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Résumé

Mon laboratoire d’accueil avait montré que la densité de CCR5 à la surface des cellules 

cibles du VIH détermine très fortement leur infectabilité par les souches virales R5, et que les 

signaux d’activation cellulaire induits par la fixation virale et transitant par CCR5 favorisent 

une infection productive des cellules primaires. L’hypothèse de notre travail était que d’autres 

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) exprimés dans les lymphocytes T CD4+ CCR5+ 

pourraient également influer sur le cycle de réplication des virus R5. Pour tester cette hypothèse, 

les RCPGs co-exprimés avec CCR5 dans les cellules T CD4+ ont été identifiés, puis la capacité 

des plus exprimés d’entre eux à s’hétérodimériser avec CCR5 et à perturber l’infection par le 

VIH a été déterminée. Au cours de cette thèse, j’ai initié l’étude de deux de ces récepteurs, EBI2 

et A2A, et j’ai participé à l’étude d’un troisième, S1P1.

J’ai montré que la présence d’EBI2 ou d’A2A qui chacun s’hétérodimérise avec CCR5, 

augmente la production virale dans des cellules HOS ou MT4, comme c’est le cas pour S1P1. 

Étudiant les changements au niveau des étapes du cycle viral provoqués par l’expression ou la 

stimulation de ces RCPGS, j’ai mis en évidence que le principal effet est une augmentation de 

la transcription virale. De plus, nous avons montré que la signalisation via S1P1 active le facteur 

dans un modèle de cellules infectées de façon latente permet la réactivation du virus. Ce résultat 

ouvre la possibilité de tester la capacité d’agonistes de S1P1 à éliminer les cellules servant de 

réservoir chez les personnes vivant avec le VIH.
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Abstract

It was shown in the laboratory that CCR5 density at the surface of primary CD4+ T cells 

strongly determines their R5 HIV-1 productive infectability. This is due to the fact that viral 

envelope - CCR5 interaction triggers signals that boost the viral life cycle. Our working 

hypothesis was that other G-protein coupled receptors (GPCR) co-expressed with CCR5 might 

also modulate HIV replicative cycle. To test this hypothesis, the GPCR coexpressed with CCR5 

in CD4+ T cells have been identified, and the ability of the most highly expressed of them to 

dimerize with CCR5 and to interfere with the infection has been determined. During this thesis, 

I have initiated the study of two of these GPCR, EBI2 and A2A, and participated in the study of 

another one, S1P1.

I have shown that the presence of EBI2 or A2A that each heterodimerize with CCR5, 

boosts the viral production in HOS and MT4 cells, similarly to S1P1. Analyzing the stages of 

HIV life cycle modified by the expression and triggering of these GPCR, I unveiled that the 

major effect was an increase in HIV genome transcription. Furthermore, we have shown that 

S1P1 signaling activates the transcription factor NF B and thereby the HIV promoter. 

Moreover, triggering S1P1 in an in vitro model of HIV reservoir cells results in the reversion 

of the viral latency. These findings suggest that S1P1 agonists might be used as latency 

reversing agents to purge the HIV reservoir.
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A. Virus de l’immunodéficience humaine (VIH)

1. Historique

Les débuts de l’épidémie du SIDA (syndrome de l’immunodéficience humaine) ont été 

observés en 1981 aux États-Unis par une recrudescence de pneumocystoses et de sarcomes de 

Kaposi chez des personnes immunodéprimées. Ces patients présentaient un effondrement d’une 

sous-population lymphocytaire : les lymphocytes T CD4.

L’hypothèse d’un agent infectieux transmissible par le sang et les relations sexuelles va 

faire son chemin (Piot et al. 1984). Robert Gallo, qui a découvert le premier rétrovirus humain, 

HTLV-1, pense alors qu’il s’agit d’un agent viral proche de celui-ci. En 1983, l’équipe de Luc 

Montagnier isole pour la première fois le virus responsable du SIDA à partir de cellules d’un 

ganglion chez un patient. Il sera nommé Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) (Barré-

Sinoussi et al. 1983).

En 1986, un virus apparenté au VIH-1 est décrit il s’agit du VIH-2 (Clavel et al. 1986).

2. Epidémiologie et transmission

Fin 2016, on comptait environ 36,7 millions de personnes vivant avec le VIH, dont 1,8 

million de nouvelles infections. Lors de l’année dernière 1 million de personnes sont décédées 

des conséquences du VIH dans le monde. 

Le VIH fait partie des infections sexuellement transmissibles (IST). Ce sont alors le 

sperme et les sécrétions vaginales qui sont contaminants. Le VIH peut également se transmettre 

par le sang, ce qui fut le cas pour les transfusés ou les usagers de drogue par voie veineuse. La 

transmission materno-fœtale ou par l’allaitement sont des voies de contamination importantes 

principalement en Afrique (mondiale de la Santé 2016).

3. Physiopathologie de l’infection

L’infection par le VIH passe par plusieurs phases :

- La primo-infection qui suit la contamination pouvant s’accompagner de symptômes 

grippaux. Elle correspond à une forte réplication virale et à une baisse des lymphocytes 

T CD4.

- La phase de latence, asymptomatique où le virus se multiplie et où le nombre de 

lymphocytes T CD4 décroît progressivement.
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- Le stade SIDA, avec une forte immunodépression. La destruction du système 

immunitaire entraîne une forte virémie, et l’apparition de maladies opportunistes (Levy 

1993; Weber 2001).

 

Figure 1. Évolution de l'infection par le VIH (Sanao, HIV-timecourse).

En bleu le nombre de lymphocytes T CD4 par mm3, en rouge le nombre de copies d'ARN viral 

par mL.

4. Structure, génome et cycle du VIH

Le VIH-1 possède deux molécules d’ARN identiques associées aux enzymes 

nécessaires à sa réplication : la transcriptase inverse (ou Reverse transcriptase : RT), l’intégrase 

et la protéase, dans un core cylindrique composé de la protéine p24. L’enveloppe est formée de 

la bicouche lipidique provenant de la membrane cytoplasmique de la cellule infectée. Elle porte 

les glycoprotéines : gp120 à la surface membranaire permettant la liaison du virus avec la 

cellule et gp41 en position transmembranaire permettant la fusion entre l’enveloppe virale et la 

cellule (Briggs et al. 2003).
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Figure 2. Structure du VIH (d’après John Libbey Eurotext).

Le génome du VIH-1 est composé de 9 gènes différents :

- gag code pour les protéines structurales du core

- pol code pour les enzymes virales

- env code pour les glycoprotéines d’enveloppe

- tat (transactivator of transcritption) active la transcription du génome viral

- rev (regulator of expression of viral proteins) permet le transport des ARNm viraux du 

noyau vers le cytoplasme

- nef (negative regulatory factor) diminue la concentration de CD4 et des molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité entraînant un mécanisme d’échappement 

- vif (viral infectivity factor) neutralise l’enzyme APOBEC3G à activité antivirale, 

favorisant la propagation du virus.

- vpr (viral protein r) améliore la fidélité de la transcription inverse

- vpu (viral protein u) antagoniste du facteur de restriction Tetherin, favorise le relargage 

des virions (B. Chen 2016).
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La première étape du cycle virale correspond à la fixation de la gp120 sur le récepteur 

CD4 puis sur un corécepteur, CCR5 ou CXCR4, suivie de la fusion de l’enveloppe virale et de 

la membrane cytoplasmique. La RT synthétise un brin d’ADN complémentaire de l’ARN viral, 

aboutissant ensuite à un double brin d’ADN viral qui va être intégré dans le génome cellulaire. 

À ce moment-là, le virus peut entrer en latence, sinon l’ADN sera transcrit en ARNm, puis 

traduit en protéines virales. Il s’en suit la maturation des protéines virales puis l’assemblage 

avant le bourgeonnement permettant la sortie de la capside entourée de la membrane cellulaire 

(Levy 1993).

 

Figure 3. Schéma représentant le cycle réplicatif du VIH.

 

B. Présentation du projet

La plupart des souches virales VIH-1, appelées pour cette raison R5, utilisent, après 

avoir lié le récepteur CD4, le récepteur de chimiokines CCR5 comme corécepteur. CCR5 

appartient à la classe C de la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). 
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Les RCPGs peuvent s’homo-dimériser et/ou former des hétéro-oligomères avec d’autres 

RCPGs (Pin and Prézeau 2007). Les propriétés de chacun des deux RCPGs participant à un 

dimère peuvent être modifiées. On sait ainsi que la densité membranaire, la liaison à des ligands 

extracellulaires, le couplage à des protéines G ou à d’autres molécules intracellulaires, les voies

de signalisation d’un ou des deux RCPGs impliqués dans l’hétérodimère peuvent être 

transformés (Hillion et al. 2002; Terrillon and Bouvier 2004). Les RCPGs peuvent aussi 

s’hétérodésensibiliser sans contact physique. Ceci signifie que l’activation d’un RCPG à la 

surface d’une cellule peut induire pour un certain temps une inhibition de la capacité à s’activer 

d’un autre RCPG présent à la surface de cette même cellule.

Or la densité membranaire en CCR5, l’affinité de CCR5 pour l’enveloppe virale externe 

gp120, la signalisation via CCR5 déterminent l’efficacité de l’infection par les souches R5 

(Corbeau and Reynes 2009). C’est pourquoi nous avons voulu chercher des RCPGs co-

exprimés avec CCR5 à la surface des cellules T CD4+ humaines périphériques capables de 

moduler l’infection par des souches R5, soit par dimérisation avec CCR5, soit par 

hétérodésensibilisation de CCR5, soit parce qu’une de leurs voies de signalisation pourrait 

faciliter une étape du cycle de réplication rétrovirale.

