grand polymorphisme de P2X7, est-ce qukon peut associer
'expression d'une isoforme a une sous-population gsticuliere de
lymphocytes T voire a un stade d’activation ?

4. Quelle(s) isoforme(s) de la phosphatase de membra@®45 joue(nt) un
réle de régulateur négatif des activités du récepte P2X7 ?

5. La sensibilité du récepteur P2X7 est-elle lieée & saaux d’expression
globale ou au taux d’expression d’'une isoforme paiduliere ?

=

L’'objectif de ma thése a donc été d'étudier la maiilon de la sensibilité des
différentes sous-populations de lymphocytes T sples, a I'activation du récepteur
P2X7, selon leur stade d’activation.

Pour cela, nous avons choisi la technique de d§tieenen flux qui nous permet de
réaliser simultanément une étude phénotypique oles-opulations de lymphocytes T a
différents stades d’activation et une étude fomectedle du récepteur P2X7 dans ces
différentes sous-populations. Dans un premier gempus avons défini les différentes
sous-populations de lymphocytes T spléniques COBER0 en se basant sur le taux
d’expression des marqueurs d'activation : CD69@4L Ces deux marqueurs permettent
de définir 4 stades de différenciation des lymplesy

« mature naif : CD69CD44°"

« récemment activé en réponse immunitaire primatB69” CD44°"
« effecteur/mémoire : CD6CD44""
« effecteur/mémoire réactivé en réponse second@l@69” CD44""

Dans ces différentes sous-populations de lymplescyt nous avons ensuite étudié
les différentes activités du récepteur P2X7 enmépa@ une stimulation par 'ATP :

e ouverture du canal calcique

» formation du pore

» clivage de la molécule CD62L
» externalisation de la PS

Nos résultats montrent que les activités du réceptP2X7 induite par la
stimulation & 'ATP ne sont pas toutes exécutéeméme temps et different avec le stade
d’activation de la sous-population de lymphocytes T
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1. Alors que les lymphocytes T matures naifs (CD6®44°") ou récemment activés

en réponse immunitaire primaire (CO6€D44°") sont capables de cliver
efficacement la molécule CD62L de leur surfaceéponse a 500 uM d’ATP, les
lymphocytes T effecteurs/mémoires au repos (CD6D44"" ou en réponse
immunitaire secondaire (CD6ZD44"" sont résistants & ce clivage. Ces derniers
ne présentent pas de défaut d’ADAM-17 mais reqoierde tres fortes
concentrations d’ATP pour pouvoir induire le clieage CD62L.

2. De facon surprenante, les lymphocytes T au stadectetir/mémoire sont
parfaitement capables de former le pore et d’eateser la PS en réponse a 'ATP.

3. Les lymphocytes T activés en réponse immunitaiiagire (CD69 CD44°%) sont
les plus sensibles & la formation du pore apresstimallation par 500 uM d’ATP.

4. Les sous-populations de lymphocytes T récemmentéactaussi bie_n en réponse
immunitaire primaire (CD69CD44°") que secondaire (CDELD44"%"), sont les
plus sensibles a I'externalisation de la PS.

Nos résultats suggerent que les activités du téae?2X7 sont dissociées et que
l'intensité avec laquelle chacune est réalisée m@plel stade d’activation du lymphocyte
T. Lors de l'activation du récepteur P2X7, l'adivde clivage de CD62L est exécutée
differemment des deux autres activités pore etrealisation de la PS suggérant une voie
de signalisation difféerente. De plus, comme memédans l'introduction, un lien entre
l'activité de formation du pore et I'externalisatide la PS a été décrit. La concentration
en calcium peut étre modulée par l'activation doatacalcique dépendant du récepteur
P2X7 ou bien d’autres canaux existants dans lephgpaytes T. Pour cela nous avons
étudié les activités de clivage de CD62L, de foromatlu pore et d’externalisation de la PS
en présence de chélateurs du calcium intra eteethnéaire. Nos résultats montrent que :

5. Le clivage de CD62L ne dépend pas du taux de calcilen revanche, dans la
sous-population lymphocytaire T récemment activé réponse immunitaire
primaire (CD69 CD44%"), celle qui est la plus sensible & la formationpdue,
cette activité dépend du calcium intracellulaireralque I'externalisation de la PS
dépend a la fois du calcium extracellulaire etaioétlulaire. 1l semble que le
calcium intracellulaire contrélant l'activité d’exthalisation de la PS provient de
l'influx du calcium extracellulaire.
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Abstract

Sensitivity to ATP varies among T-cell subsets.evitiusly, we reported that effector T
cells that express the B220 isoform of the transhrame phosphatase CD45 are totally
resistant to ATP stimulation. Regulatory T cellsgg) were reported to be more sensitive
to ATP than conventional T (Tconv) cells. Howev&reg and Tconv expressing low
levels of CD45RB (CD45RB") were shown to display similar high sensitivity AGP,
whereas CD45RB" Tconv had reduced ATP sensitivity. By contrasg show herein
that CD45RE" Tregs and CD45RE" Tconv from C57BL6/J mice displayed similar high
sensitivity to ATP, whereas CD45[8 Tconv showed lower sensitivity. The analysis of
P2X7R-mediated cellular activities in Tconv at ra{CD62L'CD44°"), recently activated
(CD69), and effector/memory (CD62{'CD44""CCR7™) stages, revealed that CD6D
cells have lost the ability to shed CD62L moleculdsut not to externalize
phosphatidylserine or form pores. CD62L sheddinguaed efficiently in naive or
recently activated CD#¥ T cells, but not in effector/memory CO¥4 T cells (either
CD69 or CD6Y). Phosphatidylserine exposure occurred in botiven&€D4#" and
effector/memory CD4%¥" T cells, though more efficiently on recently sated CD69 T
cells. Pore formation happened at all stages oélTactivation, but more efficiently in
recently activated naive CDBOD44°" T cells. In this latter T-cell subset, pore fotina
and phosphatidylserine externalization, but not 2IDshedding, were calcium dependent.
P2X7R signaling in T cells is thus far more complean previously suspected since the
expression of each P2X7-mediated cellular actiwgrying according to the T-cell

activation stage.
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Introduction

The P2X7 receptor (P2X7R) belongs to the P2X recdpmily of ATP-gated cation
channels. The type of molecular and cellular rasps induced by P2X7R depends on the
length of stimulation by high concentrations of ATE 2). Brief stimulation of P2X7R
induces cation-specific ion channels formationgi8) phosphatidylserine (PS) exposure in
the plasma membrane (4). Prolonged activation 2¥7R results in the formation of
nonselective membrane pores, permeable to molewdtesa molecular mass up to 900
Da. Continuous activation of P2X7R can lead td dekth by apoptosis (5-7) and/or
necrosis (8, 9), depending on the cell type. Intast, P2X7R may trigger an anti-
apoptotic or growth promoting activity (10, 11).uierous physiological functions have
been attributed to P2X7R; notably, activation obpase-1 (12, 13), maturation and
secretion of cytokines including IL-18, IL-6 and Fht (12, 14-17), migration of
leukocytes (18), and killing of intracellular patems in macrophages(19, 20). Moreover,
P2X7R activation triggers proteolytic cleavage admbrane proteins such as the homing
receptor L-selectin (CD62L), the low affinity red¢ep for IgE (CD23) (21, 22), TN
(23), IL-6 receptor (24) and the precursor of and/jerecursor protein(25). P2X7R also
regulates the early signaling events involved ircell- activation. Upon antigen
stimulation, T lymphocytes release intracellular®Wwhich induces Gainflux, NF-AT
activation, and IL-2 production through P2X7R aation (26-28). Moreover, ATP
secreted by intestinal commensal bacteria indueeslifferentiation of naive CD4T cells
into Th17 cells (29). During chronic inflammatioRTP could also induce the conversion
of regulatory CD4 T cells (Treg) into Th17 cells (30). Sensitivity ATP varies among
the different T-cell subpopulations. Thus, CDBcells from the spleen, lymph nodes or
the liver display low levels of ATP sensitivity aR2X7R membrane expression compared
to conventional CD4 T cells (Tconv), whereas both are displayed ah Heyels in

intestinal CD8 T cells (31). Concerning CD4Tregs, contradictory reports have been
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published about their sensitivity to P2X7R-inducedl death. In one report, CDZ5D4"

Tregs are markedly more sensitive to P2X7R stinardathan CD25CD4" Tconv  (32).

In another, the sensitivity of CD4Tregs to P2X7R stimulation is normal and similar t
that of Tconvs, provided that the latter, like T3egxpress low levels of CD45RB(33). In
Tconvs, the sensitivity to ATP-induced PS extemalon and cell death appears to
correlate with the levels of CD45RB membrane exgpoes an isoform of the
transmembrane tyrosine phosphatase CD45. Thus, TR4lls expressing low levels of
CD45RB (CD45RB"™) are significantly more responsive to ATP stimiglatthan their
counterpart expressing high levels of CD45RB (C’S‘ﬁ) (33, 34). Moreover, we have
shown that effector T lymphocytes become totallgistant to P2X7R stimulation
following expression of the B220 isoform of CD45r (6D45RABC) at the plasma
membrane (35) during the process of activation-teducell death(36-38). The resistance
of B220" T lymphocytes to ATP stimulation is due to theslad P2X7R at the plasma
membrane, which is retained in the cytosol (35).

High and low levels of CD45RBxpressioron mouser cells are deatureof naive
cells and antigen-activatezklls, respectively (39). Therefore, one couldatote from
previous reports (33, 34) that activated T cellD46RB°") are more sensitive to ATP-
induced PS externalization and cell death thanen@icells (CD45RB"). However, our
data presented herein shown that the situatioarismbre complex. Indeed, we show that
the sensitivity to ATP stimulation of CD45R® (naive) B220CD90'CD4" Tconvs from
C57BL6/J mice is significantly higher than in CD4B®' (activated) CDACD90'B220°
Tconvs, and similar to that of CDZ&regs expressing a CD45RBphenotype. However,
the activated CD45R® B220CD4'CD90" Tconv subset is highly heterogeneous and
encompasses different stages of T-cell differeotiat Therefore, we have compared the
sensitivity to ATP of recently activated T ce(8D69) in primary(CD44°") or secondary

(CD44" immune responses. Based on the expression aflectin (CD62L) and

87



RESULTATS
chemokine receptor CCR7, we have also analyzed R2®&diated cellular activities in

central-memory T cells (TCM) (CD62E"CCR7) and effector-memory T cells (TEM)
(CD62L°"/CCR7) subsets. We showed herein that CD69-negative 2CD6T
lymphocytes efficiently shed their CD62L molecufeiowing ATP treatment, but lost
this ability after expression of the activation kerCD69. However, activated CD6%
lymphocytes maintain their ability to externaliz€ Bnd form pore. Expression of CD69
can occur on antigen-activated T lymphocytes wibhw lor high levels of CD44.
Interestingly, CD62L shedding is efficiently indacein ATP-treated CD4%' T
lymphocytes (either naive or recently activated)t ot in effector/memory CD44" T
lymphocytes (recently activated or not) regardtestie expression of CCR7. PS exposure
occurs in both CD4% and CD449" T lymphocytes upon ATP treatment, but with more
efficiency on CD69 T lymphocytes. Pore formation happens also astaljes of T-cell
activation, but with more efficiency in CD6ICD44°" T lymphocytes. In recently
activated CD6%CD44°" T lymphocytes, we found that pore formation and PS
externalization, but not CD62L shedding, occurradresponse to ATP in a calcium-
dependent manner. To our knowledge, this is tts¢ feport describing dissociation of

P2X7R cellular activities during activation of Tniphocytes.
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Materials and Methods

Mice

Wild-type C57BL/6J (B6) and P2X7R-deficient C57BL(B6P2X7R—/-, eighth
backcross on B6) mice originally from The Jacksabdratory (Bar Harbor, ME) were
maintained at our animal facility. All the expeants were conducted in accordance with
French (décret n°87-848) and European Economic Qorityn(directive 86/609/CEE)
guidelines for the care of laboratory animals appraved by our local research ethics

committee.

Reagents
ATP (adenosine-‘&riphosphate), PMA (phorbol myristate acetate),-8A(1-[N,O-

bis(5-Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4k@nylpiperazine) and concanavalin A
(ConA), were purchased from Sigma-Aldrich (St. lIs9iMO). Calcium chelator BAPTA-
AM was from Life Technologies (Carlsbad, CA). Prbpm iodide (PIl) and YO-PRO-1
were purchased from Invitrogen-Molecular Probes rg€e Pontoise, France).
Metalloprotease inhibitor GM6001 were from Chemidaternational (Temecula, CA).
Annexin V was from eBioscience (San Diego, CA). ll@&ation and permeabilization

buffer were purchased from eBioscience.

Cell preparation, Cell-surface phenotyping and T-ck subsets isolation

Spleen cell suspensions were prepared from 2 4md-?ld mice. Red blood cells
were removed from cell suspensions by hypotoniis iéth an ammonium chloride lysing
solution. For phenotyping analyses by flow cytameind isolation of T-cell subsets by
fluorescence activated cell sorting (FACS), spleeell suspensions (1 x 10
cells/condition) were stained using either APC-,CA&fluor 780-, Efluor 450-, Pe Cy5-,

FITC-, PE- or biotin-conjugated monoclonal antib@hAb): rat anti-CD90/Thy1.2 (clone
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HIS 51), anti-CD4, anti-CD69 (clone H1.2F3), an®4# (clone IM7), anti-B220 (clone

RA3 6B2), anti-CD62L (clone MEL 14), anti-Foxp3 (eBcience), anti-CCR7 (clone
4B12 ). P2X7R was detected using a rabbit pohal@nti-P2X7R serum generated by
genetic immunization as described previously(3%) @exa fluor 488- or FITC-conjugated
goat anti rabbit IgG F(ak)'secondary antibodies (Calbiochem). Rat IgG2a,2lg@r
Armenian Hamster IgG mAbs were used as the isatgpé&ol (eBioscience). Use of mAb
to mouse Fg¢ receptor (eBioscience) avoided non-specific aaypbinding. All flow
cytometric analyzes were performed using CyFlowtéea Sysmex Minster, Germany),
Cyan ADP LX or MoFLo Astrios (Beckman Coulter, Inlow cytometers, and Flow Max

(Partec, Sysmex) or Summit 6.2 (Beckman Coulter,) lsoftwares.

Flow cytometry analysis of CD62L shedding, PS expoge, Pore formation

Single-cell suspensions from spleen (1 % d@ls/ml in RPMI 1640 medium) were
treated or not with 0.5, 1, 2 or 4 mM ATP or 25mpPMA for 30 min at 37°C with 5%
CO,. To analyse CD62L shedding and PS exposure, rsples were stained with
fluorochrome-labelechnti-CD62L mAb and Annexin V. When mentioned, sellere
pretreated withP2X7R antagonist KN-62, metalloprotease inhibitdd-6001 for 15 min,
or calcium chelators BAPTA-AM (10 uM) or EGTA (5 mMr both for 30 min at 37°C
prior stimulation with ATP or PMA. To analyze pofermation, spleen cells were
pretreated with 0.5 uM YO-PRO-1 fluorescent prohberpstimulation with ATP or PMA.
When mentioned, cells were pretreated with 10 pkaaellular calcium chelator 1,2-
Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester)
(BAPTA-AM), or 0.5 mM extracellular calcium chelat&GTA for 30 min at 37°C with

5% CQ before stimulation with ATP.
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Plasmid and cell transfections

COS-7 fibroblasts were transiently transfectedhwat pPCDEF3 expression vector
containing CD45RABC cDNA (kindly provided by Dr AVeiss, UCSF, San Francisco,
CA) using the transfection reagent Lipofectamin@®@ccording to the manufacturer’s
protocol (Invitrogen). At 48h after transfectioGOS-7 cells were stained with FITC-
conjugated anti-CD45RA (clone 14.8), PE-conjugaaet-CD45RB (clone 16A), APC-
conjugated anti-CD45RC (clone GL24), PE Cy5.5-cgajad anti-CD45RABC (clone

RA3-6B2), and analyzed by flow cytometry.

Statistical Analysis

Data are reported as mean + SE. Comparisons éetwatreated and treated

groups were made by Student’s t-test. Statistifrence was acceptedR£0.05.
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Results

Activated CD45RB°" T cells display lower sensitivity to ATP than naie CD45RBE""
conventional T cells

Previously we had shown that effector T cells @#-g@poptotic stage (B22Dare
resistant to ATP stimulation (35). Since effeciocells express low levels of CD45RB
(39) our findings appear contradictory to repor®8,(34) showing that CD45FH
(activated or effector) Tconvs are notably moresgame to P2X7R-mediated PS exposure
and cell death than CD45R® naive Tconvs. To explain this discrepancy, weehav
hypothesized that anti-CD45RB mAb used to gate GIBIS" T cells in these reports (33,
34) also detect P2X7R-defective B22@r CD45RABC) T cells because anti-CD45RB
mAb recognizes an exon B-dependent epitope (40 teBt our hypothesis we first
transfected CD45-negative COS7 epithelial cellshvplasmid vector coding for mouse
CD45RABC (or B220), and then stained COS7 cellshviiiorescent anti-B220, anti-
CD45RA, anti-CD45RB and anti-CD45RC mAbs. As shawrfigure 1, anti-CD45RB
mAbs recognize CD45RABCCOS?7 cells, but not CD45RABCCOS7 cells, indicating
that anti-CD45RB mAb (clone 16A) are unable to idgish between CD45RB and
CD45RABC isoforms. Likewise, anti-CD45RA and a@iD45RB mAbs recognize
CD45RABC COS7 cells. Therefore, all subsequent experimeatisbeen performed on
gated B220-negative T cells. Second, we have ateduthe sensitivity to ATP of B220
CD90" Tconvs (either CD45R®’ or CD45RB'Y"), and found that CD45RE" T cells
display higher sensitivity to ATP-mediated CD62ledting, PS exposure, pore formation
and cell death than CD45R8 T cells (Fig. 1). Therefore, our data suggest fhaell

activation leads to a decrease in sensitivity td*Atimulation.
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Recently activated CD69 T-cells externalize PS and form pore but do not s

homing receptor CD62L following ATP treatment

Since activated T cell display reduced sensititayATP (Fig. 1), we have analyzed
ATP-induced CD62L shedding, pore formation and Rfosure in recently activated
B220CD90" T cells expressing CD69 (Fig. 2), which is theliear surface marker
expressed during T-cell activation (41). Firse tlumber of cells expressing the homing
receptor CD62L is significantly higher in CD69-n&ga T cell than in recently activated
CD69 T cells (24% vs. 12%; Fig. 2A). Unexpectedly, feand that ATP-treated T cells
at the recently activated (CDfSstage failed to cleave their CD62L molecules (Rig).
The absence of ATP-mediated CD62L shedding wasreédet both the percentages of
CD62L" T cells and the levels of CD62L membrane expressieasured by the integrated
mean of fluorescence (iMFI) (Fig. 2A). In contrate CD69-negative T-cell subset
efficiently cleaves CD62L molecules in the preseotTP. The absence of shedding in
the CD69 T-cell subset was not due to a defect in ADAM-EHivity since PMA, which
induces CD62L shedding independently of the P2X@Rway, induced a strong CD62L
downregulation in both CD6%nd CD69 T-cell subsets (Fig. 2A). Importantly, ATP-
stimulated CD69 T cells, although resistant to CD62L cleavageicigffitly form pore
(8.87%vs 50.87%, Fig. 2B) and externalize PS (17.589632.88%, Fig 2C) as assessed
by YO-PRO-1 uptake and Annexin V labeling, respetii. In contrast, pore formation
and PS exposure were significantly less efficiemtigguced in the ATP-treated CD69-
negative T-cell subset (Fig. 2B and 2C).

Taken all together, our results suggest a dissoniaof ATP-induced CD62L
shedding; pore formation and PS externalizationTircell according their stage of

activation.

93



RESULTATS
Effector/memory T lymphocytes are less sensitive t&€D62L shedding but more

sensitive to YO-PRO-1 uptake than naive T lymphocyts

A previous study try to establish a relationshiptieeen membrane levels of
CD45RB and CD44 differentiation marker expression & cells sensitivity to ATP-
induced pore formation, and found a higher uptakguorescent dye in memory T cells
(CD45RB®CD44"" (42). In contrast, we show in Figure 1 that effe/memory
CD45RB™™ T cells displayed lower sensitivity to ATP-medt€D62L shedding, PS
exposure, pore formation and cell death than n@Rd5RB"" T cells. Therefore, we
next compared the sensitivity to P2X7R activatidnB@20°CD90" T cells expressing
either low or high levels of the differentiation rkar CD44 to distinguish between naive T
cells (CD44") and effector/memory T cells (CDA¥) (Fig. 3). The sensitivity to ATP of
these two T-cell subsets was compared through #esarement of CD62L shedding, YO-
PRO-1 uptake and PS exposure. Like recently detiveCD69 T cells (Fig. 2A),
effector/memory T lymphocytes (CDA#) were significantly less sensitive to ATP-
induced CD62L shedding than naive T lymphocytes 4€%) (Fig. 3A). In contrast,
effector/memory T lymphocytes were significantly maensitive to YO-PRO-1 uptake
than naive T lymphocytes (Fig. 3B). There was mmnicant difference between
sensitivity to PS exposure between these two ssiliffeT lymphocytes (Fig. 3C). As
expected, ATP-induced CD62L shedding, pore fornmatmd PS externalization were
absent in naive (CD#¥) and effector/memory (CDA4") B220CD90" T-cell subsets
from P2X7KO B6 mice (Fig. 3). The absence of CD6&tedding in ATP-treated
effector/memory T lymphocyte is not due to a defacimetalloproteasesignaling since
PMA treatment was able to induce CD62L sheddingthese cells. Moreover, the
shedding of CD62L by ATP in CD%4 naive T lymphocytes, or by PMA in

effector/memory T lymphocytes was prevented bynttetalloprotease inhibitors GM6001

(Fig. 3D), in a similar dose dependent-manner.
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CCRY7 is a chemokine receptor involved in the h@hnaive and central memory

T cells into lymphoid tissues. Thus, CCR7 membrarpression allows to distinguish
between naive and memory (CCRT cells and effector (CCRYT cells. Therefore, we
compared sensitivity to CD62L shedding in naive @P¥4T cells and effector/memory
CD44"" T cells according to their expression of CCR7, fouwhd that effector/memory
CD44"" T cells were significantly more resistant to CD6ftedding than CD#4 naive

T cells upon stimulation by ATP regardless to thepression levels of CCR7

(Supplementary Fig. 1).

Dissociation of ATP-induced CD62L shedding, YO-PRQ- uptake and PS exposure in
naive and memoryT cells during the early steps of T-cell activation

We next compared ATP sensitivity in naive and mgnB220 CD90" T-cell subsets
activated by antigen during primary or secondarynune responses, respectively, using
membrane expression of CD44 and CD69 surface nsark@fo amplify numbers of
recently activated CD69T cells, B6 mice were injected intravenously withug/g of T-
cell mitogen ConA for 17 hours. ConA treatmentuoed T cell activation as evidenced
by the increased of the percentages of CDb&ells (Supplementary Fig. 2B), especially
the CD69 CD44°" T-cell subset (Supplementary Table 2) withoutraite cell numbers
(Supplementary Figure 2 A) or ratio of T cells todBlls (Supplementary Table 1).
Effector/memory CD4%" T cells regardless to the expression of CD69 ess sensitive
to CD62L shedding than their naive Cﬂ?ﬂ4counterpart. ADAM-17 proteases are not
defective in the effector/memory CO¥4 T cells from because they cleaved CD62L when
cells are treated with PMA (Fig. 4A). Like CD62heslding, pore formation was more
important in recently activated (CD§%haive CD44" T cells (Fig. 4B). PS exposure was
significantly higher in recently activated T cel€D69") at both naive (CD4¥") and

memory (CD44%" stage compared to naive and memory resting CD&2lls (Fig. 4C).
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As expected, all T-cell subsets from P2X7R KO migre resistant to ATP activation.

These results confirm that P2X7R activities aresaligated in naive or memory T cells
during the early steps of T-cell activation.

Because P2X7R displays a low affinity to its ligasompared with other P2XR, we
evaluated whether effector/memory CHUT cells (either CD690or CD69), which were
resistant to CD62L shedding upon stimulation with @M of ATP, require an even higher
dose of ATP to be stimulated. Indeed, we found thanM ATP can trigger CD62L
shedding in effector/memory CD¥ T lymphocytes (either CD6%r CD69) from B6
mice, but not from P2X7KO mice, although less édfitly than in CD44" naive T

lymphocytes (either CD6%r CD69) (Fig. 5A and 5B).

Calcium signaling is required for P2X7-dependent pee formation and PS exposure,
but not CD62L shedding, in recently activated CD69CD44°" naive T lymphocyte

It has been reported that calcium acts as a sev@sdenger for pore formation and
PS externalization (42-46). Therefore, we analyitd¢lere is a requirement for calcium
entry from the extracellular space and/or the cdhalar stores to fully trigger P2X7-
induced cellular activities in recently activatedive CD69 CD44° T cells, which are
among the most sensitive to ATP. In the presericextracellular (EGTA) and/or
intracellular (BAPTA-AM) calcium chelator, ATP-indad pore formation and PS
exposure, but not CD62L shedding, were signifigargduced in recently activated naive

CD69" CD44°" T cells stimulated by (Fig. 6A, 6B and 6C).

Regulatory CD45RB*™ CD4" T cells display high sensitivity to ATP stimulatio
The activated CD45R® CD4" T-cell subset encompasses regulatory and
conventional T cells.(47) Different behaviors otofivs and Tregs toward ATP

stimulation have been reported previously (32, 33)hile one report concluded that
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Foxp3 CD25'CD4" Tregs were markedly more sensitive to ATP-indué&dexposure and

cell death than CDZ&D4" Tconvs (32), another reported a similar suscdityiio ATP-
induced PS exposure and cell death between"dRdnvs and Tregs provided, however,
that both T-cell subsets expressed low levels of4ARRB (33). To clarify these
contradictory results, we have compared the seitgitio ATP of Foxp3CD25CD4"
Tregs, known to be CD45F¥, and B220CD4" Tconvs (either CD45RE' or
CD45RB"" (Fig. 7). Due to the cell permeabilization stepuired for detection of the
nuclear transcription factor Foxp3, ATP-inducedep@ormation or cell death cannot be
evaluated using fluorescent probes. Therefore,-AtiBced T cell death is determined by
flow cytometry using forward (FSC) and side (SSCiters parameters since dying cells
have a lower FSC and a higher SSC than living .c8lgleen cells from B6 and B6P2X7R
KO mice were stimulated with 1 mM ATP for 4 h, atiek percentages of living cells
(FSC""SSC™) in the CD4 Tregs and Tconvs subpopulations was quantifiedidy
cytometry (Fig. 7A). As expected, CDZ cells from B6P2X7R KO mice were resistant
to ATP-induced cell death (data not shown). Aseolsd by Aswad et al (32), ATP-
treated Foxp3CD25'CD4" Tregs were highly sensitive to P2X7R-mediated delath
(59% dead cells), and significantly more than wh@B4" T cells (32% dead cells),
whereas activated CD4Tconvs (Foxp3CD25') were totally unhurt after ATP treatment
(Fig. 7A). In parallel, the sensitivity of CD45RECD25'CD4" Tregs to P2X7R
stimulation was compared to that of activated CDBB¥CD25 CD4" Tconvs (Fig. 7C).
As observed by Taylor et al. (33), CD45RED25CD4" Tregs and activated
CD45RB%CD25 CD4" Tconvs displayed a similar low-sensitivity to PR¢ediated PS
exposure. In contrast, P2X7R-mediated pore foonasind cell death were significantly
higher (2.5- and 2-fold increase, respectively)OB45RB°“CD25CD4" Tregs than in
activated CD45RB'CD25 CD4" Tconvs (Fig. 7C) and even when compared to naive

CD45RB""CD25 CD4" Tconvs. Altogether, we show that Tregs are venmysiive to
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P2X7R stimulation, especially cell-death, and fouadsignificant increase of the

percentages of CD26D4" Tregs (either CD45R®’ or Foxp3) in B6P2X7KO mice (data
not shown). Since CD45FBCD4" Tconvs expressed similar amounts of CD45RB than
Tregs, but are not as responsive to P2X7R stinmdative suggest that CD45RB
expression level is not essential for P2X7 actjvisnd other signaling proteins are

involved.

P2X7R membrane expression in Tregs and conventionalcells at different activation
stage

P2X7R plasma membrane expression was quantifieregs and T convs using a
rabbit polyclonal anti-P2X7R serum and flow cytorgetFig. 8). The staining patterns
obtained with cells from P2X7RKO mice were usedséd the background fluorescence,
and P2X7R membrane expression was expressed &ddhef MFI obtained in wild type
T cells relative to MFI in P2X7RKQA cells AMFI). P2X7R was expressed at a higher
level on recently activated CDBY cells compared to naive (CD9 or effector/memory
(CD44"™" T cells (Fig. 8A and 8B), similar or even slightligher than in CDZ%oxp3
Tregs (Fig. 8C), which are highly sensitive to ATFg. 7). The two peaks in the
histogram of P2X7 expression on CD&cells (Fig. 8A) correspond most probably to the
levels of P2X7 expression on activated naive (Ct¥44nd memory (CD4#" T cells.
Activation marker CD25 shows a latter expressioanttCD69. Interestingly, P2X7
expression on Tconvs (Foxp3®xpressing CD25 (Fig. 8C) are significantly lowtean on

CD69" Tconvs.
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Discussion

High membrane expression of CD45RB is a charatieof naive T cells and some
reports have suggested the existence of a negativeelation between CD45RB
expression and P2X7R activity (34, 42) in Tconvabsequently, they have shown a
similar level of P2X7R-mediated PS exposure antl dedth in CD45RB"CD25CD4"
Tregs and CD45RB' CD25 CD4" Tconvs (33). Contradictory results have been tego
about the sensitivity of CD4Tregs to ATP stimulation. Indeed, FoXB®4 Tregs were
shown highly sensitive to P2X7R-mediated PS expmoand cell death compared to CD4
Tconvs (32). In the present study, we have treetesolve the discrepancy between these
reports, by analyzing the correlation between P2XfiRctionality and CD45RB
expression. On one hand, we have shown hereirthtbaise of the anti-CD45RB mAb to
control CD45RB expression levels in Tregs and Teomay be inappropriate because it
recognizes an epitope shared by both the CD45RBB226 molecules, and we previously
reported that B220-expressing effectory T cellsentetally refractory to ATP stimulation
(35). Therefore, we suggest that Taylor et c8B)(assessed P2X7R activity in a pool of
B220" and CD45RB" T cells. Thus, in our experiments, when study@@45RE"" T
cells, P2X7R-induced cellular activities have begstematically analyzed in the gated
B220° T cells. In that way, our results show that CDBB®CD4" Tconvs are
significantly more sensitive to ATP-mediated PS asype, pore formation and/or cell
death than CD45R®'CD4" Tconvs. Considering that CD45RECD4" Tconvs are
activated T cells, we have investigated the rold-gkll activation and differentiation in
the downmodulation of P2X7R activities. Thus, wavér analyzed naive, recently
activated, and effector/memory T cells for theingavity to ATP stimulation, and found
that ATP-dependent cellular activities are disseciaand executed differently according to
the stage of T-lymphocyte activation and differatiin. Thus, our results show that 1)
CD62L shedding occurs efficiently in 500 uM ATPdred naive and recently activated

naive T cells (shedding up to 50% of basal CD62pression); 2) CD62L shedding
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occurs significantly less efficiently in effectomory CD449" T lymphocyte (either

CD69 or CD69) even at very high doses of ATP (up to 4 mM);re3jistance of CD44"

T cells ATP-induced CD62L shedding is not due toAAD 17 deficiency; 4) recently
activated CD69 naive CD44" T cells form pore significantly more efficientlpan the
other subsets; 5) recently activated CD@®ither in primary or secondary immune
responses) are significantly more responsive to-AEiated PS exposure. These results
indicate that P2X7R cellular activities are disateil upon T-cell activation and
differentiation, and suggest that they are regdldig different signaling pathways.
Calcium influx was reported to be involved in pédoemation, PS exposure and cell death
in both T lymphocytes and thymocytes (42, 44). Sstent with these findings, we show
herein that calcium chelators impaired ATP-indupede formation and PS exposure in
recently activated CD69CD44°" T lymphocytes, but not CD62L shedding. The
cytoplasmic tail of P2X7R is important for calciuoptake, pore formation and PS
exposure (48) and could be responsible for the rigece of pore formation and PS
exposure to calcium entry from the extracellulacgand/or the intracellular stores.