Dans cet objectif, un tri positif des cellules exprimant CCR5 a été réalisé au laboratoire

à partir de cellules T CD4+ périphériques de sujets sains, à l’aide de billes magnétiques couplées 

à un anticorps monoclonal anti-CCR5. Il a ensuite été déterminé par RT-PCR quantitative 

(TaqMan low density array, Applied Biosystems) quels étaient parmi 360 gènes humains codant 

pour des RCPGs, ceux exprimés dans ces lymphocytes T CD4+CCR5+. Une expression a ainsi 

été détectée pour 245 RCPGs, dont 39 avaient un niveau d’ARNm supérieur à la moitié de celui 

de CCR5.

Parmi ces 39 récepteurs, l’équipe s’est intéressée à trois récepteurs, le récepteur 1 de la 

sphingosine-1-phosphate (S1P1), l’Epstein-Barr virus-induced molecule 2 (EBI2) et le 

récepteur A2A de l’adénosine. La capacité de S1P1, EBI2 et A2A à se dimériser avec CCR5 a 

été testée en utilisant la technologie TR-FRET (Time resolved- Fluorescence resonance energy 

transfer), méthode dont le principe est résumé sur la figure 4. Les trois RCPGs se sont révélés 

capables de former des hétéromères avec CCR5.



18 

 

 

 

Figure 4. Figure 4. Principe du TR-FRET.

Chacun des RCPGs à tester a été cloné en fusion traductionnelle avec l’enzyme Snap 

qui lie spécifiquement et de manière covalente le fluorophore cryptate de terbium couplé à une 

benzyl-guanine (BG-cryptate). CCR5 a été cloné en fusion traductionnelle avec l’enzyme Clip, 

qui lie le fluorophore fluorescéine en couplage avec une benzyl-cytosine (BC-fluoresceine). Un 

transfert de fluorescence entre les deux fluorophores donne un signal de FRET mesurable 

lorsque ceux-ci sont situés à une distance inférieure à 50 Å, distance compatible avec une 

hétérodimérisation. Les niveaux d’expression de CCR5-CLIP et de RCPG-SNAP sont évalués 

par la mesure de fluorescence à 620 nM après excitation à 320 nM et 485 nM, respectivement.

C. Objectifs

Je présenterai successivement ces trois RCPGs, EBI2 en premier, A2A ensuite et enfin 

S1P1. Pour chacun de ces récepteurs, j’exposerai d’abord ce qui est connu à ce jour les 

concernant. Puis j’exposerai sous forme de manuscrit, de résultats préliminaires et d’article sous 

presse respectivement, ce que nous avons montré comme effets de l’expression et de la 

stimulation de chacun de ces RCPGs sur la réplication du VIH-1.
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D. Participation dans les différents projets présentés dans cette thèse

1. Projets EBI2, A2A

Mon travail de thèse a porté principalement sur la caractérisation des effets des 

récepteurs EBI2 (Guigues et al., manuscrit en préparation, ci-après) et A2A (résultats présentés 

ici) sur l’infection par le VIH-1 dans des lignées cellulaires HOS et MT-4 en culture.

2. Projet S1P1

Au cours de ma thèse, j’ai également participé à la caractérisation des effets de 

l’expression de S1P1 sur l’infection par les souches VIH-1. Ce travail avait été préalablement 

entrepris au laboratoire et a donné lieu à la thèse de Charline Duquenne en 2013, ainsi qu’à un 

manuscrit qui vient d’être accepté pour publication dans AIDS (Duquenne, Gimenez, Guigues 

et al., AIDS sous presse).

Ma participation dans ce projet a consisté à vérifier le caractère fonctionnel des 

récepteurs S1P1 et CCR5 taggués utilisés dans les expériences de FRET, en comparant la 

faculté de ces récepteurs à s’internaliser en présence de l’agoniste FTY720 pour SIP1 et PSC-

RANTES pour CCR5. J’ai également participé à la mise au point des tests sur l’activé du LTR 

grâce aux cellules Hela exprimant la LTR couplée à la luciférase. 

3. Projet CXCR4 (annexe 1)

J’ai participé aux expériences effectuées pour la révision de l’article concernant 

l’importance relative des deux isoformes de CXCR4 dans l’infection par le VIH-1 (Duquenne 

et al. 2014). Mon travail a consisté à déterminer les rapports des transcrits CXCR4A/CXCR4B 

par RT-qPCR dans des PBMC de patients infectés à différents stades de l’infection par le VIH-

1.

4. Etude ACTIVIH

Lors de cette thèse j’ai pu participer au projet ACTIVIH qui a pour but de mieux 

caractériser les phénomènes d’activation immunitaire constante chez les patients avirémiques 

sous traitement.  Cette étude visait à identifier et quantifier les causes de cette activation 

généralisée, et d’en mesurer les conséquences. Ma participation à ce sujet concerne 

notamment la réalisation de tests ELISA pour quantifier certains marqueurs chez ces patients.
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II. EBI2
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A. Structure d’EBI2

EBI2, aussi appelé GPR183, appartient à la classe A ou « rhodopsin like » des RCPGs.

EBI2 peut s’hétéro-dimériser avec le récepteur de chimiokine CXCR5 (Barroso et al. 2012). Le 

gène EBI2 a été identifié en 1993 comme étant le gène lymphocytaire le plus activé au décours 

de l’infection par le virus d’Epstein-Barr (Birkenbach et al. 1993). En 2011, deux groupes ont 

identifié le l7 ,25-hydroxycholestérol (l7 ,25-OHC) et d’autres oxystérols semblables comme 

des ligands naturels d’EBI2 (Hannedouche et al. 2011; C. Liu et al. 2011). Ces ligands sont 

ubiquitaires (Kelly et al. 2011). Des cellules stromales des organes lymphoïdes secondaires 

(OLS) sont les principales productrices de ces ligands (Yi et al. 2012). Les résidus Arg87, 

Tyr112 et Tyr116, Tyr260, situés dans les deuxième (TM-2), troisième (TM-3) et sixième (TM-

6) régions transmembranaires d’EBI2 respectivement, ont été impliqués dans l’interaction avec 

ses ligands (figure 5) (Benned-Jensen et al. 2012; L. Zhang et al. 2012).

 

Figure 5. Séquence et structure d'EBI2 (d’après Zhang et al. 2012).

A. Comparaison des séquences d’acides aminés d’EBI2 chez l’homme, le rat et la souris.

B. Schéma des régions transmembranaires d’EBI2 humain, les résidus en rouge sont les 

plus importants dans la liaison récepteur-ligand.
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B. Expression et rôles d’EBI2

EBI2 est exprimé par les cellules B, T CD4+ et T CD8+, les cellules dendritiques, les 

macrophages et les astrocytes (Rosenkilde et al. 2006).  La stimulation d’EBI2 inhibe 

l’adénylate cyclase et induit l’activation de protéines G i/o, des MAP kinases ERK1/2, p38 et 

JNK, de Rho GTPases, la liaison à GTP S, l’augmentation du taux intracellulaire de calcium 

ainsi que le recrutement de la arrestine, provoquant prolifération et migration cellulaire 

(Hannedouche et al. 2011; C. Liu et al. 2011; Rosenkilde et al. 2006; Benned-Jensen et al. 

2011).

Les OLS tels que la rate et les ganglions lymphatiques (GLs) sont composés de 10% de 

cellules stromales « architectes » au milieu desquelles se déplacent des lymphocytes. Après 

avoir séjourné quelques heures dans un OLS, les lymphocytes rejoignent la circulation sanguine 

avant de rentrer dans un nouvel OLS. Ce processus continuel permet d'organiser une 

immunosurveillance efficace de l'ensemble de l'organisme. Les OLS sont compartimentés afin 

de permettre la formation de zones permettant la survie, l’activation et la différenciation des 

lymphocytes B. La réponse immunitaire B dépendante des lymphocytes T ne se limite pas à la 

reconnaissance de l’antigène par le lymphocyte B, elle nécessite un second signal qui lui est 

fourni par coopération cellulaire avec un lymphocyte Tfh activé. Cette réponse est initiée par 

l’entrée des cellules B dans la zone T inter-folliculaire. Les lymphocytes B activés par 

l’antigène migrent vers l’extérieur des follicules où ils se multiplient avant de rencontrer les 

lymphocytes T et les cellules dendritiques folliculaires. Après cette interaction avec les cellules 

T, les cellules B vont se retrouver dans la région inter ou extra-folliculaire avant de se 

différencier en plasmocytes ou entrer dans les centres germinatifs. Ces étapes de migration et 

de localisation des cellules B au sein des organes lymphoïdes sont indispensables au bon 

déroulement de la réponse immunitaire et sont en partie médiées par EBI2 et un gradient 

d’oxystérols (Gatto and Brink 2013).
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Figure 6. Gradient d'oxystérols au sein de la rate (d'après Gatto et Brink 2013).

Le positionnement des cellules B au sein des organes lymphoïdes secondaires est défini 

par divers signaux de chimiotactisme. Dans ce processus, EBI2 et les récepteurs aux 

chimiokines CCR7, CXCR5 et CXCR4 coopèrent. L’expression d’EBI2, importante à la 

surface des lymphocytes B naïfs et encore plus des lymphocytes B activés, pousse ces cellules 

à se diriger vers la périphérie des zones B et les régions extra-folliculaires où on trouve des 

-di-OHC. (Hannedouche et al. 2011; C. Liu et al. 2011) plutôt 

que vers le centre germinatif. Là, elles interagissent avec des lymphocytes T auxiliaires ainsi 

que des cellules dendritiques situées dans les zones inter-folliculaires. L’importance du rôle 

d’EBI2 dans la réponse humorale est soulignée par le fait que les souris EBI2-/- ont un déficit 

de production en IgM et IgG en réponse à l’immunisation contre des antigènes T-dépendants 

(Gatto et al. 2009; Pereira et al. 2009).  Par ailleurs la présence d’EBI2 potentialise la 

prolifération B (Lee et al. 1998).

Les cellules T CD4+ et des populations T CD8+ expriment EBI2, répondant ainsi au 

l7 ,25-OHC (C. Liu et al. 2011) et certaines cellules T effectrices surexpriment EBI2 

(Hannedouche et al. 2011; Lund et al. 2003). EBI2 joue un rôle dans le positionnement des 

cellules T CD4+ au sein des organes lymphoïdes secondaires. En particulier EBI2 est 

responsable de la localisation des cellules T auxiliaires folliculaires (T follicular helper ou Tfh) 

en périphérie des zones T. Ceci leur permet d’interagir avec les cellules dendritiques activées 

présentes à cet endroit qui renforcent la différenciation de ces cellules Tfh (J. Li et al. 2016).

Cependant, l’expression d’EBI2 n’est pas absolument nécessaire pour la différenciation en Tfh, 



26 

 

 

mais la favorise engendrant une meilleure efficacité de la réponse humorale (Gatto et al. 2009; 

Brink 2016).

EBI2 joue également aussi un rôle dans le positionnement des cellules dendritiques au 

sein des organes lymphoïdes secondaires. Au niveau de la rate, l’expression d’EBI2 à la surface 

de certaines cellules dendritiques conventionnelles leur permet de se situer dans les zones inter-

folliculaires où passent les antigènes présents dans le sang (Yi and Cyster 2013; Gatto et al. 

2013). Un autre effet de l’expression d’EBI2 dans les cellules dendritiques, a été déduit de 

l’étude de souris EBI2-/-. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes et myéloïdes de ces souris 

surproduisant de l’interféron (IFN) de type I après stimulation, EBI2 semble être un régulateur 

négatif de la production de ces cytokines (Chiang, Johnston, and Grogan 2013).

Les monocytes et les macrophages peuvent exprimer EBI2 et produire les ligands 

naturels de ce récepteur (Preuss et al. 2014). Cette production est stimulée par le 

lipopolysaccharide et les interférons de type I (IFN I) (Park and Scott 2010; Diczfalusy et al. 

2009). Comme les astrocytes ont les mêmes propriétés, certains auteurs ont proposé qu’EBI2 

pourrait intervenir dans les interactions entre ces deux types cellulaires (Rutkowska et al. 2016).

C. Implication d’EBI2 dans diverses pathologies

EBI2 a été impliqué dans diverses pathologies. EBI2 pourrait jouer un rôle dans diverses 

maladies auto-immunes et auto-inflammatoires. Un polymorphisme génétique dans la région 

d‘EBI2 a été mis en évidence dans des pathologies inflammatoires du tube digestif (Jostins et 

al. 2012) et dans le lupus érythémateux disséminé (Cantor et al. 2004; Moser et al. 1998). Un 

lien génétique a été retrouvé avec le locus EBI2 et le diabète de type I (Heinig et al. 2010).

Récemment il a été montré qu’EBI2 pourrait intervenir dans la différenciation des ostéoclastes 

ainsi que dans leur mise en place au niveau des surfaces osseuses, si bien qu’il pourrait 

intervenir dans la polyarthrite rhumatoïde (Nevius, Gomes, and Pereira 2016). Un lien 

génétique a été également retrouvé avec le locus EBI2 dans la sclérose en plaques (Cantor et 

al. 2004; Moser et al. 1998). Chez la souris un déficit génétique en cholestérol 25-hydroxylase, 

enzyme responsable de la synthèse du 25-OHC à partir du cholestérol,  réduit l’encéphalopathie 

auto-immune expérimentale, modèle de sclérose en plaques (Chalmin et al. 2015). Dans ce 

modèle et dans la sclérose en plaques, EBI2 a même été impliqué dans le recrutement des T 

encéphalitogéniques (Wanke et al. 2017).
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En cancérologie, il a été montré que les monocytes/macrophages associés aux tumeurs 

expriment EBI2 (Eibinger et al. 2013). Une dérégulation de l’expression d’EBI2 a été retrouvée

dans certaines tumeurs B (Rosenkilde et al. 2006; Benned-Jensen et al. 2012). De même une 

surexpression d’EBI2 a été observée dans des lymphoproliférations chez des patients infectés 

par EBV (Craig et al. 2007).

Les monocytes/macrophages associés aux plaques d’athérosclérose dans lesquelles des 

taux élevés d’oxystérols ont été retrouvés (Brown and Jessup 1999), expriment EBI2 

(Rosenkilde et al. 2006; Preuss et al. 2014). Ceci a amené à proposer qu’EBI2 pourrait jouer un 

rôle dans le recrutement des cellules macrophagiques dans les plaques d’athérothrombose.

D. Les oxystérols chez l’Homme

 Les oxystérols ou dihydroxycholestérols sont des dérivés oxydés du cholestérol, 

possédant comme lui 27 atomes de carbone et un noyau stérol commun. Les positions les plus 

communes pour l’oxydation sont au niveau du noyau stérol : 4, 5, 6 et 7, et pour la chaîne 

latérale : 24, 25 et 27 (Mutemberezi, Guillemot-Legris, and Muccioli 2016).

 

Figure 7. Tableau de nomenclature des principaux métabolites du cholestérol (tiré de 

Mutemberezi, Guillemot-Legris, and Muccioli 2016).

-di-OHC, la position et l’orientation des 

position 7 du groupe hydroxyle par rapport à la forme du 7, 25-di-OHC peut être jusqu'à 50 
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fois plus puissante concernant la migration induite par EBI2. L’élimination d’un groupement 

hydroxyle provoque des différences encore plus grandes (Hannedouche et al. 2011).

Historiquement, le métabolisme des oxystérols était vu comme une simple étape de la 

dégradation du cholestérol. Actuellement, en plus de leurs rôles comme métabolites 

intermédiaires, les oxystérols ont de nombreuses fonctions physiologiques connues. Ce sont des 

précurseurs des hormones stéroïdes et des acides biliaires. Ils ont un rôle clef dans la régulation 

de l’homéostasie cellulaire et plasmatique du cholestérol, le transport des stérols, la mort 

cellulaire par apoptose, l’inflammation et la signalisation. (Karuna et al. 2015). Certains 

oxystérols sont trouvés sous forme estérifiée à plus de 90 %. Les principaux oxystérols qui se 

lient à EBI2 sont -OHC, le 25- -di- -di-OHC qu’on trouve 

dans le plasma ( 0,3 à 0,9 ng/ml) et dans le LCR (0,02 à 0,03 ng/ml) (Mutemberezi, Guillemot-

Legris, and Muccioli 2016) -di- -di-OHC sont des isomères 

formés par hydroxylation des précurseurs 25-OHC et 27-OHC. Leurs voies de synthèse in vivo

sont représentées dans la figure ci-dessous.

 

Figure 8 -di- -di-OHC (tiré de 

Karuna et al. 2015).
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E. Antagonistes d’EBI2

La première molécule inhibitrice d’EBI2 a été trouvée par criblage à haut débit, il s’agit 

-di-OHC. 

Le GSK682753A bloque l’activité d’EBI2 de façon dose-dépendante avec un I

Il limite seulement l’affinité de la réponse au ligand et non sa vitesse maximum (inhibiteur 

compétitif). Il inhibe la migration des cellules induite par les oxystérols et la prolifération 

cellulaire via EBI2 (Benned-Jensen et al. 2013).

 

Figure 9. Structure du GSK682753A (Sun et Liu 2015)

Après identification de NIBR151 comme agoniste d’EBI2, un autre criblage de 

molécules pouvant bloquer l’activation d’EBI2 a permis de trouver NIBR127. Cependant cet 

antagoniste présentait des instabilités métaboliques et une clairance intrinsèque élevée. La

molécule NIBR189 a été obtenue chimiquement par modification de NIBR127 afin d’améliorer 

sa stabilité métabolique et sa capacité d’inhibition. Ainsi NIBR 189 est un antagoniste puissant 

et sélectif, avec des propriétés pharmacologiques lui permettant une utilisation in vitro et in vivo

(Gessier et al. 2014).

 

Figure 10. Structures de l'agoniste NIBR51 et des antagonistes NIBR127 et NIBR189 

(Gessier et al. 2014). 
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F. Oxystérols et VIH

En 1998, alors que le récepteur EBI2 est considéré comme orphelin, certains 

oxystérols sont testés pour leur capacité à inhiber la réplication du VIH par altération de la 

fluidité de son enveloppe lipidique. En effet, les oxystérols peuvent interagir avec les 

membranes cellulaires, modifiant leur fluidité et ainsi leurs fonctions cellulaires. Le 7-OHC, le 

25-OHC et en particulier le 7, 25-di-OHC inhibent la réplication du VIH sur différents types 

cellulaires (CEM-SS, MT-4 et PBMC). Le cholestérol a également été testé mais ne montre pas 

d’activité antivirale. Cette étude suggère également une inhibition de la transcription inverse ou 

d’une étape antérieure à celle-ci par les oxystérols (S.-Y. Liu et al. 2013). L’expression de la 

Cholestérol-25-Hydroxylase ou le traitement au 25-OHC inhibe l’entrée de différents virus 

comme l’Herpes ou le VIH. A noter que ces effets anti-VIH des traitements aux oxystérols sont 

probablement dus à une action directe des molécules plutôt qu’à l’activation d’EBI2, et ceci à 

des concentrations non toxiques mais cependant très élevées par rapport aux concentrations 

physiologiques permettant l’activation du récepteur.
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Abstract 

CCR5, a G protein-coupled receptor (GPCR), is used by most HIV strains as a coreceptor. These R5 

strains bind to CCR5 and consequently trigger a signal that favors their life cycle. In this study, looking 

for GPCR able to interefere with these events, we unveiled that Epstein-Barr virus-induced gene 2 

(EBI2) is 16-fold more expressed in primary CD4+CCR5+ T cells than CCR5. We also showed by 

FRET technology that CCR5 and EBI2 heterodimerize. To analyze the consequences of this 

coexpression we established stable cell lines transduced with CCR5 and EBI2. Using HIV virions 

harboring -lactamase fused to the viral protein vpr, we observed that this coexpression reduced viral 

entry by 50%. By contrast the amount of HIV reverse transcripts, evaluated by qPCR, was similar in 

cells expressing or not EBI2. Finally, the presence of EBI2 induced NFkB p65 translocation as shown 

by immunofluorescence. Stable and transient transfection of a reporter gene driven by HIV LTR deleted 

or not of its NFkB sites unraveled that the activation of this transcription factor resulted in an increase 

in HIV promoter activity. Globally, the result was a drastic viral overproduction in EBI2–transduced 

cells. In vivo, as the natural ligand for EBI2, 7 ,25-dihydroxycholesterol (7 ,25-OHC) is present in 

blood and lymphoid tissues, the constant EBI2 activation might boost HIV replication in CD4+ T cells. 