The Treg subpopulation is phenotypicadhyd functionally diverse and includes Qa-
1/HLA-E restricted CD8 Tregs (49), natural killer T cells (NKT)(50), and
NK1.1' TCRa/6CD4 CD8 double negative (DN) Tregs (51, 52). Some DN $rexpress
high levels of the isoform CD45RABC (or B220) (&}). CD4 Tregs suppress immune
responses by cell contact-dependent mechanisms aHfi @as by secreting
immunosuppressive cytokines. NKT cells (50) and DBigs suppress T-cell responses by
killing CD4" and CDS$ effector T cells with the same TCR specificitydhgh Fas/Fas
ligand interactions(51). B220DN T cells can also suppress T cell proliferation a
mechanismthat involves inhibition of IL-2 and its high affig receptor CD25 (53).
CD25CD4" Tregs, which have been defined in our study bypBbxor CD45RE",

express high levels of P2X7R on the plasma memb¢dat not shown). In addition,
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CD45RB°CD25'CD4" Tregs are more sensitive to ATP stimulation thaD4&RB"

activated Tconvs and even than CD4B®BT cells. Therefore, as observed by Aswad et
al (32), our results indicate that CD#regs are much more sensitive to ATP-stimulation
than CD4 Tconvs. Thus, we show herein that the numbersCB#" Tregs are
significantly enhanced in the spleen of B6P2X7RKQcan suggesting that ATP-
stimulation of P2X7R may regulate the numbers of4CDregsin vivo. Tregs are
essential for the maintenance of peripheral tolarpreventing the appearance of
autoimmune disorders. While CDZregs are present in the immune repertoire befare
activation of T cells by antigen, CD8regs and B220DN Tregs differentiate into
effector cells during a primary immune responsg.(48ince we reported that effector T
cells expressing the B220 isoform of CD45 at thespla membrane are totally resistant to
ATP stimulation (35), we hypothesize that B2ZIN Tregs also possess reduced P2X7R
activity and membrane expression since they difttmeed upon T cell activation.
Unfortunately, CD8 Tregs are difficult to identify unambiguously, athgrefore we could
not test the activity of P2X7R in this Treg subs@fe have observed, however, that whole
CD8" T-cell population expresses a lower level of P2XTRRmbrane expression than
CD4" T cells (unpublished data). Levels of ATP areyagh in sites of inflammation due
to the presence of injured cells (55). Since P2Xdigplays a low affinity for ATP
compared with other P2X receptors, we propose aeimekereby the various Treg subsets
express different levels of cell-surface P2X7R aditwy to their probability to encounter
high levels of ATP. Furthermore, fully activatedcé&lls cannot die by the ATP/P2X7R
pathway, which could constitute a survival mechany which activated T cells can exert
their effector functions at sites of inflammatioil€onsequently, P2X7R-mediated T cell
homeostasis controls the expansion of effector Il @s well as types of Treg subsets

present at inflammatory sites.
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Figure legends

Figure 1. Anti-CD45RB antibodies cannot distinguis between CD45RB and
CD45RABC isoforms.

COS-7 fibroblasts were transiently transfectedhvwat pPCDEF3 expression vector
containing CD45RABC cDNA were stained with FITC-aayated anti-CD45RA, PE-
conjugated anti-CD45RB, APC-conjugated anti-CD45&1 PE Cy5.5-conjugated anti-
CD45RABC, and analyzed by flow cytometryA) R1 and R2 gates delineate B220-
negative and B220COS-7 cells, respectively. The table gives thegaages of B220
COS-7 cells before and after transfectiold) Expression of CD45RA, CD45RB or
CD45RC in COS-7 fibroblast gated on R1. Histogramisined with anti-CD45RA, anti-
CD45RB or ani-CD45RC mAb-J are overlaid on histograms obtained with isotype

control (- - -). Atleast 20,000 events were anaty/for each sample.

Figure 2. P2X7-dependent CD62L shedding, pore foration and PS exposure in
CD69 and CD69 T lymphocytes

Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 mice wereaitleft unstimulated or stimulated
with 500 uM ATP or 25 ng/ml PMA for 30 min at 37%@th 5% CQ. After washing,
cells were stained with fluorescent-conjugated-&mbO0, anti-B220, anti-CD69 mAbs and
either anti-CD62L mAb or Annexin V to assess CD6&hedding and PS exposure,
respectively, by flow cytometry.A) Right panel: dot plot shows CD62L shedding in
CD69 and CD69 T lymphocytes. Left panel: histogram shows rationtegrated mean
of fluorescence (iIMFI) £ SE (n = 3 to 5 mice) foD&L between ATP- or PMA-
stimulated cells and unstimulated cells. Integtd#-1 is calculated by multiplying the
frequency of positive cells by the MFI of CD62IB) Right panel: Dot plot shows pore
formation in CD69 and CD69 T lymphocytes left unstimulated or stimulated wifiP

or PMA, as measured by the uptake of fluoresceobgrYO-PRO-1. Left panel:
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histogram shows normalized mean of fluorescence={hi SE (n = 3 to 4 mice) for YO-

PRO-T after treatment with ATP or PMA. Normalized MBldalculated by substracting
YO-PRO-1 background uptake in unstimulated celtenfry O-PRO-1 uptake in ATP- or
PMA-treated cells. YO-PRO-1 was added to the galler to stimulation with ATP or
PMA. C) Right panel: dot plot shows PS exposure in CDG9CD69 T lymphocytes left
unstimulated or stimulated with ATP or PMA, as megad by Annexin V staining. Left
panel: histogram shows nMFI + SE (n = 7 mice) foamAxin V after treatment with ATP
or PMA. Numbers reported in dot plots indicate fisecentage of CD621. YO-PRO-1
or Annexin V7 cells in gated CDI0B220° T lymphocytes (either CD6%r CD69).
Asterisks denote statistically significant diffeces (*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001) between ATP-stimulated or PMA-stimulated andtimulated groups.

Figure 3. P2X7-dependent CD62L shedding, pore foration and PS exposure in
CD44°" and CD44"" T lymphocytes

Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 wild type &2X7KO mice were incubated
with 0, 25, 50 or 100 uM of metalloproteases inieib(GM6001 prior to stimulation with
500 uM ATP or 40nM PMA for 30 min at 37°C with 5%0¢ After washing, cells were
stained with fluorescent-conjugated anti-CD90, -&220, anti-CD44 mAbs and either
anti-CD62L mAb or Annexin V to assess CD62L sheddmn PS exposure, respectively,
by flow cytometry. A) Histogram shows ratio of the integrated mean obritscence
(iIMFI) £SE (n = 3 to 14 mice) for CD62L between AT& PMA-stimulated cells and
unstimulated cells. The integrated MFI is calaedaby multiplying the frequency of
positive cells by the MFI of CD62L. B) Histogram shows normalized mean of
fluorescence (NMFI) + SE (n =3 mice) for YO-PROdfter treatment with ATP or PMA.
The normalized MFI is calculated by substracting -PRO-1 background uptake in

unstimulated cells from YO-PRO-1 uptake in ATPPMA-treated cells. YO-PRO-1 was
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added to the cells prior to stimulation with ATPRMA. C) Histogram shows nMFI for

Annexin V = SE (n =3 mice) after treatment with ABPPMA. D) Histogram shows ratio
to initial percentage of CD62Lin CD44°" T cells + SE (n = 3-4 mice). Plotsin A, B, C
and D were gated on CD98220 T cells. Asterisks denote statistically significg* p <
0.05, * p < 0.01, ** p < 0.001) differences between ATP-stimulated andiomsated

groups;ns= non-significant.

Figure 4. P2X7-dependent CD62L shedding, pore foration and PS exposure in
different subsets of T lymphocytes

Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 wild type &2XF7KO mice were either left
unstimulated or stimulated with 500 uM ATP for 3tnnat 37°C with 5% C@ After
washing, cells were stained with fluorescent-coafad anti-CD90, anti-B220, anti-CD69
or anti-CD44 mAbs and either anti-CD62L mAb or ArimeV to assess CD62L shedding
and PS exposure, respectively, by flow cytomeiy Histogram shows ratio of the
integrated mean of fluorescence (iIMFI) +SE (n 020 mice) for CD62L between ATP-
or PMA-stimulated cells and unstimulated cells. eTihtegrated MFI is calculated by
multiplying the frequency of positive cells by tMFIl of CD62L. B) Histogram shows
normalized mean of fluorescence (nMFI) + SE (n to47 mice) for YO-PRO-1 after
treatment with ATP or PMA. The normalized MFI eElaulated by substracting YO-PRO-
1 background uptake in unstimulated cells from YRGR1 uptake in ATP- or PMA-
treated cells. YO-PRO-1 was added to the cellsrbestmulation with ATP or PMA.C)
Histogram shows nMFI + SE (n =3 mice) for Annexina¥ter treatment with ATP or
PMA. Plots in A, B and C were gated on CD®®220 T cells. First two bars from each
histogram show cellular activity in whole CD9®220 T cells. Asterisks denote
statistically significant (*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001) differences between ATP-

stimulated and unstimulated groups.
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Figure 5: Higher dose of ATP is required to shed D62L molecules on
effector/memory T lymphocytes

Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 wild type &2X7KO mice were incubated
with 0, 0.5, 1, 2 or 4 mM ATP for 30 min at 37°Ctlwb% CQ. After washing, cells were
stained with fluorescent-conjugated anti-CD90, -8&220, anti-CD44 and anti-CD69, and
anti-CD62L mAbs to assess CD62L shedding by flowometry. A) Histogram shows
ratio of the percentages of CD62L +SE (n = 5 toiBenbetween ATP -stimulated cells
and unstimulated cells from B6 wild type micd3) Histogram shows ratio of the
percentages of CD62L = SE (n = 3 to 4 mice) betwédiP-stimulated cells and
unstimulated cells from P2X7KO mice. Histogramgevgated on CDI0B220 T cells.
First four bars from each histogram show cellulgtivity in whole CD90 B220 T cells.
Asterisks denote statistically significant ¢ < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)

differences between ATP-stimulated groups.

Figure 6. Calcium signaling is involved in P2X7-dgendent pore formation and PS
externalization in recently activated CD69 CD44°" T lymphocytes

Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 wild type wésé untreated or treated with 5
KM KN-62 for 30 min. Cells were preincubated wsd0 uM EGTA, 10 uM BAPTA-AM
or both for 30 min at 37°C with 5% GOIn some experiments, cells were incubated with
Fluo-4-AM for 50 min at room temperature. In othe¥O-PRO 1 was added prior to
stimulation with ATP. After washing, all cells westained with fluorescent-conjugated
anti-CD90, anti-B220, anti-CD69 and anti-CD44 mAtrsl analyzed in the gated CD90
B220 CD69 CD44°" ° "' T_cell subpopulation by flow cytometryd) Histogram shows
ratio of the percentages of CD62L + SE (n = 4 tmiBe) between ATP-stimulated cells

and unstimulated cells from B6 wild type mice iretpresence of KN-62, EGTA or
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BAPTA-AM. B) Histogram shows the percentages + SE (n = 3 noic¥)D-PRO-T cells

after treatment with ATP in the presence of EGTAPEA-AM or both. C) Histogram
shows the percentages + SE (n = 3- 4 mice) of Aimnex cells after treatment with ATP
in the presence of EGTA, BAPTA-AM or both. Histagrs were gated on CD98220
T cells. First four bars from each histogram sto@iular activity in whole CD90B220
T cells. Asterisks denote statistically significghp < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)

differences between ATP-stimulated groups.

Figure 7. CD4 Tregs are more sensitive to ATP-induced cell deatthan CD4"
Tconvs. Spleen cells fronB6 mice (n = 3 mice/group) were either left unstiated or
stimulated with 1 mM ATP for 4 h (A, B) or 45 miB), A) Cells were subsequently
stained with anti-CD90, anti-CD4, anti-CD25 andi-&uxp3 mAb. At least 5,000 CD4
Tregs or CD2 Tconvs were analyzed for each sample. Bars quresto the mean
percentages + SE (n = 3) of living (FE8SSC™™) Foxp3CD25CD4" Tregs, whole
CD4 Tconvs and FoxpED25 CD4" Tconvs either left unstimulated) or stimulated )
with ImM ATP. Asterisks denote statistically sigrant differences @ < 0.05; ** p <
0.01) between ATP-stimulated and unstimulated gsoup) Spleen cells from B6 were
stained with anti CD4, anti-CD25 and anti-CD45RB brgind either AnnexinV, YO-PRO-
1 and 7AAD to assess PS exposure, pore formatiod aell-death in
CD45RBCD25'CD4" Tregs and CD45RB'CD25CD4" Tconvs. C) P2X7R
expression was analyzed using an anti-P2X7R antis€f:100) in FoxPELD25CD4"
Tregs, CD45RB"CD25'CD4'Tregs and whole COZconvs. Histograms for P2X7R-
stained cells from B6 mice (open histogram) arelaiccon histograms obtained with their
counterparts from BB2X7R™ mice (shaded histogram). The histograms are
representative of at least 3 independent expersndpercents of P2X7R-positive cells are

subtracted by the non-specific P2X7R positive petcent in BE2X7R'™ mice.
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Figure 8. P2X7R expression on Tregs and Tconv sudts FoxP3CD25'CD4" Tregs as

well as naive (CD45RB" CD44%"), activated (CD69or CD25) and effector/memory
(CD44"" Tconvs gated on B22GD90" from wild type and P2X7KO B6 mice were
examined for P2X7R expression by flow cytometryngsrabbit polyclonal anti-P2X7
antiserum (1:100) and anti-CD90 and anti-B220 mAbswell as anti-CD45RB, anti-
CD25, anti-CD69 or anti-CD44 mAb. Histograms f@ R-staining on wild type T cells
(open histograms) are overlaid on histograms faK#2staining on P2X7KO T cells
(shaded histograms). The histograms are représentaf at least 6 individual mice.
P2X7R expression is calculated as the fold of Métemed from P2X7R staining from B6

T-cells subsets over MFI from P2X7KO T cells MIFI).

Supplementary Figures

Figure 1. P2X7-dependent CD62L shedding in naiviECR7"), effector (CCR7) and
memory (CCR7") T cells. Spleen cells from 3 to 12-mo-old B6 wild type R2X7KO
mice were either left unstimulated or stimulatedhwd.5 or 1.5 mM ATP for 30 min at
37°C with 5% CQ. After washing, cells were fixed for 15 min aiC4°and then stained
with anti-CCR7 for 30 min at 37°C with 5% GO Finally, cells were stained with
fluorescent-conjugated anti-CD90, anti-B220 or -&Mi44 and anti-CD62L mAb for 30
min at 4°C to assess CD62L expression by flow cgioypn  The histogram shows
percentage £ SE (n = 5 to 20 mice) of CD62L in imskated and ATP stimulated cells.
Analyses were done in CD98220 T cells gate. Asterisks denote statistically gigant
(* p<0.05, *p<0.01, ** p<0.001) differences between ATP-stimulated gromgs;

non-significant.
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Figure 2. Recently activated CD69 T cells induced in mice by mitogen ConA

injection. Wild-type and P2X7KO mice were injected intravesly with either 7 pg/g
body weight of sterile ConA or 200 ul of sterile BMice were sacrificed 17 h later, and
cell suspensions were prepared from the spleerier Afashing, cells were stained with
anti-CD90, anti-B220 and anti-CD69 mAbs, and aredypn gated CDI0B220 T cells

by flow cytometry. A) Histogram shows total spleen cell numbers in nmgected either
with PBS or Con A (n = 8-14 mice)B) Histogram shows the percentages of recently

activated CD69T cells in mice injected either with PBS or CorfrA= 8-13 mice).
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Figure 1. Anti-CD45RB antibodies cannot distinguish between CD45RB and

CD45RABC isoforms.
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Figure 2. P2X7-dependent CD62L shedding, pore foration and PS exposure in

CD69 and CD69 T lymphocytes
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Figure 4. P2X7-dependent CD62L shedding, pore foration and PS exposure in

different subsets of T lymphocytes
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Figure 6. Calcium signaling is involved in P2X7-dgendent pore formation and PS
externalization in recently activated CD69 CD44°" T lymphocytes
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Figure 8. P2X7R expression on Tregs and Tconv sudts
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Supplementary Figures
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Supplementary Tables

Table 1 Percentage of splenic cells sub-populations in mice injected with either PBS or Con A

RESULTATS

“P<0.05
Tpe00 CD90* B220- [ CD90*B220" [CDOUB220*] CDO0-B220
p <0.001 FES
i 2211+3.08 | 476+1.88 (41122679 32.01+£7.95
gi’;‘;‘ 24354242 | 2.68+0.33 |50.17 £4.14| 22.81+4.18

Table 2 Percentage of CD90" B220~ T-cell subsets according to their expression of early activation and late activation markers CD69
and CD44 respectively in mice injected with either PBS or Con A

CDE9*CD44nMen

CD69-CD44iew| CD69*CD4dow |CD&9-CD44nsh

iE? 57.03+3.29 9191254 2690+1.18 | 6.87+1.34

Cr?:5A 46.07+ 413 | 30.69 £ 3.51 ***| 1310+ 3.71™*| 10.15+ 1.93
Table3 Percentage of CDS2L" T cell in mice injected either with PBS or Con A

CDBY CDBg”

P%S 38.12+0.96 61.88+0.96 ***

(n=3)

conA 28611679 59.86 + 2.93 **

(n=5)
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2. Matériels et méthodes supplémentaires

A. Formation du pore

Les cellules spléniques de souris B6 sauvagesficiahtes pour le récepteur P2X7
ont été pré-incubées avec 0 ou 100 uM de carbémoedlCBX) pendant 15 mn avant la
stimulation par 0 ou 0,5 mM d’ATP pendant 30 mn7aCen présence de 5% de £Qa
molécule fluorescente YOPRO-1, dont I'incorporatfsermet de révéler la formation du
pore, a été ajoutée a la concentration finale geMlau moment de la stimulation par
'ATP. Apreés lavage, les récepteurs pour la pdftieles anticorps des cellules spléniques
ont été bloqués en les incubant quelques minutes des anticorps anti-CD16/CD32.
Elles ont été ensuite incubées durant 30 mn a ¥&C @,1 pg d’anticorps anti-CD90, anti-
B220 et anti-CD44, ou leurs isotypes controles, ptési aux fluorochromes ef450,
APCef780 et Pecy5. Les cellules ont ensuite &téela par un tampon phosphate (PBS)
pour éliminer I'excés d’anticorps. Les celluleg été reprises dans 400 pl de PBS et 1
pg/ml d’'iodure de propidium (IP) a été ajouté 5 awant I'analyse en cytométrie en flux.
Les analyses ont été faites dans les populatiomgngghocytes T CDI0B220 et 20 000
événements ont été acquis par échantillon.