Therefore, it might be of interest to test the effect of EBI2 antagonists on the residual viral production 

persisting in most patients aviremic under treatment. Moreover, given that 7 ,25-OHC promotes Th17 

differentiation, EBI2 antagonists could also dampen the pathogenic immune activation observed in 

virologic responders.
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Introduction 

Most HIV strains, so-called R5, use the chemokine receptor CCR5 as a coreceptor in addition to the 

CD4 molecule [1]. HIV envelope gp120 binds to CD4 and thereafter to CCR5. This allows the next step 

of HIV life cycle, the fusion between virus and target cell membranes. In addition, gp120 binding to 

CCR5 triggers a signal that boosts HIV reverse transcription and viral promoter activation [2, 3].

CCR5 belongs to the family of G protein-coupled receptors (GPCR). Some GPCR cross-interact with 

each other physically and/or functionally [4]. On one hand some GPCR heterodimerize and this results 

in a modification of their cell surface density, of the interaction with their ligands, and/or of their 

signaling. On the other hand, triggering of a GPCR can reduce the capability of another GPCR to be 

activated, a phenomenon called heterodesensitization. As CCR5 cell surface density, CCR5-gp120 

affinity and CCR5 signaling modulate HIV life cycle [2, 3, 5-7], we looked for GPCR that could interfere 

with these CCR5 characteristics. Here we unraveled that the GPCR Epstein-Barr virus-induced gene 2 

(EBI2) is coexpressed with CCR5 in primary CD4+CCR5+ T cells and macrophages. 

EBI2, also called aka and GPR183, was identified in 1993 as a gene activated by Epstein-Barr virus in 

a Burkitt lymphoma cell line [8]. In 2011, 7 ,25-dihydroxycholesterol (7 ,25-OHC) was identified as 

an endogenous ligand for EBI2 [9, 10]. EBI2 participates with the chemokine receptors CCR7, CXCR4 

and CXCR5 in the regulation of B cell homing in secondary lymphoid tissues [11, 12]. Naïve B cells, 

particularly if they are activated, display high EBI2 cell surface densities that drive them to outer 

follicular areas. By contrast, downregulation of EBI2 cell surface expression drives B cells to central 

follicular areas [11, 12]. EBI2 has also been involved in B cell activation and proliferation [13].

Additionally, EBI2 is expressed in monocytes/macrophages, dendritic cells, T cells and astrocytes. The 

interaction  between EBI2 and 7 ,25-OHC has been involved in the splenic homing of dendritic cells 

[14, 15]. EBI2 also downregulates type I interferon responses in plasmacytoid dendritic cells [16]. In 

macrophages, EBI2 stimulation leads to calcium mobilization and cell migration [17, 18]. Moreover, 

CD4+ T differentiation into Th17 cells is driven by the agonistic effect of 7 ,25-OHC on RAR-related 

orphan receptor gamma t (ROR t) [19] and EBI2 stimulation has been involved in multiple sclerosis 

[20]. Here we show that the coexpression of EBI2 with CCR5 modifies HIV replication cycle.

Results

Identification of EBI2 as a GPCR coexpressed with CCR5 in CD4+ T cells and macrophages. In a 

search for GPCR coexpressed with CCR5 in CD4+ T cells, we sorted CCR5+CD4+ T lymphocytes from 

the blood of healthy donors with magnetic beads and specific antibodies, and quantified by multi-RT-

qPCR the expression of 361 GPCR genes. We did the same with macrophages differentiated in vitro 

from the circulating monocytes of the same donors. We observed that among the GPCR genes expressed 
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in peripheral CD4+CCR5+ T cells the EBI2 gene was highly transcribed, EBI2 transcripts being 16-fold 

more abundant than CCR5 transcripts in these HIV target cells. EBI2 was also coexpressed with CCR5 

in macrophages but EBI2 transcripts were 2-fold less abundant than CCR5 transcripts in these myeloid 

cells.

EBI2 forms heteromers with CCR5 in the outer cell membrane. When a GPCR heterodimerizes with 

another GPCR, some of its characteristics can be modified, including its cell surface density, its ligand 

affinity, and its signaling [21-25]. For CCR5, all these characteristics determine HIV-1 R5 replicative 

cycle. Therefore, we analyzed by time-resolved FRET (tr-FRET) whether EBI2 was able to form 

heteromers with CCR5 with a method that gives a direct assessment of receptor cross-interaction at the 

plasma membrane of living cells (21). To this aim, receptors were fused at their N-terminal extracellular 

domain with the genetically encoded tags SNAP or CLIP, that allow specific labelling with fluorescent 

substrates. Thereafter, SNAP-EBI2 and CLIP-CCR5 encoding plasmids were co-transfected in 293T 

cells, and the corresponding receptors were labeled by adding non-permeant fluorophores in the culture 

medium. The tr-FRET signal between the cell surface tagged-receptors was measured, as well as the 

fluorescence signal from each fluorophore. We observed a saturating tr-FRET signal between SNAP-

EBI2 and CLIP-CCR5, typical of a specific interaction in the outer membrane (figure 1). Conversely, 

figure 1 shows a non-saturating tr-FRET signal between CCR5 and the beta-2 adrenergic receptor 

( 2AR) (24), indicating random collisions between these two receptors known not to interact with each 

other (23). As a positive control, CLIP-CCR5 was found to form homomers with SNAP-CCR5 (figure 

1) as previously shown (25). 
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Figure 1. CCR5 forms heteromers with EBI2. Cells were cotransfected with a constant amount of 

CLIP-CCR5 plasmid and increasing amount of the SNAP-EBI2, SNAP-CCR5, or SNAP- 2AR 

plasmid, and labeled with the corresponding fluorophores. Tr-FRET signal normalized with the CLIP-

CCR5 expression signal (FRET / CCR5) is represented in function of SNAP-EBI2 ( ), SNAP-CCR5 

( ) or SNAP- 2AR (O) / CLIP-CCR5 expression ratio (GPCR / CCR5). Tr-FRET signal is expressed 

by the ratio = (520/620 )samples – (520/620)background. The background signal corresponds to cells 

expressing SNAP- and CLIP-tagged proteins labeled with the same fluorophores. The curves were 

obtained by non-linear regressions with R2= 0.9921 and 0.9875 for SNAP-CCR5 and SNAP-EBI2, 

respectively, and by a linear regression for SNAP- 2AR (p value < 0.0001).

Establishment of HIV-1 R5-infectible cell lines expressing a functional EBI2 receptor. To explore the 

consequences of EBI2 expression on HIV-1 replicative cycle, we created CD4+CCR5+ cell lines 

expressing or not the EBI2 gene. To this aim, we first cloned the EBI2 and the EGFP genes separated 

by an IRES sequence into an HIV-1 transfer vector. Then we produced HIV-1 particles able to deliver 

this construct, and transduced CCR5- and CD4-positive human osteosarcoma HOS cells or lymphoid 

MT4 cells with these particles. As a negative control, we transduced the same cells with a LacZ gene. 

We then verified by flow cytometry that EGFP was expressed in the HOS (figure 2A) and MT4 (figure 

2B) cells transduced with the EBI2-IRES-EGFP vector. We also checked that EBI2 transduction did not 

modify CCR5 expression (figure 2C). To ascertain that EBI2 was functional at the surface of these cells, 

we monitored cell culture impedance in presence or absence of the EBI2 ligand 7 ,25-OHC. As shown 

in figure 2D and 2E, addition of 7 ,25-OHC specifically modified the impedance of cells transduced 

with EBI2 but not in cells transduced with LacZ.
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Figure 2. EBI2 expression in HOS and MT4 cells. (A) Transgene expression in HOS cells. EGFP 

fluorescence of HOS cells transduced with EBI2-EGFP (___) or LacZ (…). (B) Transgene expression in 

MT4 cells. EGFP fluorescence of MT4 cells transduced with EBI2-EGFP (___) or LacZ (…). (C) CCR5 

expression in HOS cells transduced with EBI2. HOS cells transduced with EBI2-EGFP (___) or LacZ (-

--) were indirectly labeled with a CCR5 antibody or an isotypic control (…). (D, E) EBI2 expression at 

the surface of EBI2-EGFP transduced HOS cells. HOS cells transduced with EBI2-EGFP (grey line) or 

LacZ (dark line) were exposed (arrow) to control culture medium (D) or to 7 ,25-OHC €, and impedance 

was monitored over time.

EBI2 expression reduces HIV entry. As heterodimerization may modify the interactions between the 

GPCR involved in the heteromer and their ligands, we tested whether the presence of EBI2 modified 

the efficiency of HIV-1 R5 entry, as a consequence of an interference with HIV envelope-CCR5 

interaction. To this aim, we used an assay measuring the delivery of an enzyme, -lactamase, in the 
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course of MT4 cell infection by HIV-1 virions harboring this enzyme fused to the viral protein Vpr 

(Vpr-Blam). The presence of the enzyme in the target cells after infection with these virions was 

measured by quantifying by flow cytometry the transformation of a substrate, CCF2-MA, into a 

fluorescent product by -lactamase. As shown in figure 3, the presence of EBI2 decreased HIV-1 R5 

entry efficiency. In three independent experiments, this inhibition was 48.4 ± 4.9% (mean ± SEM). By 

comparison, preincubation of the MT4 cells with soluble CD4 before infection to inhibit viral envelope 

binding to CD4 resulted in a 90.7 ± 5.0% (mean ± SEM) inhibition.

Figure 3. EBI2 expression reduces HIV entry. MT4 cells transduced with LacZ or EBI2-EGFP and 

cultured in duplicate were exposed or not to R5 HIV-1 particles containing Vpr-Blam, and to the CCF2-

AM substrate. The fluorescence induced by CCF2-AM cleavage was then evaluated by flow cytometry, 

as a marker of viral entry. Representative experiment out of three experiments.

Effect of EBI2 expression on HIV RNA reverse transcription. As CCR5 signaling boosts HIV RNA 

reverse transcription [26], we tested the hypothesis that EBI2 signaling might have the same effect. To 

this aim, we infected HOS cells transduced with EBI2 or lacZ, with replication defective R5 virions and 

monitored the appearance of early and late reverse HIV transcripts in these cells. The amount of early 



38 

 

 

(0.067 ± 0.006 and 0.070 ± 0.003 arbitrary units, p = 0.601) and late (0.012 ± 0.001 and 0.019 ± 0.003 

arbitrary units, p = 0.263) transcripts were similar 3 days later in EBI2- and LacZ-expressing cells, 

respectively (figure 4). Considering that EBI2 has an inhibitory effect on entry, this result suggests that 

EBI2 expression increases early reverse transcription efficiency in target cells which compensates for 

entry inhibition.

Figure 4. Effect of EBI2 expression on HIV RNA reverse transcription. HOS cells transduced with 

LacZ (open histograms) or EBI2-EGFP (closed histograms) were exposed or not to an R5 HIV-1 strain. 

The amount of early (left hand) and late (right hand) transcripts was determined by quantitative PCR.

EBI2 expression induces NFkB activation. EBI2 signaling has been reported to activate the transcription 

factor NFkB .(Gatto et al. 2009) Therefore, we tested by immunofluorescence whether EBI2 expression 

resulted in NFkB translocation. Actually, EBI2 transduction specifically induced NFkB p65 

accumulation around and in the nuclei of HeLa cells (Figure 5). This phenomenon was emphasized by 

the EBI2 agonist 7 ,25-OHC in EBI2-transduced HeLa cells, but still not in LacZ-transduced control 

cells. TNF, a cytokine known to activate NFkB, used as a positive control, induced NFkB translocation 

in both cell lines.



39 

 

 

Figure 5. EBI2 signaling activates NFkB. HeLa cells transduced with EBI2 or LacZ were exposed or 

not (control) to the EBI2 ligand 7 ,25-OHC or to TNF . Thereafter, NF B p65 was labeled with a 

specific anibody and analyzed in fluorescence microscopy.

EBI2 expression activates HIV-1 promoter. As NF B translocation is known to activate the HIV 

promoter LTR, we checked whether EBI2 signaling is able to induce the transcription of an LTR-driven 

reporter gene. To this aim, we transduced Hela-LTR.Luc cells, stably transfected with an LTR fused to 

a luciferase gene [27], with EBI2 or lacZ, incubated these cells with increasing concentrations of 7 ,25-

OHC (0.2 to 2 M), and monitored luciferase transcription. As shown in figure 6A, the EBI2 ligand 

induced luciferase expression in EBI2-expressing cells but not in LacZ-expressing cells (1.90 ± 0.14 

versus 0.84 ± 0.02 fold increase for 0.2 M, p = 0.002). TNF , used as a positive control, induced 

luciferase expression in EBI2+ and EBI2- cells. To ascertain that the effect of 7 ,25-OHC was mediated 

by EBI2 signaling, we repeated the experiment after having incubated or not the cells with the EBI2 

specific antagonist NIBR189. Again 7 ,25-OHC activated the LTR in EBI2-expressing cells but not in 
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LacZ-expressing cells even at 0.01 M (1.41 ± 0.04 versus 1.00 ± 0.03 fold increase, p = 0.001), and 

this effect was inhibited by the EBI2 antagonist (Figure 6B). Similarly, when EBI2- and LacZ-

transduced HOS cells were transiently transfected with a reporter luciferase gene driven by an HIV 

LTR, luciferase activity was higher in the former cells than in the latter (2823 ± 270 and 1322 ± 83 

arbitrary units, respectively, p = 0.006, figure 6C). TNF -induced luciferase expression was also higher 

in EBI2- than in LacZ-expressing cells (figure 6C).

Fig 6A.

Fig 6B.
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Fig 6C.

Figure 6. EBI2 signaling activates HIV-1 LTR.

(A) HeLa cells stably transfected with a luciferase gene driven by an HIV-1 LTR and transduced with 

LacZ (open histograms) or EBI2-EGFP (closed histograms) were exposed or not (negative control) to

various concentrations of 7 ,25-OHC or to TNF (positive control). Thereafter, luciferase activity was 

measured. The increase in luciferase activity as compared with the negative controls (absence of 

stimulus) is represented. (B) The same experiment was performed with two different concentrations of 

7 ,25-OHC, and after having or not preincubated the cells with the EBI2 antagonist NIBR 189. The 

increase in luciferase activity as compared with the negative controls (absence of stimulus) is 

represented. (C) HOS cells transduced with LacZ or EBI2-EGFP and exposed (closed histograms) or 

not (open histograms) to a luciferase

gene driven by an HIV-1 LTR. The luciferase activity measured under these different conditions is 

represented.

EBI2 expression increases HIV replication. As EBI2 expression activates the HIV promoter, we 

analyzed whether it could amplify HIV production. To this purpose we infected CD4- and CCR5-

positive human osteosarcoma (HOS) cells transduced with EBI2 or lacZ with a replicative HIV-1 R5 

strain. EBI2-positive cells produced much more virus than the negative control lacZ-positive cells 

(figure 7A). As soon as day 4, p24 production was 2-fold higher in EBI2- than in LacZ-transduced cells 

(8.9 ± 0.6 versus 4.5 ± 0.3 ng/mL, respectively, p = 0.003). At day 11 the ratio was 11:1. As 25-

hydroxycholesterol has been shown to block membrane fusion between viruses, including HIV, and 

target cell with IC50 of 1µM independently of EBI2 [28], we tested the effect of 7 ,25-OHC on EBI2-

transduced HOS cell infection. Interestingly, 7 ,25-OHC further increased HIV replication at 0.2µM, a 

concentration sufficient to activate the HIV LTR (figure 7A), but not to block viral fusion [28], but 

inhibited it at 1µM (figure 7B). HIV replication was also increased in EBI2-transduced MT4 cells as 
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compared with LacZ-transduced MT4 cells (1,480 ± 49 and 719 ± 153 ng of p24/mL at day 7, 

respectively, p = 0.006, figure 7C). 
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Fig. 7A

Fig. 7B

Fig. 7C

Figure 7. EBI2 expression increases HIV replication. (A) EBI2 expression increases HIV replication 

in HOS cells. HOS cells transduced with LacZ (O) or EBI2-EGFP -1

strain and cultured. Viral production was monitored over time by measuring p24 concentration in the 

cell supernatant. (B) Effect of 7 ,25-OHC on HIV infection of EBI2 expressing cells. HOS cells 

transduced with LacZ or EBI2-EGFP were exposed to an R5 HIV-1 strain and cultured in the presence 
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of the indicated concentrations of 7 ,25-OHC. Viral production was monitored over time by measuring 

p24 concentration in the cell supernatant. The ratio p24 produced by EBI2-positive cells : p24 produced 

by LacZ-positive cells at day 7 postinfection is represented. (C) EBI2 expression increases HIV 

replication in MT4 cells. MT4 cells transduced with LacZ (open histogram) or EBI2-EGFP (closed 

hisogram) were exposed to an R5 HIV-1 strain and cultured. Seven days later, p24 concentration was 

measured in the cell supernatant. 

Discussion

Here we show that EBI2 dimerizes with CCR5. R. Barroso et al. have reported the heterodimerization 

of EBI2 with another chemokine recptor, CXCR5 [29]. Of note, this dimerization resulted in a decrease 

in the affinity of the chemokine CXCL13 for CXCR5. Likewise, CCR5-EBI2 dimerization may reduce 

the affinity of CCR5 ligands, including HIV envelope, for CCR5. This could explain why we observed 

that EBI2 expression diminished the efficiency of HIV R5 entry into CCR5-positive cells. By contrast, 

EBI2 expression seemed to increase early HIV DNA reverse transcription, compensating for its 

inhibitory effect on viral entry. Two non exclusive mechanisms might account for this effect of EBI2 

expression on reverse transcription. We have previously shown that CCR5 signaling triggered upon HIV 

envelope binding to CCR5 increased HIV DNA reverse transcription [3]. CCR5-EBI2 dimerization 

might amplify this phenomenon. On the other hand, the presence of the EBI2 natural ligand 7 ,25-OHC 

in the culture might be responsible for an EBI2 signaling boosting the retroviral reverse transcription. 

The origin of 7 ,25-OHC may be the fetal bovine serum added to the culture medium, since 7 ,25-OHC 

is present in human plasma, and/or the culture cells themselves [30]. The major effect of EBI2 

expression on HIV life cycle is at the level of viral genome transcription via NFkB activation. Again, 

7 ,25-OHC present in the culture medium and/or produced by the cultured cells might be responsible 

for an EBI2 signal resulting in G i, NFkB, and finally LTR activation.

EBI2 ligands have been detected in many lymphoid and nonlymphod tissues [31]. Moreover, 7 ,25-

OHC and its precursors are thought to spread from cell to cell [32]. In vivo, EBI2-positive cells might 

be constantly activated by these ligands. For instance the plasma concentration of 7 ,25-OHC has been 

evaluated to be 0.9 nM [33] with an IC50 of  0.8 nM on EBI2 [10]. These concentrations are much lower 

than the concentrations at which 7 ,25-OHC interferes with enveloped virus-cell fusion [28]. Thus, in 

vivo, the predominant effect of 7 ,25-OHC might be to constantly favor HIV transcription in CD4+ T 

cells rather than to inhibit the fusion step of viral life cycle. This is probably particularly true in 

secondary lymphoid tissues where stromal cells express the two enzymes required for 7 ,25-OHC

synthesis, cholesterol 25-hydroxylase and 25-hydroxycholesterol 7-hydroxylase (CYP7B1) [34].