B. Etude du clivage de la molécule CD62L par I’ATP dans les lymphocytes T en
fonction de I’expression du marqueur CCR7

Les cellules spléniques de souris B6 sauvageséfigightes pour le récepteur
P2X7 ont été pré-incubées avec 0 ou 10 uM d'indiltitKN-62 pendant 15 mn avant la
stimulation par 0 ou 0,5 mM d’ATP pendant 30 mn7a@ en présence de 5% de £0O
Apres lavage, les cellules ont été fixées avecanmpbn contenant du para formaldéhyde
(ebiosciences) pendant 15 mn a 4°C. Aprés lavagesécepteurs pour la partie Bes
anticorps des cellules spléniques ont été bloguésseincubant quelques minutes avec des
anticorps anti-CD16/CD32. Les cellules ont ensétteincubées pendant 30 mn a 37°C
avec 0,5 pug d’anticorps fluorescents anti-CCR7nEldB12, ebiosciences) ou son isotype
contrle. Aprés lavage, les cellules ont été m@egupar 0,1 pg d’anticorps anti-CD90,
anti-B220 et anti-CD44, ou leurs isotypes controlesuplés aux fluorochromes ef450,
APCef780 et Pecy5. Apres lavage par du PBS, llhdesont été reprises dans 400 ul de
PBS pour I'analyse en cytométrie en flux. Les gses ont été faites dans les populations
de lymphocytes T CDIB220 et 20 000 événements ont été acquis par échantillo

C. Etude de I'activation de la caspase-9 dans les sous-populations de lymphocytes T

Les cellules spléniques issues de souris B6 sasvag déficientes pour le récepteur
P2X7 ont été pré-incubées en présence de 0 ou 2iletMnhibiteur de caspase a large
spectre Q-VD-OPh pendant 15 mn avant la stimulgieom0 ou 0,5 mM d’ATP pendant 30
mn ou par 1 pM de staurosporine, comme control@ifppd&ctivation de la caspase 9,
pendant 3h a 37°C en présence de 5 % de CO2. dledes ont ensuite été lavées et
incubées avec le réactif FLICA (obluorochrome Inhibitors of caspase€aspaTag
Caspase-9 In Situ Assay Kit, Fluorescein, Chemigamdant 1h a 37°C en présence de 5
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% de CQ. La base du kit est un substrat qui, une foisg¢péndans la cellule, subit un

clivage par la caspase-9 activée. Ce clivageuadieniveau d'une séquence composée de
4 ou 5 acides aminés contenant obligatoirementige aspartique du coté C-terminal. Le
FLICA est couplé a un fluorochrome qui devient flegrent aprés le clivage et est donc
détectable par cytométrie en flux. Aprés lavagd'@eceés de FLICA par le tampon de
lavage fourni dans le kit, les cellules sont fixpesdant 15 mn a température ambiante et
dans l'obscurité. Apres lavage, les récepteurs fmpartie Fades anticorps des cellules
spléniques ont été bloqués par des anticorps &BECD32. Les cellules ont ensuite été
incubées durant 30 mn a 4°C avec 0,1 pg d’anticanpsCD90, anti-B220, anti-CD69 et
anti-CD44, ou leurs isotypes contrbles, couplés fauorochromes ef450, APCef780, Pe,
et Pecy5. Aprés lavage, les cellules ont étéseprilans 400 ul de PBS pour I'analyse en
cytométrie en flux. Les analyses ont été faitessdas populations de lymphocytes T
CD90" B220 et 20 000 événements ont été acquis par échantillo

D. Etude de la cinétique de l'influx calcique dépendant du récepteur P2X7

Les cellules spléniques de souris B6 sauvagegténthargées par 4 uM de Fluo-4
AM pendant 50 mn a température de la piece et sgimtion. Aprés lavage, les
récepteurs pour la partie Ees anticorps des cellules spléniques ont été éogar des
anticorps anti-CD16/CD32. Les cellules ont ensait& incubées avec 0,1ug d’anticorps
anti-CD90, anti-B220, anti-CD69 et anti-CD44, ourke isotypes contrbles, couplés aux
fluorochromes ef450, APCef780, Pe et Pecy5. Afareage par du PBS, les cellules ont
éte reprises dans 1 ml de RPMI contenant 0,4 miatium pour I'analyse en cytométrie
en flux. L’intensité de fluorescence moyenMeén of Fluorescence Intensityt MFI) du
Fluo-4 a été mesurée dans les cellules en absenea présence de 0,5 mM d’ATP. Le
rapport entre la MFI obtenue en présence d’ATPe#ie ®btenue en absence d’ATP a
ensuite été calculé. La fluorescence dans leshpayies T CD90B220 a été mesurée
durant 300 secondes.

3. Résultats complémentaires a I'article 1

A. L’incorporation du YO-PRO-1 est indépendante de la mort cellulaire

La molécule YO-PRO-1, une sonde fluorescente nom@ente, se fixe sur ’ADN
apres perméabilisation de la membrane plasmiquealkses. Elle peut ainsi étre
utilisée comme marqueur de formation du pore ingquat la stimulation du
récepteur P2X7 par I'ATP mais aussi comme marqaeumort cellulaire. Pour
cela, nous avons veérifié que la formation de poisjalisée par I'incorporation du
YO-PRO-1, dans les sous-populations de lymphocytest indépendante de la
mort cellulaire en utilisant simultanément le YO®R et I'IP. Comme mentionné
précédemment, le pore dépendant du récepteur P2$§7 lymphocytes est
perméable aux molécules ayant une taille inférieud®0 Da. L'IP, dont la taille
est de 668 Da, ne sera incorporé que dans les beg@s mourants.
L’histogramme de la Figure 17 montrent que le pentage des lymphocytes T
CD90" B220" YO-PRO-T augmente de 21% aprés stimulation par 0,5 mM d’ATP
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et de 25% apres stimulation par 1,5 mM d’ATP. €t est bien dépendant du

récepteur P2X7 puisque le prétraitement des lymykecT par 10 uM de
'antagoniste KN-62 inhibe I'incorporation du YO-BRL. L’incorporation de la
sonde YO-PRO-1 apres stimulation par 'ATP ne Sagoagne pas d'une
augmentation du taux d'incorporation de I'IlP daes lymphocytes (~ 5% de
lymphocytes T CD90B220" IP*) confirmant que le marquage par le YO-PRO-1
est bien d0 a la formation du pore et non pas anoré cellulaire ¢f. Figure 17)
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Figure 17 : Le pore dépendant du récepteur P2X7 serfime indépendamment de la mort cellulaire.
A. Dot Plots représentatifs de 3 expériences indigrges montrant I'incorporation de la sonde YO-PR&-de I'IP par
les lymphocytes T prétraités pendant 15 mn avee D0ouM de I'antagoniste KN-62 puis stimulés pad,8,ou 1,5 mM
d’ATP pendant 30 mn a 37°C en présence de 5% de BE(Histogrammes présentant la moyenne du pourceni@ge
lymphocytes T CD90B220 YO-PRJ IPT, YO-PRJ IP" et YO-PRO IP" dans les mémes conditions de traitement que
dans la partie A de la figure. 20 000 événement®tEnacquis par conditions. L'expérience a épétée trois fois avec
n=3 souris par expérience. ***<0.001.

B. La formation du pore est indépendante de la pannexine-1

L'implication de la pannexine-1 dans la formatidun pore a été largement discutée
précédemment. Nous avons Vérifie, par 'utilisat@un inhibiteur de la pannexine-1, si
cette protéine est impliquée dans la formation dre glans les lymphocytes T de souris
B6. LaFigure 18 A montre que le pourcentage de YO-PRO-1 incorpoginante de 33
% dans les lymphocytes T CD#4 et de 43% dans les lymphocytes T CP¥4aprés
stimulation par 0,5 mM d’ATP. Cette formation dere est absente dans les lymphocytes
T issus de souris P2X7 KO montrant que cette faonale pore est bien dépendante du
récepteur P2X7cf. Figure 18 B). Ces résultats confirment encore une fois qusoles-
population de lymphocytes T CD¥¥ est significativement (p < 0,05) plus sensibl@a |
formation du pore dépendant du récepteur P2X7 quesdus-population CD#X.
L'utilisation de 100 uM de CBX, un inhibiteur de peannexine-1, n’a pas d’effet sur la
formation de pore suggérant que la pannexine-1 pa&s impliquée dans la formation du
pore des lymphocytes T spléniques.
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Figure 18 : La formation du pore P2X7 est indépendae de la pannexine-1.
A. Histogramme montrant la moyenne du pourcentageetleles YO-PRO-1 dans les de lymphocytes T spléniques
CD90" B220 de souris B6 sauvages de phénotype CIERR0 CD44°" ou CD44'9" et prétraités par 100 pM de CBX
pendant 15 mn puis stimulés par 0,5 mM d’ATP peh@nmn a 37°C en présence de 5% de.®D Histogramme
montrant le pourcentage de cellules YO-PRQ#Ns les sous-populations de lymphocytes T splésigde souris B6
P2X7 KO, de phénotype CDY®220 CD44°" ou CD44'9" dans les mémes conditions de traitement que dapartie
A de la figure. 20 000 événements ont été acquisqadition. L’expérience a été répétée au moiois fiois avec n = 3
souris par expérience. *<0.05, **<0.01, ***<0.00a.: low ; hi : high

C. Les lymphocytes T récemment activés sont les sous-populations les plus sensibles
a l'apoptose

Comme décrit précédemment, I'externalisation dB3apeut également étre liée a
'apoptose. Nous avons donc Vérifié si I'extersation de la PS que nous observons dans
les sous-populations de lymphocytes T s’accompdgmes activation des caspases-9. La
Figure 19 A montre que la caspase-9 est bien &Buée a une stimulation par 0,5 mM
d’ATP et cela dans toutes les sous-populationsyahpthocytes T de souris B6 sauvages,
mais pas de souris B6 P2X7 KO, indiguant que Nattbn de la caspase-9 est dépendante
du récepteur P2X7. Le taux d’activation de la easp9 présente cependant des
différences selon le stade d’activation : les lymphes T récemment activés (C[44
CD69 et CD44'9" CD69) étant les populations les plus sensibles. CGettieation de la
caspase-9 a été partiellement inhibée par l'inbibsipan-caspase Q-VD-OPh. Ce profil de
sensibilité rappelle celui de I'externalisation ldePS Figure 4 de I'Article 1) qui est
fortement induit dans les lymphocytes T récemmetivés (CD4£" CD69 et CD44""
CD69) suggérant que I'externalisation de la PS obseda#es ces sous-populations est
fort probablement liée & une activation de la casgatf. Figure 19).
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Figure 19 : Activation de la caspase-9 dépendanteidécepteur P2X7 dans les sous-populations de lymptytes T.
A. Dots-plots représentatif de 3 expériences indégeies montrant le pourcentage de caspases-9 exciivduites en
absence (Ctrl) ou en présence de 0,5 mM d’ATP delyiphocytes T spléniques CO®R20, de souris B6 sauvage,
a différents stades d’activation : CD6@D44° en vert, CD69 CD44° en orange, CD69CD44" en bleue et CDE9
CD44" en rouge. Les chiffres dans les dots plots coomdpnt aux pourcentages de caspases-9 acti@es.
Histogramme montrant la moyenne du pourcentageadpases-9 activées apres stimulation par I'ATP tEsisous-
populations de lymphocytes T spléniques de souris&frages ou B6 P2X7 KO normalisée par rapport atrcde.
Dans certaines conditions les cellules spléniquégi@ prétraitées durant 15 mn par 10 uM de hitbur de caspase Q-
VD-OPh avant la stimulation par 0,5 mM d’ATE. Histogramme montrant la moyenne du pourcentageadpases-9
activées apres stimulation par 1 uM de staurospadams les sous-populations de lymphocytes T splériissus de
souris B6 sauvage ou B6 P2X7 KO normalisé par rapporontrdle. Dans certaines conditions les cellsf@éniques
ont été prétraitées durant 15 mn par 10 uM deibitdur de capsase Q-VD-OPh avant la stimulation paM de
staurosporine (STP). Ces histogrammes sont repeggmte trois expériences indépendantes avec seuis. 20 000
événements ont été acquis par condition. Les deemiprs histogrammes présentent I'analyse réaldsies la
population totale de lymphocytes T CDOFBR20 . (Figures 19 B et G Lo : low. Hi : high. *<0.05.
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D. Sensibilité a I'influx calcique des sous-populations de lymphocytes T

La Figure 6 de l'Article 1 montre que la formation du pore dans les lymplescyt
T est dépendante de la signalisation calcique.a @elis a amené a poser la question de
I'origine intra ou extracellulaire du calcium imgli€. Nous avons postulé que I'influx
calcique induit par I'activation du récepteur P2&st a l'origine de la formation du pore.
Pour cela, nous avons étudi€, en cytométrie en Ruginétique de l'influx calcique dans
les sous-populations de lymphocytes T en réponkaT®. La Figure 20 montre que
'index de stimulation du calcium augmente au cales 100 premieres secondes suivant
la stimulation du récepteur P2X7 par I'ATP et etsgee stabilise. Cependant, les courbes
de cinétigues montrent qu’il N’y a pas de différsanificative de sensibilité a différents
stades d’activation du moins au cours des 300 siesoétudiées. Nous ne pouvons donc
pas exclure I'existence d'une différence de sehitgibilans les premieres millisecondes
suivant I'ajout de I'ATP qui ne seraient pas débtds par la technique de cytométrie de
flux d’'ou la nécessité de tester l'influx calciquar d’autres techniques comme la
spectrophotométrie ou le patch clamg. Figure 20).
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Figure 20 : Cinétique de I'influx calcique dans lesymphocytes T
a différents stades d'activation en réponse a 'ATP.

Les cellules spléniques de souris B6 sauvages érthétrgées avec 4 uM de sonde Fluo-4 AM en présnded mM
de calcium pendant 50 mn a température ambiargeust agitation. Les cellules ont été ensuite laeéa@sarquées par
les anticorps fluorescents dirigés conte les md&dsc€D90, B220, CD69 et CD44 pendant 30 mn a 4°C. L®xce
d’anticorps a ensuite été lavé et les celluleséb@treprises dans un milieu RPMI 1640 contenantrdVdde nitrate de
dicalcium. La cinétique a été étudiée en cytométedlux et I'index de stimulation calcique a étdcalé par le rapport
de la MFI du Fluo-4 apres stimulation par 0,5 mMTP sur la MFI basal du Fluo-4 AM. L'analyse a &é#e dans la
population de lymphocytes T CD90+ B22® = 4 souris.