Accordingly, it would be interesting to monitor the effect of EBI2 antagonists on the residual viral 

production persisting in most patients aviremic under treatment [35]. Moreover, given that oxysterols, 
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including 7 ,25-OHC, bind to ROR t and thereby promote Th17 differentiation [19], EBI2 antagonists 

should also dampen the pathogenic immune activation observed in virologic responders [36].

Just as CXCR5-EBI2 dimerization impairs the interaction between CXCR5 and its ligand CXCL13 [29],

it is possible that CCR5-EBI2 interaction decreases the affinity of EBI2 for its natural ligands and 

thereby negatively modulate EBI2 physiological functions. In addition, HIV gp120 binding to CCR5 

dimerized with EBI2 might exacerbate this phenomenon. Consequently, in viremic patients the function 

of EBI2 may be perturbed in CD4- and CCR5-positive cells. EBI2 signaling has been reported to inhibit 

type I interferon production in plasmacytoid and myeloid dendritic cells [16]. As HIV may infect 

dendritic cells via CCR5, gp120-CCR5 binding could alleviate this inhibition and participate in the type 

I interferon overproduction observed in the course of HIV infection [37]. EBI2 has also been shown to 

drive the positioning of splenic dendritic cells in marginal zone bridging channels, where they encounter 

blood-borne antigens [14, 15]. Impairment of this positioning consecutive to gp120-CCR5-EBI2 

interaction could result in deficient CD4+ T cell activation and humoral immune response. This 

dysfunction might be further increased by the fact that EBI2 also guides T follicular helper T cell in 

secondary lymphoid organs towards the interface of the follicle and T zone, where they interact with 

dendritic cells [38]. Macrophages also express EBI2, in addition to CD4 and CCR5, and the enzymes

necessary for 7 ,25-OHC synthesis, including cholesterol 25-hydroxylase and CYP7B1 [17]. In these 

cells, EBI2 activation induces calcium flux and chemotaxis [17, 18, 39]. Thus, macrophage activity 

could similarly be impaired by circulating soluble or viral gp120. 

Methods

Cells. CD4+ human osteosarcoma HOS cells, human embryonic kidney 293T cells, HeLa-LTR.Luc cells 

[27] were cultivated in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, glutamin and 

penicillin/streptomycin. MT4 cells were cultivated in DMEM supplemented in the same way.

Quantitative multi-RT-PCR. CD4+CCR5+ T cells (2 millions) were sorted using magnetic beads 

coupled to antibodies (Dynabeads Pan Mouse IgG, Invitrogen). Macrophages were obtained by in vitro

differentiation with GM-CSF of PBMC isolated by low density gradient centrifugation. RNAs were 

extracted with Qiamp RNA blood (Qiagen) where an RNAse free DNAse treatment was included. 

cDNA was synthetized with the high capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems). Quality of 

sample was controlled by Q-PCR for correct GAPDH/CCR5 ratio. cDNA from 3 donors were mixed in 

equimolar amounts and 750 ng of this mixture were loaded on a 384-well microfluidic cards pre-loaded 

with primers for 361 different GPCR and 14 housekeeping genes as positive control (TaqMan Low 

Density Arrays from Applied Biosystems). Q-PCR was realized on a ABI Prism 7900HT Sequence 

Detection System.
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Time-resolved FRET. The DNA fragments for CCR5 and EBI2 were obtained by PCR and cloned in 

pRK5-HA-SNAP or pRK5-FLAG-CLIP (MS S1P1 2013[40]), resulting in a fusion of a signal peptide, 

an hemagglutinin (HA) or a FLAG tag, the SNAP or CLIP enzyme[40], and the receptor from the second 

codon to the STOP codon. The SNAP- 2AR construct has been previously described [41]. 293T cells 

were cotransfected with 4 ng of CLIP-CCR5 and increasing amount (1 to 25 ng) of SNAP-CCR5, 

SNAP-EBI2 or SNAP- 2AR, plated at 105 cells/well in a poly ornithine-coated 96-well plate for 30 

hours, and then labeled for 2 hours at 37°C with BC-Lumi4-Tb (1 M) and BG-Green (0.3 M) in 

TagLite (TL) buffer (Cisbio Bioassays). After washing, the emission signal from the BC-Lumi4-Tb and 

the BG-Green fluorophores were recorded at 620 nm and 520 nm, respectively, after excitation at 337 

nm and 485 nm on a time-resolved fluorimeter (PHERAstar FS, BMG Labtechnologies). In the same 

wells, tr-FRET signal was measured at 520 nm between 60 and 400 s after laser excitation at 337 nm. 

Flow cytometry For antibody staining, 200 000 cells were incubated in PBS with anti-human CCR5-PE-

Cy5 antibody (BD Pharmingen 556889) or an isotype control (BD pharmingen 555575) for 1h at 10 

MACSquant flow cytometer. FlowJo was used to analyze data.

Transduction. HIV transfer vectors that express CCR5, LacZ or EBI2 were produced as described [3]

transduced in 8 µg/ml polybrene (Sigma). 

Infection assays with replicative virus. HOS (50 000 cells, 2 mL) or MT4 (100 000 cells, 2 mL) cells 

were exposed to 10 ng of Ad8, washed and cultured. Cell number was adjusted twice a week, and viral 

production was evaluated by measuring p24 antigen in culture supernatant (Innotest HIV Antigen mAb 

kit, Fujirebio, Ingen). 

HIV entry assay. Virions harboring -lactamase were produced by cotransfecting 3 millions of 293T 

cells per plate with 15 g of the HIV proviral DNA pNL4.3 env-luc+, the R5 envelope plasmid pCMV-

Ad8 (6 g), a packaging plasmid (pAX2, 2 g), and the plasmid pMM310 encoding a Vpr gene fused 

to a -lactamase gene (7 g) (S1P1-77). Virus preparations were concentrated by ultracentrifugation on 

4% sucrose (1h30, 26,000 rpm, 4°C). MT4 cells were then exposed for 3.5 hours at 37°C to 500 ng of 

R5 Vpr- lam virus. Cells were then washed and loaded with the CCF2-AM LiveBLAzer™ FRET-B/G 

Loading Kit (Life Technologies) in the presence of 15 mM Probenecid (Sigma). Cells were incubated 

for 1 h at room temperature in CO2-independant medium (Gibco), washed and fixed. The CCF2-AM 

and the cleaved CCF2-AM fluorescences (excitation at 405 nm, emission at 520 nm and 447 nM, 

respectively) were measured by flow cytometry on a MACSQuant analyser 10 (Mylteni).

Real-time PCR detection of HIV transcripts. To produce replication-defective HIV virions, 293T cells 

were co-transfected with the pNL4.3-env--luc plasmid and with the pCMV-Ad8-Env (PNAS 2002). 

HOS cells (100 000 cells, 1mL) were exposed to 20 ng of these virions, and lysed 24 hours later. DNA 
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from early and late transcripts was amplified as described [3]). Genomic CCR5 DNA was used for 

normalization.

LTR activation assays. Hela-LTR.Luc cells were transduced with EBI2 or LacZ, exposed or not to 10

ng/mL of TNF for 6 hours and lysed. Alternatively, HOS cells transduced with EBI2 or LacZ were 

transiently transfected by using lipofectamine Plus (Invitrogen) with the LTR-luc reporter plasmid 

pL274 [42], either wild-

CTCactttccgctgCTC, by Ke Zhang, a gift from Monsef Benkirane), exposed or not to 10 ng/ml of TNF

for 6 hours and lysed. Luciferase activity was then measured in cell extracts using a commercial assay 

(Promega).

Immunofluorescence assay. HOS cells transduced with EBI2 or LacZ were exposed or not for 2 hours 

to 10 ng/ml TNF and labeled for 45 min with an NF B p65 antibody (F-6, Santa Cruz), followed by a 

secondary fluorescent anti-mouse antibody (A546), and finally with Dapi at 5 g/ml for nucleus 

staining.

Statistical analysis. Values are expressed as the mean ± SEM. Differences were analyzed with the one-

tailed unpaired Student’s t test.
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G. Conclusion EBI2

EBI2 s’hétérodimérise avec CCR5. L’interaction entre ces deux récepteurs à la 

membrane cellulaire pourrait être à l’origine de la diminution de l’entrée virale en présence 

d’EBI2 que nous avons observée. En se dimérisant avec CCR5, EBI2 pourrait modifier la

conformation de CCR5 et par là la force de l’interaction entre ce corécepteur et l’enveloppe 

rétrovirale. 

Cependant malgré cette réduction partielle de l’entrée virale, l’effet global d’EBI2 est 

une amplification de la production virale. Effectivement la stimulation d’EBI2 par son ligand 

-OHC, augmente la transcription virale à partir du LTR. Cet effet est bien 

spécifique d’EBI2 puisqu’il est supprimé en présence de l’antagoniste NIBR189. En revanche 

les étapes post traductionnelles ne semblent pas impactées par la présence d’EBI2 (figure 11). 

Par la suite, il sera intéressant d’identifier la voie de signalisation déclenchée par la stimulation 

d’EBI2 responsable de l’activation du LTR ainsi que les éventuels facteurs de transcription 

impliqués.

 

Figure 11. Schéma récapitulatif des étapes du cycle viral modifiées par EBI2.
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Cette observation que des agonistes d’EBI2 induisent l’activation du LTR ouvre la voie 

à l’hypothèse que ces ligands pourraient avoir la capacité de lever la latence virale dans les 

cellules réservoirs. A l’heure où des agents ayant cette capacité (latency reversing agents ou 

LRA) sont activement recherchés dans une perspective de purge des réservoirs viraux, où les 

effets in vivo sur ces réservoirs des premiers LRA sont encore décevants et où ces agents sont 

potentiellement toxiques, la mise en évidence de nouveaux candidats LRA est intéressante.