E. Expression des marqueurs d’activation sur des lignées de lymphocytes T

Différentes lignées tumorales murines de lymphacyfeont été analysées pour
I'expression des différents marqueurs d’activatidra lignée EL4 est un lymphoblaste T
issu d'un lymphome de souris B6 alors que la ligB¥¢5147 est un thymome issu du
thymus d’'une souris AKR. La Figure 21 montre que les lignées EL4 et BW5147
expriment les marqueurs d’activation CD44 et CD45RBis pas le marqueur CD69.
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Alors que la lignée BW5147 exprime de forts tauxCi244, la lignée EL4 exprime des

taux faibles. L’expression du marqueur d’activatitardif CD44 sur ces lignées est
cohérente avec l'expression du marqueur CD45RBgpeida lignée EL4 qui est de
phénotype CD42" exprime des taux élevés de CD45RB (CD4B®Balors que la lignée
BW5147 qui est de phénotype CD42%exprime de faible taux de CD45RB (CD45R{
Ces deux lignées sont négatives pour I'expresssCB45RABC ou B220. Nous ne
pouvons pas exclure I'expression d'autres isoformdesla molécule CD45 contenant
I'exon B qui sont reconnus par I'anticorps anti-GBB.
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Figure 21 : Expression des marqueurs d’activation ©44, CD45RB et CD69 sur les lignées tumorales de
lymphocytes T EL4 et BW5147
Un million de cellules murines EL4 et BW5147 org éicubées avec 0,1 ug d’anticorps anti-CD90, and€E anti-

CD45RB pendant 30 mn sur glaceA. Histogramme montrant I'expression de CD44 a la brame des lignées EL4
(gris avec des rayures) et BW5147 (en noir) papogpau contrble isotypique (en grid. Histogramme montrant
I'expression de CD45RB a la membrane des lignées Biig évec des rayures) et BW5147 (en noir) par ndpgo
contrdle isotypiqueC Histogramme montrant I'expression de CD69 a la nmramb des lignées EL4 (gris avec des
rayures) et BW5147 (en noir) par rapport au contisiéypique
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
Dans ce travail de these, jai étudié plusieurs aetivités induites par la

stimulation du récepteur P2X7 notamment le clivdgda molécule de homing CD62L ou
L-sélectine, I'ouverture du canal ionique, la fotmoa du pore et I'externalisation de la PS
dans les lymphocytes T a différents stades d’daibina Mes principaux résultats montrent
gue l'activation du récepteur P2X7 par 'ATP n’indpas automatiquement I'ensemble de
ces activités a l'inverse de ce qui est souverntnadf dans de nombreuses études ou les
auteurs tirent, a partir de I'étude d’une ou dectwéés, des conclusions pour 'ensemble
des activités que le récepteur P2X7 peut poteetraht induire. Cette dissociation des
activités du récepteur P2X7 est particulieremerdente lorsque I'on analyse la sensibilité
a 'ATP des lymphocytes T en fonction de leurs stad’activation. Par exemple, jai
observé gue les lymphocytes T au stade effectearoiné sont moins sensibles au clivage
de la molécule CD62L que les sous-populations dephocytes T au stade naif et
récemment activé (CD6R J'ai montré que la sous-population de lymphesyk au stade
récemment activé en réponse immunitaire primairéaesous-population la plus sensible a
la formation du pore. De plus, les sous-populatide lymphocytes T récemment activés
(CD69), aussi bien en réponse immunitaire primaire (Ct¥44ue secondaire (CD2%),
sont les plus sensibles a I'externalisation de $a FEnfin, dans la sous-population de
lymphocytes T récemment activé CO68D44°", les activités de formation du pore et
d’externalisation de la PS, mais pas de clivage mekcules de homing CD62L, sont
dépendantes du taux de calcium. D’autre part, avogs montré que, contrairement a ce
qui a été rapporté, les anticorps dirigés contexdh B de lisoforme CD45RB
reconnaissent les autres isoformes exprimant I'eBarotamment l'isoforme B220. De
plus, les lymphocytes Trég CD45E8 ou Foxp3 CD25 CD4" sont plus sensibles que les
lymphocytes T  conventionnels activés CD43REBD25CD4" et naifs
CD45RB""CD25 CD4" & I'activation du récepteur P2X7 et cela n'est [@s1 une plus
forte expression du récepteur P2X7.

A. Dissociation des activités dépendantes du récepteur P2X7 selon le
stade d’activation des lymphocytes T

Le rapport de Chused et coll. de 1996, compaeasehsibilité des différentes sous-
populations de lymphocytes T, montre que les lynagtes T présentent une différence de
sensibilité aux activités induites par le récepteRK7 selon le stade d’activation avec les
lymphocytes T naifs CD45RE" CD44°" qui sont moins sensibles que les lymphocytes T
effecteurs/mémoires CD45KE CD44"9" [357]. Le travail d’Elliot et coll a décrit une
association des différentes activités dépendantesédepteur P2X7. Ainsi, ils ont a
rapporté que les activités d’externalisation deP, de clivage de CD62L et d’influx
calcique sont associées et par conséquent sontitégécdes que le récepteur P2X7 est
activé dans les lymphocytes T murinsAlkor none phenomenos)[285]. Cependant, le
travail récent de Foster et coll a montré que iNétét de clivage de CD62L et l'activité
d’externalisation de la PS sont dissociées daseua-population de lymphocyte T humain
CD4" au stade naif. Ainsi, 'externalisation de lag&éponse a I'’ATP a lieu uniquement
apres inhibition de la production des ROS par de#sbiteurs pharmacologique des
complexes | et 1l de la chaine respiratoire mitoxhi@le [299]. Ce travail est le premier a
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notre connaissance décrivant une dissociation degitads du récepteur P2X7 dans la

méme sous-population. Cependant, les auteurstiisé ules billes magnétiques couplées
a des anticorps (technologie MACS) pour purifier lgmphocytes T CD4au stade naif
sans utilisation de marqueurs d’activation pourmecles lymphocytes T CD4au stade
effecteur/mémoire. De plus, ils ne comparent pasehsibilité au clivage de CD62L dans
le stade naif avec d’autres stades d’activation.

Notre travail présente une étude plus détailléelasunodulation des activités du
récepteur P2X7 aux différents stades d’activaties ymphocytes T. D’une part, nous
avons étudié quatre activités cellulaires du réaapP2X7 : 'ouverture du canal ionique,
le clivage de CD62L, la formation du pore et I'extdisation de la PS. D’autre part, nous
avons étudié ces activités cellulaires dans legérdiits stades d’activation des
lymphocytes T en se basant sur I'expression de deangueurs d’activation, un marqueur
précoce, le CD69 et un marqueur tardif, le CD44os Mésultats montrent qu’il existe
effectivement une différence de sensibilité a Reation entre les sous-populations de
lymphocytes T selon le stade d’activation. Cepeahdze phénoméne est plus compliqué
gue ce qui a été proposé dans les publicationsieumtes : la sensibilité a l'activation du
récepteur P2X7 est non seulement dépendante del deativation mais aussi de l'activité
etudié. La résistance des sous-populations deHgoytes T au stade effecteur/mémoire
(CD69 CD44"" et CD69 CD44"") au clivage de CD62L mais pas a la formation du
pore ou a l'externalisation de la PS aprées stinadatlu récepteur P2X7 indique que
l'activité clivage de CD62L est dissociée des atdss/ d’externalisation de la PS et de la
formation de pore du moins dans les lymphocyteffeceurs/mémoiresc{. Tableau 7).

Pour la suite de ce travalil, il semble intéressiéétiudier les voies de signalisation
impliquées dans cette modulation des activitésulz@tes dépendantes du récepteur P2X7
dans les sous-populations de lymphocytes T. &id® base sur les résultats de Foster et
coll [299], il serait prometteur d’étudier dans $aus-population de lymphocytes T
récemment activés (CD69CD44™™ et CD6J CD44""), qui présente une grande
sensibilité a I'externalisation de la PS apreddmaent par I'ATP, la production d’espéces
réactives de I'oxygene (ROS) ainsi que l'implicatides complexes mitochondriaux et de
la NADPH oxidase dans I'externalisation de la RSette étude pourrait étre réalisée en
cytométrie en flux en utilisant des sondes fluoeases spécifiques des différents types de
ROS (anion superoxyde, radical hydroxyleOp) ou de la molécule antioxydante, GSH,
afin de quantifier leur taux dans les lymphocyteaciivés apres stimulation par 'ATP. |
serait également possible de bloquer la productien ROS a l'aide d’inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques afin d’évaluer I'intpdes ROS sur I'externalisation des PS
induite par 'ATP.

Concernant la formation du pore dépendante duptéae P2X7, il nous semble
important de vérifier si les lymphocytes T formé&npore anionique en réponse a I'ATP en
utilisant la sonde anionique Lucifer Yellow [267]). est important de vérifier si les autres
récepteurs purinergigues aussi présents sur lgshiyaytes T, P2X4 et P2X2, participent a
la formation du pore observée. Pour cela, nousyquai étudier la formation du pore
dépendante de 'ATP dans des lymphocytes T a diftérstades d’activation en utilisant
des souris génétiquement déficientes pour P2X4die@udes inhibiteurs pharmacologiques
spécifiques des récepteurs P2X2 et P2X4
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Tableau 7: Tableau résumant la modulation des activits du récepteur P2X7 dans les sous-populations de
lymphocytes T en fonction de leur stade d’activation

Réponse immunitaire primaire Réponse immunitaire secondaire
Activités de if , & Eff IMémoi Effecteur/mémoire
PR | ooy iy | Fepeent S ETeITEnOe " s
CD69' CD44""
Clivage de
CD62L +++ +++ +/- +/-
Formation du
++ +4++ ++ ++
pore
Externalisation
de 1a PS + +4++ + +4++

+/- : faible, + : modéré, ++ : forte, +++ : trestto
B. Spécificité des anticorps dirigés contre les isoformes de CD45

Notre travail précédent (Article 2 voir ANNEXE) ggere que l'isoforme B220 de
la phosphatase de membrane CD45 joue un rdle ddatégr négatif de I'expression
membranaire du récepteur P2X7 et par conséquensote activation par I'ATP.
Cependant, les résultats contradictoires de T2®8] et d’Aswad [282], en particulier
concernant le role de I'soforme CD45RB dans la l&mn négative des activités du
récepteur P2X7, nous ont amené a préciser la gpeifles anticorps dirigés contre les
isoformes de la famille CD45. En effet, nous cdésins que les anticorps anti-CD45RB
utilisés dans ces études, pour démontrer que e éopression de CD45RB (CD45HB)

a la surface des lymphocytes T est associée a ene ges activités du récepteur P2X7
induite par I'ATP, ont conduit les auteurs a demsatasions erronées. Nous pensons que
les auteurs ont observé une perte des activitésédepteur P2X7 non pas dans les
lymphocytes T CD45R®" mais dans les lymphocytes T BZ22far I'anticorps utilisé n’est
pas spécifiqgue de CD45RB, malgré ce gu'ils affirtnggns leur articles, mais du produit
de I'exon B. Afin de valider notre hypothése, n@wns transfecté des cellules de la
lignée COS-7 avec un vecteur d’expression codamt fisoforme B220 (ou CD45RABC)
et démontré en cytométrie en flux que I'anticorpsnmercial anti-CD45RB reconnait
parfaitement bien I'isoforme CD45RABC comme d’aille les anticorps commerciaux
anti-CD45RA ou anti-CD45RC puisqu'’ils sont dirigésntre, respectivement, le produit de
I'exon A, I'exon B ou I'exon C. Le seul anticorpsii soit spécifique d’'une isoforme est
'anticorps anti-B220 puisqu’il reconnait un épieoformé de 'association des trois exons
A, B et C et des sucres associés. D’ailleurs, étages sur la sensibilité a I'ATP des
lymphocytes T naifs (CD45RB" ou effecteurs/mémoires (CD451RY, desquels ont été
exclus les lymphocytes T pré-apoptotiques B22@ontrent que la sous-population
CD45RB"" est capable, tout aussi efficacement que la sopskation CD45RE", de
cliver CD62L, de former le pore et d’externaliserHS en réponse a 'ATP. Ces résultats
suggeérent que la sous-population décrite par leuyggrode Taylor est probablement
contaminée par la sous-population B226sistante a 'ATP et reconnue par I'anticorps
anti-CD45RB. C’est la raison pour laquelle nousrevtoujours tenu a exclure la sous-
population de lymphocytes T CD9B220", défective pour I'activation du récepteur P2X7,
dans nos analyses de cytométrie en flux.
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C. Etude de la sensibilité des Trég a I’activation du récepteur P2X7

Nos résultats sur la spécificité des anticorpgyélr contre I'isoforme CD45RB
nous ont amené a remettre en cause les conclusgmaylor et coll [283] concernant la
sensibilité a 'ATP des lymphocytes Trég Foxp@D25 CD4', des lymphocytes T
conventionnels activés CD45BB8CD25 CD4" et naifs CD45RE" CD25 CD4". Alors
qu’Aswad et coll [282] ont décrit que les lymphaeytTrég Foxp3CD25 CD4 ont une
plus grande sensibilité a I'externalisation de &ad® a la mort cellulaire induite par 'ATP
que les lymphocytes T conventionnels CD2B4", le groupe de Taylor et coll [283] a
rapporté que ces deux sous-populations présemtenéine sensibilité a ’ATP a condition
gu’ils expriment de faibles taux en CD45RB [283Nos résultats ont confirmé ceux
d’Aswad et coll, & savoir, une sensibilité plusrgta a la mort cellulaire induite par 'ATP
des lymphocytes Trég Foxp3aCD25 CD4" que les lymphocytes T conventionnels
CD45RB%" CD25 CD4". De plus, la forte sensibilité a 'ATP, dans lgsmphocytes Trég,
semble étre liée a I'expression membranaire duptéoe P2X7. Il serait intéressant de
voir I'impact de la grande sensibilité des lymphesy Trég a la mort induite par le
récepteur P2X7 sur la gravité des maladies inflatoimes, par exemple dans le modéle de
souris atteinte de colite induite par le TNBS, saes ou déficientes pour le récepteur
P2X7, ou une grande quantité d’ATP est secrétée.

D. Faible sensibilité des lymphocytes T au stade effecteur/mémoire au
clivage de CD62L dépendant du récepteur P2X7

Aprés activation par I'antigéne et expansion denkes lymphocytes T CD4ou
CD8" se différencient en lymphocytes effecteurs. Lasplgocytes T CD4 effecteurs
(Thl, Th2, Thl7, Trég) présentent une grande hgéété fonctionnelle se caractérisant
par des profils de sécrétion en cytokines diffésenLes lymphocytes T mémoires sont
issus du petit nombre de lymphocytes T effectewrs apt échappé aux mécanismes
d’apoptose responsables du maintien de 'homéestasies lymphocytes T mémoires
doivent donc migrer vers les organes lymphoidesr gmuvoir étre actives par les
antigénes présentés par les APC avant de retoaumxesites inflammatoires pour exécuter
leurs fonctions effectrices. Nos résultats (Adidl) suggerent que ces lymphocytes T
effecteurs/mémoires sont résistants au clivage @62C en réponse a 0,5 mM d’ATP.
Cependant, nous avons observé que les lymphocyedfedteurs/mémoires traités par de
tres fortes doses d’ATP, de l'ordre de 1 mM, petnadiver CD62L bien que ce clivage
reste moins efficace que celui exécuté par les hgoptes T au stade naif ou naif activé
(CD44°“CD69"). Plusieurs hypothéses se présentent pour expligtte faible sensibilité
au clivage de CD62L :

1) Comme déja mentionné dans l'introduction, leatdie de CD62L passe par les
métalloprotéases ADAM-17 et ADAM-10 [294]. Nosufiats montrant que le clivage des
molécules CD62L peut étre induit dans toutes les-gmpulations de lymphocytes T par
un traitement a la PMA indiqgue quUADAM 17 est pddanent fonctionnelle. On peut
donc imaginer qu’il y aurait un défaut dADAM-10 mk& la sous-population des
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lymphocytes T effecteurs/mémoires entrainant uitdef@fficacité du clivage en réponse a

'ATP. Pour tester cette hypothése, la sensibditéclivage de CD62L sera testée dans les
lymphocytes T, aux différents stades d’activatien, présence de la PMA seule ou en
combinaison avec de I'ilonomycine qui est un acéuat’ADAM-10.

2) On peut imaginer I'existence d’un mécanisme freselant des métalloprotéases
mais qui impliquerait les ERM comme dans le casclivage de I'APP dépendant du
récepteur P2X7 [298]. Pour vérifier cette hypothéiseest nécessaire d’évaluer, par
microscopie confocale, s’il y a une colocalisataes molécules CD62L, des ERM et du
récepteur P2X7 dans les sous-populations de lynyd®CT de souris. Dans le cas
échéant, on étudiera la phosphorylation des ERMsagtimulation par 'ATP. De plus, le
clivage des molécules CD62L dépendant des ERM pasgi étre étudié en utilisant des
siRNA bloquants les ERM, dans des lignées lymplomg T (EL-4, BW5147)
transfectées par les molécules CD62L et/ou le téoeP2X7.

3) La calmoduline ayant été décrite comme étantégnlateur négatif du clivage
des molécules CD62L [296 ,297], il nous sembleraggant de quantifier son taux et
d’étudier son activation dans les lymphocytes €a#ur/mémoires.

Enfin, il nous semble intéressant d’étudier lexcfmns effectrices des lymphocytes
T, en réponse a des stimulations antigéniquesdas anitogenes, en termes de production
d'IL-2 et de cytokines inflammatoires ainsi que rlegapacité a secréter les
perforines/granzymes dans le cas des lymphocy@Bd" cytotoxiques. Ces études nous
permettront de mieux comprendre I'impact physiaiog de cette différence de sensibilité
au clivage de CD62L en réponse a I'ATP dans degegtes physiologiques différents en
particulier de type inflammatoires.

E. La formation du pore et I’externalisation de la PS par les lymphocytes
T au stade naif activé sont dépendant de la signalisation calcique

En se basant sur des rapports précédents étudissciation des activités pore
[269] et d’externalisation de la PS [281] avec ignalisation calcique, j'ai étudié si le
calcium est impliquée dans la modulation de la ftiam du pore et I'externalisation de la
PS dans les lymphocytes T selon leur stade d’diiva Nos résultats montrent que la
sous-population des lymphocytes T au stade ndiféa(ED69 CD44°"), forment le pore
en réponse a I'ATP d’'une facon dépendante du caldiiracellulaire. D’autre part,
'externalisation de la PS dans la méme sous-ptipulale lymphocytes T au stade naif
activé est dépendante a la fois du calcium extrdagk et intracellulaire. En revanche, le
clivage de CD62L en réponse a I'ATP n’est dépendawiu calcium intracellulaire ni du
calcium extracellulaire. Cela indique une disstaiaentre I'activité de clivage et les
autres activités en particulier la formation duepet I'externalisation de la PS induites par
I'activation du récepteur P2X7. Le calcium intdhdaire impliqué dans la formation du
pore et I'externalisation de la PS peut avoir @uss origines notamment le canal ionique
formé par le récepteur P2X7 ou bien les autresptéoes purinergiques entrainant un
influx calcique du milieu extracellulaire ou encdeelibération du calcium provenant du
réticulum endoplasmique. Notre étude par cytométe flux sur la cinétique de l'influx
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calcique induit par la stimulation du récepteur P2¥ar 'ATP n’étant pas concluante,

nous pensons que lutilisation de techniques digdpbysiologie ou bien de

spectrophotométrie appliqués aux lymphocytes Tfiggrpar trieur de cellules (FACS) ou
par billes magnétiques (technologie MACS) a diffésestades d’activation est plus
appropriée pour suivre a des temps plus précoceinéique de l'influx calcique en

réponse a I'ATP. De plus, il nous semble inténessdiapprofondir cette étude de

limplication de la signalisation calcique dans lastivités de formation de pore et
d’externalisation de la PS en utlisant des inlkllnis pharmacologiques des autres
récepteurs purinergiques ou bien des activateucsadaux calciques ou de la sécrétion du
calcium.

F. Etude des activités cellulaires du récepteur P2X7 des lignées
tumorales de lymphocytes T

Nos résultats sur les lignées murines de lymplescyt EL-4 et BW5147, montrent
gue ces lignées se trouvent a des stades d’aotivdifferents : EL-4 est au stade naif
(CD45RB"™" CD44°) et BW5147 est au stade activé (CDABRBCD44""). Il nous
semble donc important d’étudier I'expression diepteur P2X7 dans ces lignées, et le cas
echéant, d’étudier la sensibilité de ces deux bgreela formation du pore, I'externalisation
de la PS ainsi que l'influx calcique induits pa&kTP.

G. Etude du mécanisme par lequel la molécule B220 régule
négativement le récepteur P2X7

Nous avons montré que l'isoforme B220 de la phatgge de membrane CD45
régule négativement I'expression membranaire daptéar P2X7, et par conséquent son
activation, dans les lymphocytes T en fin de réponsmunitaire [367]. Il a été décrit
gu’une isoforme de la protéine du cytosquelettespe, la fodrine, est dégradée suite a
une stimulation du récepteur P2X7 par I'ATP dansligmée de cellules épithéliales
salivaires Par C5 [368]. Cette protéine est impE dans I'adressage des protéines
membranaires du réticulum endoplasmique et leurageca la membrane cellulaire.
Ainsi, il a été décrit que la fodrine est impliqu#gns I'adressage des molécules CD45 et
CD3 a la membrane cellulaire suite a I'activati@s dymphocytes T [369]. De plus, lors
de la mort cellulaire induite par la galectine-@,ligand potentiel de la molécule CD45, on
observe une dégradation de la fodrine par les w@pa Cette dégradation entraine la
formation de corps apoptotiques et par conséquéimination des cellules apoptotiques
par phagocytose [370]. Il nous semble donc ing&mts d’'étudier si la fodrine est
impliquée dans le mécanisme par lequel l'isoforn®2®de CD45 régule négativement
'adressage du récepteur P2X7. Des expériencesaescopie confocale seront réalisées
afin d’étudier la colocalisation des protéines B2®® la fodrine et du récepteur P2X7 dans
les lymphocytes T. Ensuite, nous étudierons, pestevn blot, si une dégradation de la
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fodrine a lieu en réponse a 'ATP ou a la galecfirgans les lymphocytes T spléniques de

souris.
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Abstract

Lupus is a chronic inflammatory autoimmune disease influenced by multiple genetic loci including Fas Ligand (FasL) and
P2X7 receptor (P2X7R). The Fas/Fas Ligand apoptotic pathway is critical for immune homeostasis and peripheral tolerance.
Normal effector T lymphocytes up-regulate the transmembrane tyrosine phosphatase B220 before undergoing apoptosis.
Fas-deficient MRL//pr mice (lpr mutation) exhibit lupus and lymphoproliferative syndromes due to the massive accumulation
of B220" CD4°€D8 (DN) T lymphocytes. The precise ontogeny of B220" DN T cells is unknown. B220" DN T lymphocytes
could be derived from effector CD4" and €D8" T lymphocytes, which have not undergone activation-induced cell death due
to inactivation of Fas, or from a special cell lineage. P2X7R is an extracellular ATP-gated cell membrane receptor involved in
the release of proinflammatory cytokines and TNFR1/Fas-independent cell death. P2X7R also regulate early signaling events
involved in T-cell activation. We show herein that MRL//pr mice carry a P2X7R allele, which confers a high sensitivity to ATP.
However, during aging, the MRL//pr T-cell population exhibits a drastically reduced sensitivity to ATP- or NAD-mediated
stimulation of P2X7R, which parallels the increase in B220" DN T-cell numbers in lymphoid organs. Importantly, we found
that this B220" DN T-cell subpopulation has a defect in P2X7R-mediated responses. The few B220" T cells observed in
normal MRL** and €57BL/6 mice are also resistant to ATP or NAD treatment. Unexpectedly, while P2X7R mRNA and
proteins are present inside of B220™ T cells, P2X7R are undetectable on the plasma membrane of these T cells. Our results
prompt the conclusion that cell surface expression of B220 strongly correlates with the negative regulation of the P2X7R
pathway in T cells.
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Introduction regulate GCD4 or CD8 molecules but retain the expression of B220.
Furthermore, 7 mutation results in a massive up-regulation of

MRL/pr mice develop a severe autcimmune syndrome that FasL on both T cells [8] and B cells [9], enabling them to kill Fas™
closely resembles human systemic lupus erythematosus (SLE), and targets in oitro. The pr mutation being leaky [10], FasL overex-
exhibit a lymphoproliferative syndrome due to the 7 mutation of pression on MRL/ 7 lymphocytes could be responsible for a non-
the death receptor Fas. The ffr mutation leads to the accumulation antigen-specific autoimmune attack on organs expressing low
of a subset of TCRaf™ B220" CD4 CD8 T lymphocytes levels of Fas. Indeed, we have demonstrated previously the ability
(hereafter referred to as ]32201'r double negative (DN) T cells). of MRL/Jpr T cells overexpressing FasL to induce non-antigen-
The precise‘ontogeny of B220 PN T Cius i Lmkru:)‘wn. Th‘ey specific killing i viwo [11,12], and we have also shown that & vivo
conld bedervied exthentroniGDA" or GLAM Leelly saliichidesmie elimination of these FasL™ T cells using arsenic trioxide (As,Oj)
antigen stimulation have not undergone activation-induced cell administration cured or prevented autoimmune diseases [13].
deat‘h phen()‘menon due to the d&f:ecti\/efllf gefne [1,2], or fr‘om 2 However, the [fr mutation cannot account for the entire
special cell lineage [3]. Accumulation of B220" DN T cells in the oo e syndrome of MRL/fpr mice becanse G57BL/6 (B6)
ZPT mouse appears to O thi MG BRGIL Gt SomEAer mice bearing the [pr mutation develop a lymphoproliferation, but a
2 [4] Nopmdl G "or GDO°cffector T el up-regullate he limited lupus-like syndrome [14]. Lupus is a polygenic disorder
B220 isoform of CD45 (or CD4SRABC) prior to apoptosis [5,6]. and a large number of susceptibility genes are identified in SLE

CD45 is a transmembrane protein tyrosine phosphatase expressed il ;
ouse models of spontanecus lupus [15,16]. Interestingly, the
at high levels on all nucleated hematopoietic cells [7]. When Fas or HisThe POt apiips [ - Interestingly

Fas ligand (FasL) expression is defective, effector T cells down-
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purinergic receptor P2X7 (P2ZX7R) might be a susceptibility locus
for lupus [17,18].

P2X7R belongs to the P2X receptor family of ATP-gated cation
channels [19]. Brief activation of P2X7R with high concentrations
of ATP (>100 uM) opens cation-specific ion channels on the cell
surface. Prolonged activation of P2X7R results in the formation of
nonselective membrane pores, permeable to molecules of molec-
ular mass up to 900 Da. Continuous ATP stimulation of P2X7R.
leads to cell death [20 22]. Depending on the cell type, numerous
physiological functions have been attributed to P2X7R: matura-
tion and secretion of inflammatory cytokines such as IL-1, IL-18,
IL-6 and TNF-x [23 26], shedding of the transmembrane
molecules CD23 and L-selectin (CD62L) from lymphocytes [27]
by activation of metalloproteinases ADAMI0 and 17 [28], killing
of different intracellular pathogens in macrophages [29,30], and
cell death [20 22]. P2X7R also regulates the early signaling events
involved in T-cell activation. Upon antigen stimulation, T
Tymphocytes release intracellular ATP, which induces Ca*" influx,
NF-AT activation, and IL-2 production trough P2X7R activation
[31 33].

Here, we report that the T-lymphocyte population from
auteimmune MRL//r mice becomes more resistant with age to
ATP-induced shedding of CD62L, pore formation, phosphatidyl-
serine (PS) exposure, and cell death. This resistance is independent
of the P2X7R gene polymorphism because the P2X7R allele in
MRL/ pr and MRL"" mice is identical to the one from BALB/c
mice, known to confer high sensitivity to stimulation by ATP [21].
The severe decrease in P2X7R activity in T lymphocytes parallels
the increase in B220" DN T lymphocyte numbers. The i vio
elimination of pathogenic B220" DN T lymphocytes in MRL/[pr
mice after treatment with AsyOg unmasked the activation of
P2X7R by ATP in the remaining B220 T-lymphocyte popula-
tions. Using a rabbit polyclonal antiserum against P2X7R, we
were able to show that the resistance of B220% T lymphocytes to
ATP treatment is due to a dramatic decrease in P2XT7R cell
surface expression. Importantdy, the few activated CD4" and
CD8" T lymphocytes from normal MRL™* and B6 mice, which
have upregulated B220 prior to apoptosis, are also resistant to
ATP treatment, suggesting that B220 is a negative regulator of the
ATP/P2X7R pathway in T cells. Our present data lead us to
hypothesize that the defect in the homeostasis of activated T cells
due to the inactivation of the Fasg/FasL pathway is greatly
amplified by the deregulated activity of P2X7R in the B220-
expressing activated T cells. Since dysregulation of T cell
homeostasis is emerging as a major contributor to autoimmune
disease, we discuss the role of Fas, P2X7R and CD45 in the
pathology of the autoimmune MRL/#r strain.

Materials and Methods

Mice

Wild-type MRL/Mp] (MRL*™), Fas deficient MRL/Mp]J-
Fas®®7/] (MRL/lpr), C57BL/6] (B6), Fas-deficient B6 MRL-
Fas®#'/] (B6/lpr) and PZXTR-deficient C57BL/6 (B67*X72/~
seventh backcross on B6) mice originally from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME) were maintained at the SEAT
(Service des Animaux Transgéniques) animal facility. All the
experiments were conducted in accordance with French (décret
n°87 848) and Ruropean Economic Community (directive 86/
609/CEE) guidelines for the care of laboratory animals and
approved by the Ethical Committee of the SEAT - UPS44 CNRS
(Villejuif, France).
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Reagents

ATP (adenosine-5'-triphosphate), NAD (nicotinamide adenine
dinucleotide), ATP/ADPase apyrase, PMA (phorbol myristate
acetate), KN-62 (1-[N,O-bis(5-Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-
tyrosyl]-4-phenylpiperazine), Arsenic trioxide (As,Oj) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Ionomycin was from
Calbiochem (EMD Biosciences Inc, San Diego, CA). Metallopro-
tease inhibitor GM6001 was purchased from Chemicon Interna-
tional (Temecula, GA), and inhibitor of zinc-dependent metallo-
proteinases Ro 31 9790 was kindly provided by Roche Pale Alto
LLC (Palo Alto, CA).

Genetic Immunizations of Rabbits with Plasmid DNA
Encoding P2X7R

Rabbits were immunized against P2X7R by intramuscular
electrotransfer of 400 pg (1 wg/ulin 0.9% NaCl) of the eukaryotic
expression vector pcDNA3.1 containing mouse P2X7R ¢DNA.
Animals were immunized three times at 3-week interval. Anti-
P2X7R antisera were absorbed with spleen and thymus cells from
B6™*%7/™ mice. The specificity of these antisera was established
by comparing immunostaining for mouse P2X7R on Human
Embryonic Kidney (HEK} cells and HEK cells transfected with
c¢DNA coding for mouse P2X7R and on T lymphocytes frem
P2X7R** and P2X7R™'" mice. While these rabbit anti-PZX7R
antisera immunoprecipitate P2X7R from P2X7RY™ cell lysates,
they do not work in western-blot [34]. Thus, the rabbit polyclonal
anti-P2X7R antisera recognize P2X7R in its conformational form
only, and are used for flow cytometric analysis.

Cell Preparation and Cell-surface Phenotyping

Spleen and lymph nede (LN) cell suspensions prepared from 2
to 5-mo-old mice were subjected to Ficoll-Hypaque density
gradient centrifugation to remove erythrocytes and dead cells.
For phenotyping by flow cytometry and cell purification by
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), spleen and LN cells
were stained using either FITC-, PE- or biotin-conjugated mAb:
rat ant-CD90.2, anti-CD4, anti-CD8, anti-B220, anti-CD19,
anti-CD39 (PharMingen, BD Biosciences or eBioscience, San
Diego, CA). Plasma membrane-associated ADP-ribosyltransferase
(ART)2.2 enzyme was detected using FITC-conjugated rat anti-
mouse ART22 mAb (PharMingen). P2X7R was detected using
rabbit polyclonal anti-P2X7R sera, generated by genetic immu-
nization, and biotin-conjugated goat F(ab’), anti-rabbit IgG
absorbed against mouse immunoglobuling (SouthernBiotech,
Birmingham, AL). Rat IgG2a mAb was used as the isotype
control (PharMingen). Use of mAb to mouse Fcy receptor
(PharMingen) avoided nen-specific antibody binding.

Assays for CD62L Shedding, Pore Formation, PS Exposure
and Calcium Influx

Spleen or LN cell suspensions were treated with ATP for 30 to
45 min at 37°C. In some experiments lymphoid cells were
pretreated with P2X7R antagonist KN-62 for 15 min at 37°C
before stimulation with ATP, NAD or PMA plus lonomycin
(PMA/Ione). Cells were then washed in PBS, and stained for
30 min en ice with phenotype-specific flucrescent mAbs, and with
either FITC-conjugated anti-CD62L mAb (PharMingen), YO-
PRO-1 fluorescent probe (Invitrogen-Molecular Probes, Cergy
Ponteise, France), or FITC-conjugated Annexin V (Invitrogen-
Molecular Probes) to assess CD62L shedding, pore formation, or
cell surface PS exposure, respectively, by flow cytometry. For the
measurement of calcium influx by flow cytometry, cells were
loaded for 30 min at 37°C with calcium-reactive flucrescence
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probe, Oregon Green 488 BAPTA-1 (Invitrogen-Molecular
Probes). Cells were stained with phenotype-specific fluorescent
mAbs (30 min on ice) prior to stimulation with ATP.