Par ailleurs si EBI2 modifie la conformation et la fonctionnalité de CCR5, il se pourrait 

que réciproquement la fonctionnalité d’EBI2 soit changée suite à sa dimérisation avec CCR5, 

en particulier en présence de la gp120 rétrovirale.  Cette hypothèse amène à la possibilité que 

chez les patients virémiques, le chimiotactisme via EBI2 lors de la réponse humorale soit 

perturbé. Ceci pourrait contribuer aux dysfonctionnements des cellules B observés chez les 

patients non traités. De plus la stimulation de CCR5 par la gp120 pourrait entraîner celle 

d’EBI2, favorisant l’activation polyclonale des cellules B, également observée chez les patients 

virémiques.
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III. A2A
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A. Le récepteur à l’adénosine

L’adénosine est un nucléoside purinique qui joue un rôle important dans le transfert 

d’énergie sous forme adénosine triphosphate (ATP) et dans la signalisation via l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc). Cependant, l’adénosine joue un rôle direct dans 

l’inflammation et l’activation immunitaire (Gessi et al. 2000). Elle est également produite 

abondamment, potentiellement par tout type cellulaire, dans les situations de stress comme 

l’hypoxie et l’inflammation. Etant donné qu’elle peut affecter un large spectre de fonctions 

biologiques, sa concentration intra- ou extracellulaire reste basse et contrôlée à partir de l’axe 

ATP/ADP/AMP. Sa concentration extracellulaire est de 10 à 200 nM en conditions 

d’homéostasie, mais peut monter localement de 10 à 100 uM en cas d’hypoxie (Fredholm, 

2007). L’adénosine provient de l’action des ecto-pyrases comme CD39 qui hydrolysent l’ATP 

et l’ADP en AMP, puis l’ecto-4-nucléotidase CD73 convertit l’AMP en adénosine (Yegutkin 

2008). En situation physiologique, l’AMP intracellulaire est plutôt transformé en inosine 

monophosphate, mais en situation de stress sa transformation en adénosine est favorisée.  CD39  

et CD73 sont ubiquitaires (Chadwick and Frischauf 1998; Kaczmarek et al. 1996; Thompson 

et al. 2004) et très présents à la surface des lymphocytes et des cellules endothéliales (Airas and 

Jalkanen 1996; Deaglio et al. 2007; Kansas, Wood, and Tedder 1991; Pulte et al. 2007; Ryzhov 

et al. 2011; Thomson et al. 1990). Leur expression est renforcée en cas d’hypoxie (Synnestvedt 

et al. 2002). L’adénosine, elle, est transformée dans les cellules en inosine par l’adénosine 

déaminase (ADA) et en AMP par l’adénosine kinase. Par ailleurs le flux de l’adénosine entre 

les compartiments intracellulaire et extracellulaire est régulé par des « equilibrative nucleoside 

transporters » (ENT). En situation physiologique, l’ENT favorise l’entrée de l’adénosine dans 

les cellules. En cas d’hypoxie tissulaire, comme c’est le cas au décours d’un sepsis, la 

production d’adénosine à partir de l’AMP est accrue, pendant que sa dégradation est réduite du 

fait de modifications des taux (S. Kobayashi, Zimmermann, and Millhorn 2000) et des activités 

(Decking et al. 1997) des enzymes responsables. L’inflammation peut également augmenter le 

taux d’ecto-4-nucléotidase et diminuer le taux et l’activité d’ADA et de l’adénosine kinase 

(Nakav et al. 2010). En conséquence les taux d’adénosine s’élèvent chez l’homme en situation 

d’endotoxémie (Ramakers et al. 2011) et de choc septique (Martin et al. 2000). L’inflammation 

est régulée de manière globalement opposée par L’ATP et l’adénosine ; l’ATP produite sur les 

sites d’inflammation par les cellules immunitaires activées et les cellules endommagées la 

renforce, tandis que l’adénosine produite à partir de l’ATP sur ces sites ralentit le processus 

inflammatoire et l’activation immunitaire, permettant ainsi un rétrocontrôle négatif de ces 
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processus (Fig 12). L’effet global et les effets spécifiques de l’ATP et de l’adénosine dans 

l’inflammation et dans la réponse immunitaire dépendent donc de la régulation fine de la 

concentration extracellulaire de ces deux acteurs, ainsi que de la densité de leurs récepteurs 

respectifs à la surface des cellules impliquées dans cette réponse.

Figure 12. Les effets de l’ATP et de l’adénosine sur les cellules T (tiré  de Faas, Sáez, et de 

Vos 2017).

Dans ces processus, les actions de l’adénosine passent par sa liaison avec quatre 

récepteurs à l’adénosine (Ras) qui sont des RCPGs : A1, A2A, A2b et A3, de structure primaire 

et propriétés pharmacologiques différentes, exprimés dans de nombreux types cellulaires en 

plus des cellules immunitaires. Les effets induits par la stimulation de ces récepteurs vont de 

la vasodilatation, l’inhibition de l’agrégation plaquettaire, la modulation du système 

sympathique à l’inhibition de l’activation immunitaire (Rongen et al. 1997).

Le récepteur A1 est fortement exprimé au niveau du cœur où il régule la consommation 

d’oxygène et la conduction électrique jouant ainsi un rôle protecteur du muscle cardiaque, ainsi 

que dans le cerveau où il influence les mécanismes de la douleur. Il inhibe l’adénylate cyclase 

et les canaux calciques voltage dépendant, active les canaux potassiques, augmente le calcium 

intracellulaire et (J.-F. Chen, 

Eltzschig, and Fredholm 2013).

L’étude du récepteur A3 est complexe car il est exprimé dans de nombreux tissus ;

globalement, il est protecteur du système cardiovasculaire, neuroprotecteur et anti-

inflammatoire dans le cerveau. C’est le seul RA surexprimé dans les cellules cancéreuses et 

inflammatoires, ce qui en fait une cible thérapeutique privilégiée. Des agonistes semblent déjà 

prometteurs dans le traitement de l’arthrite et du psoriasis (Pier Andrea Borea, Pharmacol rev 
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2017). Comme A1, il inhibe l’adenylate cyclase, stimule la phospholipase C et B, et module les 

taux de calcium. (Sachdeva and Gupta 2013).

Au contraire d’A1 et A3, les récepteurs A2 (A2A et A2B) stimulent l’adénylate cyclase et 

augmentent ainsi l’AMPc intracellulaire.  A2B est exprimé dans de nombreux tissus et organes, 

et contrairement à A2A qui a une forte affinité pour l’adénosine, il est activé surtout dans des 

conditions de fortes concentrations d’adénosine lors d’hypoxie, d’ischémie ou d’inflammation

(Ryzhov et al. 2008). Des effets opposés sont décrits dans diverses pathologies, A2B pouvant 

être pro- ou anti-inflammatoire, pro- ou anti-tumoral (Sun and Huang 2016).

A2A joue un rôle protecteur du myocarde comme A1, et de par son implication dans le 

relargage du glutamate et de la dopamine au niveau du cerveau, c’est une cible thérapeutique 

de choix pour la dépression, la douleur, l’insomnie, l’addiction aux drogues et la maladie de 

Parkinson (figure 13). A noter que dans le cerveau, A2A agit par interaction négative avec le 

récepteur à la dopamine D2, un agoniste de A2A agissant comme antagoniste de D2 (Ferré et al. 

1997).

 

Figure 13. A2A : expression (en noir), fonctions (en rouge) et pathologies associées (en bleu), 

(tiré de Lera Ruiz, Lim, et Zheng 2014).

A2A est couplé aux protéines Gs. L’augmentation d’AMPc active la protéine kinase A 

(PKA) et l’EPAC (exchange factor activated by cAMP). L’activation de la PKA aboutit à la 

phosphorylation de NFAT et de CREB (cAMP responsive element-binding protein) qui en liant 
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la sous-unité p65 inhibe l’activation de NF B (Jimenez et al. 2001; Parry and Mackman 1997).

L’activation de la PKA aboutit aussi à l’inhibition de la voie Ras/MAP kinase et de la voie 

NFAT (Panther et al. 2001). Par ailleurs l’activation des MAP kinases ERK1/2 et de RhoA a 

été observée (Mosenden and Taskén 2011; Klinger, Freissmuth, and Nanoff 2002).

1. Structure et ligands d’A2A

Le récepteur A2A présente une structure composée de sept domaines transmembranaires 

typique des RCPGs. A la suite du septième domaine transmembranaire une courte hélice 

parallèle à la surface cytoplasmique est considérée comme le huitième domaine 

transmembranaire (Fig. 14A). Les différences entres les récepteurs de l’adénosine se font au 

niveau de la longueur et de la fonction du domaine extracellulaire N-terminal, du domaine 

intracellulaire C-terminal et des boucles intra et extracellulaires (de Lera Ruiz, Lim, and Zheng 

2014a). 

Les analyses de la structure tridimensionnelle d’A2A lié à l’agoniste naturel adénosine 

ou à l’agoniste inverse ZM241385 permettent de mieux comprendre comment s’effectue le 

passage entre l’état inactivé (stabilisé par l’agoniste inverse) et l’état activé du récepteur 

(stabilisé par l’agoniste). Ce dernier était le seul capable de se coupler aux protéines G et de les 

activer (Zhukov et al. 2011; Lebon et al. 2011) (Fig. 14B), et de manière plus générale de mieux 

comprendre la dynamique d’activation d’un RCPG par son ligand. Ces études ont permis de 

définir la forme de la poche de liaison qui est profonde, plane en cavité étroite pour l’accueil de 

noyaux polyaromatiques. Ces informations structurelles orientent vers des approches pour la 

conception de nouveaux ligands d’A2A. Cependant des résultats inattendus sont parfois obtenus

du fait de la différence conformationnelle entre le récepteur cristallisé stable et la nature 

dynamique du récepteur natif (de Lera Ruiz, Lim, and Zheng 2014a).
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A. B.