Cell Death Analysis

Spleen cell suspensions were treated with ATP or NAD at 37°C
for 4 h. Cells were then stained with phenotype-specific fluores-
cent mAbs, and with 7-aminoactinomycin D (7-AAD, PharMin-
gen) to assess cell viability by flow cytometry.

P2X7R Sequencing

Total RNA was extracted with RNeasy Kit (Qiagen, Gourta-
boeuf, France) from individual MRL** and MRL/ {pr spleens, and
1 ug of each sample was reverse-transcribed into cDNA using a
cDNA-synthesis kit (New England Biolabs, Evry, France). PCR
were performed on ¢DNA using the FastStart High Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and P2X7R
forward primer (5-ATG CCG GCT TGC TGC AGC TGG
AAC GAT GTC TT-3') and P2X7R reverse primer (5-TCA
GTA GGG ATA CTT GAA GCC ACT GTA CTG CGCC-3").
PCR  products were gel-purified using the QIAquick Gel
Extraction Kit (Qjagen), and nucleotide sequences were deter-
mined by MWG Biotech Company (Ebersberg, Germany).

Real-time RT-PCR

RNAs were extracted with RNeasy kit (Qiagen) from whole LN
cells, CD90 CD19" B cells as well as B220" and B220
CD19 CDI0" T-cell subsets purified from LNs of individual B6,
MRL** and MRL/ {pr mice by FAGS. One ug of each sample was
reverse-transcribed into cDNA using a cDNA-synthesis kit (New
England Biolabs). PCR was conducted with the LightCycler
system using the DNA-binding dye SYBR Green for the detection
of PCR products (Roche Diagnostics). DNA amplification was
performed using P2X7R forward primer (5'-AGC ACG AAT
TAT GGC ACC GT-3") and P2XTR reverse primer (5'-CCC
CAC CCT CTG TGA CAT TCT-3"). After being heated at 95°C
for 8 min, cDNA were amplified for 40 cycles, each cycle
consisting of 95°C for 15 s, 60°C for 55, and 72°C for 8 s. For
melting curve analysis, samples were heated to 95°C at a transition
rate of 0.1°C/s with continuous fluorescence readings. The
specificity of PCR products was confirmed by melting curve
analysis and by running samples on agarose gels. Specific cDNA
was quantified by standard curves based on known amounts of
PCR-amplified P2X7R cDNA, which were 10 pg, 2 pg, 0.40 pg,
0.080 pg, 0.016 pg, 0.0032 pg and 0.00064 pg. The standards
and the samples were simultaneously amplified using the same
reaction master mixture.

Western Blot Analysis

LN cells from B67**7%~ /= MRIL*", MRL/pr mice as well as
FAGS-purified B220" and B220 T-cell subsets from individual
MRL/{pr LNs were lysed in Tris-buffered saline (TBS) (50 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl) containing 1% NP-40, 1% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS and protease inhibitors (Roche Diag-
nostics) for 15 min on ice. Cell lysates were centrifuged at 12,000 g
for 15 min at 4°C, and protein concentration in the supernatants
was determined using the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford,
IL). Equal amounts of proteins from each lysate were separated on
NuPAGE 4 12% Bis-Tris gradient gels (Invitrogen) under
nonreducing condition, and then electrotransferred to nitrocellu-
lose membranes (Whatman/Schleicher & Schuell, Sigma-Aldrich).
The membranes were blocked in TBS containing 3% nonfat dry
milk and 0.2% Tween 20 for 1 h at room temperature and
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subsequently incubated overnight at 4°C with affinity purified
rabbit anti-P2X7R antibodies recognizing residues 576 to 595 of
P2X7R (1:1000; Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel). Finally,
blots were incubated with HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG
(1:2500; Pierce) for 1 h at room temperature, and protein bands
were visualized by enhanced chemiluminescence reagents (Super-
Signal West Dura Extended Duration Substrate, Pierce). Washings
were performed in TBS containing 0.05% Tween 20. For
reprobing with rabbit anti-actin antibodies (1:500; Sigma-Aldrich},
the blots were first incubated in stripping buffer (Pierce) for 10 min
at room temperature.

Statistical Analysis

Data are reported as mean * SE. Comparisons between
untreated and ATP- or NAD-treated groups were made by
Student’s t-test. Statistical difference was accepted at £=0.05.

Results

Impaired P2X7R Activity in T Cells from Autoimmune
MRLApr Mice

P2X7R stimulation by ATP results in PS exposure, pore
formation, shedding of transmembrane molecules and cell death.
Here we compared the sensitivity to ATP stimulation of T cells
from autoimmune MRL//fr mice with their counterparts from
normal B6 and MRL** mice. Measurements of pore formation
(YO-PRO-1 uptake), CD62L shedding, PS exposure on cell
surface (Annexin V staining) and cell death (7-AAD staining) in
ATP-treated spleen cells were performed simultaneously with cell
phenotyping. Stimulation by 500 uM ATP of spleen cells from B6
(not shown) and MRL"Y" mice triggered CD62L shedding
(Fig. 1A), YO-PRO-1 uptake (Fig. 1B), and Annexin V (Fig. 1C)
and 7-AAD (Fig. 1D) staining in CD90™ T cells. In contrast, the
CD90" T cells from autoimmune MRL/lpr did not respond to
500 uM ATP (Figs. 1A, 1B, 1C and 1D). Furthermore, using the
ATP/ADP-degrading enzyme apyrase and KN-62, a potent
pharmacological antagonist of P2X7R, we confirmed that
P2X7R stimulation is implicated in GD62L shedding and pore
opening in MRL** T cells. Upon treatment with 500 uM ATP,
79% of MRL™™ T cells released CD62L and 45% incorporated
YO-PRO-] ws. 12% and 0.45%, respectively, when cells were
treated with 500 WM ATP plus 20 U/ml apyrase. Similarly, pre-
treatment of MRL™" spleen cells by KN-62 inhibited ATP-
induced CD62L shedding (Fig. 2A) and YO-PRO-1 uptake
(Fig. 2B) in T cells in a dose-dependent manner.

MRL* spleen cells required for stimulation a high concentra-
tion of ATP because P2X7R displays a low affinity to this ligand
(typically =100 uM) compared with other P2XR [35]. To
determine whether T cells from MRL/pr mice require an even
higher dose of ATP to be stimulated than those from MRL™Y, we
conducted dose response experiments with ATP ranging from
100 5000 uM (Fig. 3A). In MRL™" T cells, CD62L shedding was
observed at a half-maximal effective concentration (ECsq) of
170 uM ATP, while MRL/{pr T cells were totally resistant to
stimulation by ATP, at any dose tested. Consistently, in B672*72~/
~ T cells, ATP had no effect on CD62L shedding, indicating that
this effect is dependent on P2X7R (Fig. 3A). The resistance of
MRL/ %7 T cells to ATP-induced CD62L shedding is alse obvious
when CD62L expression is depicted as an average fluorescence
intensity per cell (mean fluorescence intensity, MFI) (Fig. 3B)
instead of the percentage of CD62L" T cells (Figs. 1, 2 and 3A).
Indeed, even at the highest dose of ATP, CD62L MFI values in
MRL/pr T lymphocytes remained unaffected by the treatment
with ATP (Fig. 3B).
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Figure 1. P2X7R activity in T lymphocytes from normal MRL"* and autoimmune MRL/Ipr mice. Spleen cells from 3 to 4-mo-old MRLY™*
{00) and MRL/lpr (M) mice {n=5 mice/group) were incubated with or without 500 uM ATP for 45 min (A-C) or 4 h (D) at 37°C. Cells were then
double-stained with anti-CD90 mAb and either anti-CD62L mAb, YO-PRO-1, Annexin V or 7-AAD to assess in T cells by flow cytometry: (A) CD62L
shedding; (B) pore formation; {C) cell surface PS exposure; {D) cell death. Numbers reported in the dot plots indicate the percentages of CD62L*CD90*
or YO-PRO-1"CD90™ cells in the gated CD90" T-cell population. Histograms correspond to the mean percentages *+ SE (n =5 mice/group) of double-
stained cells in the gated CD90™ T-cell population. Asterisks denote statistically significant differences (***p=0.001) between ATP-stimulated and
unstimulated groups.

doi:10.1371/journal.pone.0052161.g001

NAD also acts as a ligand for P2X7R through ART2.2 enzyme,
which catalyzes the transfer of ADP-ribose from NAD to various
cell surface proteins, among them the P2X7R [36]. Stimulation by
50 UM NAD of MRL** and MRL/ipr spleen cells induced
CD62L shedding and PS exposure only on MRLY* T cells (Fig.

A

S1). As found with ATP, NAD is unable to promote P2X7R
pathway activation in MRL//r T cells. This absence of CD62L
shedding and PS exposure in NAD-treated MRL/{pr T cells is not
due to a lower expression of ART2.2 because the percentage of
ART2.2%-expressing T cells was similar in MRL/r (3321.7%)

[J unstimulated
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Figure 2. P2X7R antagonist KN-62 inhibits ATP-induced CD62L shedding and pore formation in MRL"" T lymphocytes. Spleen cells
from 3 to 4-mo-old MRL”* mice (n=4 mice/group) were preincubated for 15 min at 37°C with or without 0.5, 1 and 5 uM KN-62 and then stimulated
with 506 pM ATP for 30 min. Cells were then double-stained with anti-CD90 mAb and either anti-CD62L or YO-PRO-1 to assess by flow cytometry: (A)
CD62L shedding or (B) pore formation in the gated CD90" T-cell population stimulated (M) or not {{J) with ATP. Asterisks denote statistically
significant differences between ATP-stimulated and unstimulated groups: *p=0.05; *¥p=0.01; **¥p=0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0052161.g002
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Figure 3. Dose-response experiments for ATP-induced CD62L shadding on T lymphocytes. Spleen cells from 3 to 4-mo-old MRL** (solid
line), MRL/ipr {dashed line) and P2X7-deficient B6"X7F =/~ (dotted line) mice (n=3 mice/group) were treated for 45 min at 37°C with doses of ATP
ranging from 100 to 5000 puM. Spleen cells were then triple-stained with anti-CD90, anti-CD19 and anti-CD62L mAb to assess by flow cytometry: (A)
the percentage of CD62L-expressing CD197CDIC™ T cells and (B) MFI of CD62L on CD197CD90™ T cells. Results are expressed as the mean percentage

of initial expression = SE.
doiz10.1371/journal. pone.0052161.9003

and MRL™* (29+2.5%) spleen cells as analyzed by flow
cytometry using anti-ART2.2 mAb.

Taken altogether, these data show that ATP- or NAD-
stimulated P2ZX7R events are dramatically impaired in T cells
from antoimmune MRLigr mice.

PMA/lono Induces Shedding of CD62L in ATP-insensitive
MRL/lpr T Cells

Treatment of leukocytes with ATP or PMA is known to induce
CD62L shedding via activation of the zinc-dependent membrane
metalloprotease ADAM17 or TACE (TNF-# converting enzyme)
[27,28]. However, PMA acts independently of the P2X7R
pathway. Unlike ATP treatment, which activates CD62L shedding
in T cells from MRL*', but not from MRL/ {7 mice, PMA/Tono
treatment induces CD62L, shedding in T cells from both MRL**
and MRL/ fgr mice. The shedding of GD62L by ATP in MRL*™*
T cells, or by PMA/Iono in MRL"* and MRL/ ipr T cells was
prevented by the metalloprotease inhibitors GM6001 and Re 31
9790 (Fig. 4), in a similar dose dependent-manner. These data
show that while ADAMI17 is present in T cells from both MRL™*
and MRL//r mice, its activation by P2X7R signaling [28] is
dramatically impaired in MRL/lr T cells, and also partially
reduced upon PMA/Iono treatment. This reduced processing
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activity of CD62L in MRL/pr T cells could be due to a general
defect or repression of signalling activities in this strain.

The MRL Genetic Background Carries a High Sensitivity
Allele of P2X7R

P2X7R is highly polymorphic [26]. In the common laboratery
mouse strains B6 and DBA/2, and in the lupus-prone NZB mice,
an allelic variation (P451L) in the C-terminal tail of P2X7R
confers a low sensitivity to stimulation by ATP compared with
BALB/c or NZW mice [17,21]. We determined the P2X7R allele
present in the MRL genetic background by sequencing RT-PCR-
amplified P2X7R products obtained from spleen cells of 7
independent MRLY™ and MRL/pr mice (data not shown). We
found that the more responsive allele of P2X7R, the P45] isoform
[21], is carried by the MRL genetic background and present in
both MRL™* and MRL/#r mice. Thus, an allelic variation
cannot explain the differences in the levels of P2X7R signaling
found between MRL** and MRL/fr mice.

ATP-induced P2X7R Activation is Blocked in B220" T Cells
Only

Unexpectedly, when comparing the responses of MRL/ {fr and
MRL*™ spleen cells to ATP or NAD treatment measured by PS
exposure (Fig. 5A) and pore formation (Fig. 5B), we found that the
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Figure 4. Metalloprotease inhibitors GM6001 and Ro 31-9790 inhibit PMA/Iono- and ATP-induced shedding of CD62L on MRL"" T
lymphocytes. Spleen cells from MRL** and MRL//pr mice (n=5 mice/group) were preincubated with or without 10, 25, 50, 100 pM GM6001 or 3, 30,
106 uM Ro 31-9790 for 15 min at 37°C, and then either left unstimulated {0) or stimulated with 500 uM ATP (&) or 5 ng/ml PMA plus 0.5 pg/ml
lonomycin {O) for 45 min at 37°C. Cells were subsequently stained with anti-CDS0 and anti-CD62L mAb. Cell surface expression of CD62L was

assessed in the gated CD90™ T cells by flow cytometry.
doiz10.1371/journal. pone.0052161.9004

deficiency of P2X7R activity in MRL/{r mice is age-related.
Remarkably, the lack of ATP or NAD responsiveness in MRL/ fpr
mice can be reproducibly observed at later stages of the disease (4-
mo-old), but is not seen in younger MRL/#r mice (2-mo-old) at
earlier stages of the autoimmune syndrome (Figs. 5A and 5B).
Since MRL™™ (4-mo-old) spleen T cells respond to ATP or NAD
treatment, the weaker response of spleen T cells from 4-mo-old
MRL/pr mice to stimulation by ATP or NAD is probably due to
intrinsic change in the lymphocyte subsets i the appearance of
high percentage of B220" DN T cells in the spleen of MRL/pr
mice. The B220" DN T-cell subset is present at a very low
frequency in spleen and LNs from 1-mo-old MRL/ {7 mice, and
the frequency of this subset increases with age to hecome
predominant in 3 to 4-mo-old MRL//pr mice (Table 1). Since
Asy Oy specifically eliminates B220" DN T cells in MRL/ Ipr mice
as we had shown previously [13], we examined whether T cells
from As,O;-treated MRL/ #r mice remained refractory to P2X7R
stimulation, or whether they behaved like MRL*™™* T cells when
cha_llen/ged with ATP. In experiments starting at 2 months of age,
MRL"" and MRL/ fr mice were treated with a daily injection of

PLOS ONE | www.plosone.org

As;O5 (5 pg/g body weight) or PBS for two months. As shown
above, spleen cells from 4-mo-old PBS-treated MRL//r mice
were resistant to 500 uM ATP. In contrast, spleen from 4-mo-old
AsyOj-treated MRL/Jpr mice totally free of B220" DN T cells
responded to ATP treatment as efficiently as MRL™™ T cells (Fig.
$2), indicating that the lack of responsiveness to stimulation by
ATP or NAD observed in T cells from MRL//fr mice at later
stages of the disease is due to the accumulation of B220* DN T
cells with impaired P2X7R functions.

During aging B220" DN T cells accumulate in {r LNs and
spleen and dilute out conventional T cells. Thus, B220" DN T
cells represent 70.40%11.55% and 26.24.25% of the T-cell
population in 3 to 4-mo-old MRL/ ffr mice and 5-mo-old B6/r
mice, respectively. As expected, a small number of B220™ T cells
(either CD4", CD8" or DN} were found in 4-mo-old wild-type
MRL*" and B6 mice (Table 1). Their specific behaviour
regarding stimulation by ATP is masked by the response of
B220 T cells. Therefore, we have examined the activity of P2X7R
in B220 CD90" and B220°CD90" T-cell subsets from normal
MRL** mice and autoimmune MRL//r mice. Stimulation by
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ATP or NAD of the B220 CD90" T-cell subset from MRL/}r
and MRL** mice triggered CD62L shedding (Fig. 5C), pore
formation (Fig. 5D), cell death (Fig. 5E), and calcium influx (Fig. 6).
P2X7R is indeed invelved in these cellular events because pre-
treatment of MRL/ [ spleen cells by the P2X7R antagonist KN-
62 inhibited ATP-induced CD62L shedding and pore formation
in B220 CD90* T cells in a dose-dependent manner (Fig. $3). In
contrast, B220"CD0" T cells are not activated by ATP or NAD
in any mouse strain tested (]\/[RL+/+) MRL/lpr, B6, B6/lpr)
(Figs. 5C, 5D, 5E, 6 and 7). Furthermore, we compared the
sensitivity to ATP of B220 CD4" and B220 CD8" T cells from
MRL*?, MRL/lpr, B6 and B6/lpr mice with their counterparts
expressing the B220 molecule (Fig. 7A and 7B). Importantly,
whatever the phenotype of the CD90" T cells (either GD4" or
CD8" and their genetic origin (either MRL"", MRL/ ipr, BG or
B6/lpr), the cell surface expression of B220 molecules strictly
correlated with an impaired cleavage of CD62L following
stimulation by ATP, which indicates an absence of P2X7R

signaling.

CD39 Expression Levels on B220" and B220™ T Cells

CD39/ENTPDI, an ectoenzyme that degrades extracellular
ATP to AMP, is highly expressed on the majority of monocytes
and B cells and a fraction of CD4 " T cells, but not on CD8" T cells
[37]. To examine whether the loss of P2X7R response of the
B220" T cells is due to enhanced hydrolysis of ATP following
CD39 overexpression, we have analysed the levels of CD39
membrane expression in CD19" B cells, B220 CDI0" T cells
(either CD4" or CD8") and B220*CDI0* DN T cells from MRL/
{pr mice. Flow cytometry analyses show that CGD39 levels are
significantly higher on B220 CD4" T cells than in B220 CD8' T
cells and B220" DN T cells (Fig. 8A). Since B220° CD4" T cells
from MRL//pr mice respond to exogenously added ATP though
expressing high levels of CD39 at the plasma membrane, it is very
unlikely that a lower level of GD39 expression on B220* DN T
cells could account for the lack of activation of P2X7R in B220" T
lymphocytes.

P2X7R is not Expressed on the Cell Surface of B220" T
Cells

The level of P2X7R membrane expression is a limiting factor
for signaling, and correlate with the threshold of activation of
P2X7R [38]. Therefore, we quantified P2X7R at mRNA and
protein levels by real-time RT-PCR, western blot and flow
cytometry in LN cells or FACS-purified B220 and B220* CD90"
T lymphocytes from B6, MRL**, MRL/§r and B6™2<7%~/~
mice. RT-PCR and western blot analyses show that B220™ T cells
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from MRL/ lpr mice express high levels of P2X7R mRNA (Fig. 8B}
and proteins (Fig. 8C) that were similar or even higher than in
B220 T cells. As expected, no P2ZX7R proteins were detected in
B6™*”2~/~ mice (Fig. 8C). The absence of P2X7R activity in
MRL/ 7 T cell population did not seem to correlate with a lower
expression of P2X7R protein. Therefore, we examined whether
the absence of P2X7R response in B220" T cells could be due to
reduced expression of P2X7R at the plasma membrane. Using
rabbit polyclonal antiserum that recognizes conformational
epitope on P2X7R and flow cytometry, we determined the
expression of P2X7R on B220™ T cells {either CD4" or GD8")
from MRI* (Fig. 8D) and MRL/#r mice as well as on B220-
expressing GD4”, GD8" and DN T-cell subsets from MRL/fpr
mice (Fig. 8E). The staining patterns obtained with CD4* and
CD8" T cells from B67**%~/~ mice were used to set background
fluorescence for POX7R expression, as shown in MRL™™ plots
(Fig. 8D). B220™ T cells (either CD4™ or CD8™} from MRLY™ and
MRL/ pr mice expressed P2XT7R, albeit at different levels (based
on MFI values) (Fig. 8D and 8E). In contrast, no P2X7R labeling
was observed on B220" DN T cells as well as on B220 positive
CD4" and CD8" T cells from MRL/ §r mice (Fig. 8E), indicating
that the defect in P2X7R signaling in B220" T cells is due to a lack
of P2X7R at the cell surface.

Discussion

Our present study shows that 1) the B220" DN T cells that
accumulate in spleen and LNs of autoimmune MRL/ [pr mice due
to the fas mutation have an impaired P2X7R pathway, 2) the few
B220*CD4* and B220"CD8* T cells found in the spleen and LNs
of normal B6 and MRL™* mice have also an impaired P2X7R
pathway, 3) while similar levels of P2X7R proteins are detected by
western blot in LN cells from MRL™* and MRL/fr mice, flow
cytometric analysis revealed that P2X7R were not actually
expressed on the plasma membrane of B220" T cells (either
CD4", CD8" or DN). Our present report supports the following
important points: first, the loss of P2X7R activity in B220" DN T
cells from MRL/#7 mice could amplify the defect in peripheral T
cell homeostasis due to the fas mutation and thus contribute to the
autoimmune pathology. However, the role of P2X7R in SLE is
difficult to evaluate since several other loci are involved in the
development and severity of the disease [15,16]. Second, the lower
activity of P2X7R in normal B220% T cells could be a
physiological regulatory mechanism.

During infections, protective immunity produces inflammatory
cytokines and killer cells to destroy invading microorganisms, but
also causes the destruction of normal cells. Infected or stressed cells
release ATP into the extracellular compartment, which activates

Table 1. Percentages of the different T-cell subsets in LNs from MRL*, MRL/Ipr, B6 and B6/lpr mice.

“young” MRL//pr

T-cell subsets MRL™* (n=15)* (n=10)#* “old” MRL/lpr (n=15)* B6 (n=5)#** B6//pr (n=5)#+#
B220°CD4" 47.38+2.50 49.11+3 12.56+3.89 51.05+1.25 35.51+525
B220°CD8" 45.22+1.55 3315+53 14.16+3.45 44.10+2.22 31.12+475
B220'CD4" 4627145 4.02+1.98 343+255 3.25+095 7.9+1.06
B220"CD8" 278081 2.91+097 0.85+0.65 1.58+0.31 1.63+0.46
B220'CD4 CD8~ 137+0.25 13.39+4.2 70.40+11.55 1.06+0.12 26.27425

*3 to 4-mo-old MRLY" and MRL/Ipr mice, n represents the number of mice per group.
**1% to 2-mo-old MRLApr mice,

#¥5-mo- old B6 and B6/lpr mice.

doi:10.1371/journal pone.8052161.t001
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Figure 5. P2X7R activity in T lymphocytes from MRL/pr mice at early and late stages of the disease, and in B220" and B220" T
lymphocytes from MRL™* and MRL/lIpr mice. (A and B} Spleen cells from 4-mo-old MRLY* and 2- and 4-mo-old MRL/pr mice (n=13 mice/group)
were either left unstimulated (CJ) or stimulated with 560 uM ATP (l) or 50 pM NAD (M) for 45 min at 37°C. Cells were then double-stained with anti-
CD90 mAb and either Annexin V or YO-PRO-1 to assess PS exposure and pore formation, respectively, in the gated CD90" T-cell population by flow
cytometry. {C-E) Spleen cells from 3 to 5-mo-old MRL** and MRL/fpr {n=5 mice/group) were either left unstimulated {0J) or stimulated with 50¢ pM
ATP {H) or 50 uM NAD (B) for 45 min at 37°C. Cells were then triple-stained with anti-CD90, anti-B220 and either anti-CD62L mAb, YO-PRO-1 or 7-
AAD to assess CD62L shedding (C), pore formation (D) or cell death (E) in B220°CD90" and B220*CD90" T-cell subsets. Asterisks denote statistically

significant differences between ATP- or NAD-stimulated and unstimulated groups: **p=0.01; ***p=0.001.

doiz10.1371/journal. pone.0052161.9005

P2X7R. P2X7R activaticn cn immune cells causes inflammation,
including cytokine secretion and dendritic cell activation [39].
P2X7R activation also induces shedding of LN homing receptor
CD62L from the cell surface of leukocytes [27,40], regulating
leukocyte  extravasation in inflamed tissues. Furthermore,
CD4"CD25" regulatory T cells (Treg), which are resistant to
apoptosis via their antigen receptor, die  po in the presence of
extracellular ATP [4],42] or NAD [43], enabling a more efficient
immune response in inflammatory sites. However, human and
murine GD4" Treg could be protected, to some extent, from cell
death induced by extracellular ATP or NAD because they
constitutively express ATP/ADPase CD39, AMPase CD73, and
NADase CD38 on the plasma membrane [37,43,44]. Indeed,
Tregs play a critical role in maintaining immune homeostasis and
preventing autoimmune diseases [45], and their elimination by
extracellular ATP and NAD might be responsible for breaking
tolerance in inflamed tissues. Other subsets of regulatory T cells

35
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have been identified: CD8" T cells, natural killer T (NKT} cells
and DN T cells [3,46]). DN Tregs are generated in the periphery
during a primary immune response, and kill effector T cells in an
antigen-specific manner through Fas/FasL interactions [3,46].
Interestingly, it has been suggested that part of the B220" DN T
cells found in autoimmune MRL/r mice represents Treg cells
[47,48].

Autoimmune disease also arises from defective homeestatic
regulation of effector T cells [1]. It is largely recognized, that
human and murine effector T cells upregulate B220 molecules
before undergoing apoptosis by the Fas pathway [5,6,49]. In
MRL/ Jpr mice or ALPS patients, effector T cells overexpress B220
at their surface though the Fas pathway is defective. The
significant association between the overexpression of B220 and
loss of P2X7R expression we identified on T cells from both wild-
type and Fas-deficient mice lead us to suggest that purinergic
P2X7R is involved in a T-cell homeostatic pathway different of

MRL"* B220- T cells

MRL/Ipr B220~ T cells

MRL/lpr B220* T cells
B6 P2X7R7~ B220~ T cells

800
850
900
950
1000

Figure 6. Real-time kinetic analysis of calcium influx in B220™ and B220" T lymphocytes stimulated with ATP. Spleen cells from 4-mo-
old MRL™* (red) MRL/lpr (blue) and B6"7 =/~ {black) mice (n=3 mice/group) were loaded with calcium-reactive fluorescence probe, Oregon Green
488 BAPTA-1. After loading, cells were stained with anti-CD90, anti-CD19 and anti-B220 mAbs. Baseline MFI of the calcium probe was recorded in the
gated B220°CD90* {O) and B220*CDIG" (A) T cells during 50 s by flow cytometry, and was followed by the addition of 500 uM ATP (at time 10,
arrow). Changes over time in MFI values of the calcium probe were monitored in the T-cell subsets by flow cytometry. MFI values were normalized by
subtracting the baseline MFL

doi:106.1371/journal. pone.0052161.9006
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Figure 7. ATP-induced shedding of CD62L in CD4', CD8" and DN T lymphocytes expressing the transmembrane tyrosine
phosphatase B220. Spleen cells from 3 to 5-mo-old MRL*, MRL/lpr, B6 and B6/ipr mice {n=5 mice/group) were either left unstimulated (CJ) or
stimulated with 500 pM ATP (M) for 45 min at 37°C. Spleen cells were then stained with anti-CD90, anti-B220, anti-CD62L and anti-CD4 or anti-CD8
mAb to assess CD62L expression on B220™ and B220" CD90* T cells (aither CD4* or CD8*) from MRL™*, MRL/Ipr, B6 and B6/ipr mice as well as on
B220" DN CD90* T cells from MRL/ipr and B6/lpr mice. Asterisks denote statistically significant differences between ATP-stimulated and unstimulated
groups: *p=0.01; **p=0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0052161.g007
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(M) T-cell subsets as well as on CD19* B cells (M) from MRL/ipr mice {n=3) were analyzed by flow cytometry. Results shown on histogram are
normalized MFI {nMFI) calculated as MFI of positive cells x percentage of positive cells. Asterisks denote statistically significant differences between
B220™ DN T cells or B226"CD8" T cells and B2207CD4" T cells: *p=0.05; **p=0.01. {B) P2ZX7R mRNA expression was analyzed in FACS-purified B220™
(0) and B220* (M) CD197CDY0* T-cell subsets from individual B6, MRL** and MRL/ipr mice by real-time RT-PCR. Specific P2X7R cDNA was quantified
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by standard curves based on known amounts of PCR-amplified P2ZX7R ¢DNA. Data are expressed as amount {(pg) of P2X7R RNA per cell, and
histograms represent the mean + SE of three independent experiments (n==8 mice/group). (C) P2X7R protein levels in whole LN cells from 3 to 4-mo-
old MRLY*, MRL/lpr and B6™*”~/~ mice, and FACS-sorted B220~ and B220* CD19CD906* T-cell subsets fram MRL/ipr mice were analyzed by western
blotting using affinity-purified rabbit anti-P2X7R polyclonal antibodies {1:1066; Alomone Laboratories). A non-specific band (¥} is frequently observed
with this polyclonal antibody [22]. The blot was stripped and reprobed with anti-actin mAb. (D and E) Flow cytometric analysis of P2X7R expression
levels on B220~ and B220* T-cell subpopulations. Spleen cells from MRL**, MRL/lpr and B6"%“%~~ mice (n=3 mice/group) were stained with anti-
CDY0 mAb, anti-B220 mAb, rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) generated by genetic immunization [34] and with either anti-CD4 mAb,
anti-CD8 mAb or anti-CD4 plus anti-CD8 mAbs (D) Overlay histograms showing the expression levels of P2X7R on gated CD4 T cells or CD8 T cells
from MRL** mice (open histogram) and B&™ mice (shaded histogram). (E) Overlay histograms comparing the expression levels of P2X7R on
B220™ (-) and B220" () T cells, either CD4™ {feft) or CD8" (middre), from MRL/Ipr mice. Right, overlay histogram compating the expression levels of
P2X7R on B220" DN T cells (-) and B220™ CD4" T cells {-) from MRL/ipr mice. The results shown are representative of at least four independent

experiments.
doi:10.1371/journal.pone.6052161.g008

that of death receptor Fas. The inactivation of the P2X7R
pathway in B220" DN T cells could amplify in MRL/pr mice the
lymphadenopathy due to impaired Fas-mediated apoptosis.
Indeed, when effecter T cells acquire B220 surface expression,
they are protected from death triggered by extracellular ATP or
NAD released by inflamed tissues and unable to deave CD62L,
although ADAMI17 protease responsible for CD62L shedding [28]
is functional in these T cells (Fig. 4). Therefore, they are able to
return to LINs where they accumulate.

Interestingly, another isoform of the transmembrane tyrosine
phosphatase CD45 has been found to be associated with the
regulation of PZX7R functions. The sensitivity of GD4" T cells to
ATP-induced PS externalization and cell death appears to
correlate with the levels of CD45RB membrane expression.
CD4" T cells expressing low levels of CD45RB are more
responsive to ATP stimulation than their counterpart expressing
high levels of CD45RB [42,50]. High and low levels of CD45RB
expression on mouse T cells are a feature of naive cells and
antigen-activated cells, respectively [7,51], suggesting that activat-
ed T cells (CD45RB™) are more sensitive to ATP stimulation than
naive T cells (CD45RB*). In B220" (or CD45RABC**) DN T
cells, we exclude a role for CD45RB in the loss of P2X7R
functions since B220" DN T display a central memory
(CD45RB““CDE2LM 4 C D44 phenotype [7,52).

In summary, mutations in a single gene, namely fas, promote a
T-cell lymphoproliferation and the constitutive expression of B220
on T cells, which correlates with a marked downregulation of cell
surface P2X7R expression and, therefore, an impaired function-
ality of PZX7R. The high numbers of abnormal B220" DN T cells
in MRL/fr mice totally mask the response of normal B220~ T-
cell subsets (CD4" or CD8" to P2X7R stimulation. Elimination of
these pathogenic B220" DN T cells i viwo by As;Ojs treatment
restored the response of MRL//r T-cell population to P2X7R
stimulation and normal T-cell homeostasis. Likewise, a previous
report had shown that the inactivation of B220 in FasL-deficient
mice improved the lymphoproliferative disorder [53]. A number of
susceptibility loci for SLE have been mapped, but the key question
is how each genetic factor contributes to the disease. We
hypothesize that the defect in the homeostasis of activated fpr T
cells, due to the inactivation of the Fas/FasL pathway, is amplified
by the impaired activity of P2X7R in B220" T cells.
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flow cytometry. Asterisks denote statistically significant differences
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Figure §3 P2X7R antagomist KN-62 inhibits ATP-in-
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and 5 uM P2X7R inhibitor KN-62 were stimulated or not by
500 UM ATP for 45 min at 37°C. Cells were then triple-stained
with anti-CD90, anti-B220 and either anti-CD62L mAb or YO-
PRO-1 to assess CD62L shedding (A) or pore formation (B) in
B220 (O) and B220* (M) CD90" T cells. Results are
representative of three independent experiments.
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