Figure 14. Structure du récepteur A2A. A. Structure primaire à 7 domaines 

transmembranaires (tiré de Prosser et al. 2017). B. Structure 3D (Lebon et al. 2011).

Les RAs constituent une cible pharmacologique de choix dans de nombreuses situations 

pathologiques. Les approches pharmacologiques prennent en compte que l’adénosine est 

rapidement métabolisée par diverses enzymes, que les récepteurs sont exprimés dans de 

nombreux tissus, et la signalisation par les RAs est parfois redondante. C’est pourquoi des 

ligands de haute affinité et spécificité ont été générés pour chacun des récepteurs. Néanmoins, 

on constate un phénomène de tolérance, c’est-à-dire une réduction de la réponse à une dose 

spécifique de ligand lors d’un usage chronique ou répété (Jacobson et al. 1996). Ce phénomène, 

dû entre autres à une diminution de l’expression des récepteurs ou à leur internalisation, peut-

être réduit par l’usage d’antagonistes, ou d’agonistes partiels qui agissent de manière 

prédominante comme des antagonistes sur les sites où la signalisation endogène par l’adénosine 

est suffisante (Lambert EACCP 2004). Ces agonistes partiels ont aussi l’avantage de limiter les 

effets secondaires par rapport à un agoniste complet, car leur spectre d’action sur les RAs est 

plus réduit. Une autre approche consiste à utiliser des molécules sous forme inactive ou 

« prodrug »,  c’est-à-dire activées uniquement au niveau du tissu désiré par l’expression locale 

d’une enzyme, comme c’est le cas pour A2A avec l’activation du CD73 dans les tissus 

enflammés (Flögel et al. 2012).

L’adénosine a une forte affinité pour A2A (Ki = 700nM). Des agonistes ont été obtenus 

à partir de l’adénosine, les études ont conclu à la nécessité du maintien de la base et à la 
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modification au niveau de la position 2 de la purine ou en position 5 du ribose.  Le N-

ethylcarboxamidoadénosine (NECA) est un agoniste non sélectif des RAs obtenu par ajout d’un 

groupe alkylamide en position 5 du ribose, ce qui lui confère une plus grande affinité que 

l’adénosine (Ki = 20nM). Le CGS21680, obtenu à partir du NECA par ajout d’un 

phenylethylaminopropanoate en position 3 de l’adénine, est l’agoniste le plus sélectif d’A2A (Ki 

= 27nM).

Il existe également de nombreux antagonistes. La caféine est un antagoniste naturel non 

sélectif des RAs (Ki = 23400 nM). Elle modifie le rythme et le niveau de contraction du muscle 

cardiaque et des muscles lisses, ainsi que la signalisation dans le système nerveux central. Sa 

consommation largement répandue à l’échelle mondiale doit être prise en compte dans les 

traitements utilisant les ligands des RAs.  Le ZM241385 est un antagoniste efficace et plutôt 

sélectif d’A2A (Ki = 0,8 nM). Sa nature bicyclique avec plusieurs possibilités de liaisons 

hydrogènes lui confère une solubilité dans l’eau (de Lera Ruiz, Lim, and Zheng 2014b).

  

A. Adénosine B. NECA C. CGS21680

D. Caféine E.  ZM241385

Figure 15. Structure de l'agoniste naturel adénosine, des agonistes NECA et CGS21680 et 

des antagonistes caféine et ZM241385.
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2. A2A et système immunitaire

A2A est exprimé dans la rate et le thymus, à la surface des cellules T, des cellules NK, 

des monocytes et des macrophages, des cellules dendritiques, des polynucléaires et des 

plaquettes.

Globalement sa stimulation aboutit à une immunosuppression (Blackburn et al. 2009; 

György Haskó and Pacher 2008; György Haskó et al. 2008), conséquence en particulier de 

l’inhibition des voies NF B et JAK/STAT (Majumdar and Aggarwal 2003; Yoshimura, Naka, 

and Kubo 2007), ainsi qu’à la protection des tissus vis-à-vis des dommages inflammatoires par 

ses propriétés vasodilatatrices et de genèse de nouveaux vaisseaux sanguins.

A2a est le principal récepteur pour l’adénosine présent à la surface des lymphocytes T. 

Son expression est augmentée en cas d’activation T (Deaglio et al. 2007; Lappas, Rieger, and 

Linden 2005). La stimulation d’A2A inhibe la production d’IL- -

inflammatoires, la prolifération cellulaire, l’apoptose postactivation, l’activité des cellules T 

cytotoxiques, l’expression de la molécule de co-activation CD40L, mais induit celle des

récepteurs inhibiteurs PD-1 et CTLA4 et la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 

(Raskovalova et al. 2007; Sevigny et al. 2007; Muñoz et al. 1990; Erdmann et al. 2005; Himer 

et al. 2010). Elle inhibe la différenciation des cellules T en Th17 (Zarek et al. 2008). En 

revanche l’activation d’A2A favorise l’expression de Foxp3 et par là, la différenciation des 

cellules Treg (Parry and Mackman 1997). Par ailleurs ces cellules Treg surexpriment CD39 et 

CD73, ce qui leur permet de générer de l’adénosine immunosuppressive (Ralevic and 

Burnstock 1998). La stimulation d’A2a à la surface des cellules iNKT (« invariant natural killer 

T cells -4, d’IL-

cellules (Nowak et al. 2010). L’adénosine inhiberait également l’activité cytotoxique des 

cellules NK (Häusler et al. 2011).

Dans les cellules B, l’activation d’A2A par l’adénosine influe sur les voies de 

signalisation NF- la PKA, elle diminue leur prolifération. 

(Bours et al. 2006).

La liaison de l’adénosine à A2A à la surface des monocytes/macrophages et des cellules 

-1 d’IL-6,

d’IL-8 et d’IL-12 par ces cellules présentatrices d’antigène, leur capacité à induire la 

différenciation des cellules T en Th1 et favorise leur production d’IL-10 (Kreckler et al. 2006; 

G. Haskó et al. 2000; Wall et al. 2009; Bouma et al. 1994; Hamano et al. 2008; Le Moine et al. 
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1996; K. Li et al. 2008). Par ailleurs la stimulation des macrophages et des cellules dendritiques 

par le LPS induit l’expression d’A2A à leur surface (Hamano et al. 2008; Murphree et al. 2005; 

M. Yang et al. 2010; Schnurr et al. 2004; Fossetta et al. 2003; Panther et al. 2001). L’adénosine 

inhiberait également la maturation et l’activation des cellules dendritiques et favoriserait la 

différenciation des macrophages en cellules de phénotype M2 (Csóka et al. 2012).

Au niveau des cellules polynucléaires, l’activation d’A2A inhibe la phagocytose, la 

production de dérivés oxygénés, l’expression membranaire de la molécule d’adhésion VLA-4

et les capacités de liaison à l’endothélium (Salmon and Cronstein 1990; Cronstein et al. 1990; 

Zhao et al. 1996; Cronstein et al. 1992). L’expression d’A2A à la surface des polynucléaires est 

accrue en cas de sepsis chez l’Homme (Kreth et al. 2009).

Ces différents effets immunosuppresseurs jouent des rôles établis dans de nombreuses 

situations pathologiques. Ainsi la signalisation via A2A atténue les lésions de divers organes 

suite à une ischémie suivie de re-perfusion (Day et al. 2004; Okusa et al. 1999; Sharma et al. 

2010; Glover et al. 2005). Au niveau du foie, des agonistes d’A2A ont montré des effets 

bénéfiques dans des modèles animaux d’hépatotoxicité ou de transplantation hépatique 

(Raskovalova et al. 2007; Sevigny et al. 2007; Tang et al. 2007). Au niveau du rein, ces 

agonistes se sont révélés bénéfiques dans des modèles expérimentaux de glomérulonéphrite et 

de néphropathie diabétique (G. E. Garcia et al. 2008; Norton et al. 1992). Ils jouent également 

un rôle protecteur dans des modèles de pneumopathie allergiques ou autoimmunes, de détresse 

respiratoire aigüe (Fozard et al. 2002; M. Thiel et al. 2005) et de lésion artérielle (McPherson 

et al. 2001). Les souris A2A
-/- soumises à un choc endotoxémique produisent plus de cytokines 

inflammatoires et survivent moins bien que des souris sauvages pour ce gène (Ohta and 

Sitkovsky 2001). Réciproquement des agonistes d’A2A améliorent la survie dans un modèle 

murin de sepsis (Sullivan et al. 2004; Moore et al. 2008). Chez l’Homme, l’injection 

intraveineuse d’adénosine diminue la production d’IL-6 déclenchée par l’administration de LPS 

(Soop et al. 2003). De nombreuses cellules cancéreuses surexpriment CD39 et CD73 (Bastid et 

al. 2013) permettant la production d’adénosine, ce qui pourrait contribuer à l’échappement 

tumoral à la réponse immunitaire. De plus l’adénosine pourrait favoriser la prolifération 

tumorale, la néoangiogenèse et les métastases (Antonioli et al. 2013). En conséquence les 

récepteurs à l’adénosine deviennent des cibles thérapeutiques en cancérologie.
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3. A2A et VIH

L’adénosine interviendrait dans le contrôle d’infections virales chroniques comme par 

le VIH ou le cytomégalovirus ; en effet, les patients séropositifs pour ces virus ont une 

fréquence plus élevée de Treg CD39+, ou une expression et une activité augmentées de CD39 

sur les lymphocytes, et donc une production accrue d’adénosine, ce qui résulte en une 

diminution de la réponse antivirale (Aandahl et al. 2004). L’inhibition ou le blocage de CD39 

lève alors l’effet suppresseur des Treg sur les lymphocytes (Nikolova et al. 2011; Schulze et al. 

2011).

Inversement, la stimulation d’A2A induit une désensibilisation hétérologue de CCR5 (N. 

Zhang 2006). De plus, la stimulation d’A2A par Adonis, un anticorps monoclonal se comportant 

comme un agoniste spécifique à durée d’action prolongée inhibe la prolifération des cellules T, 

et entraîne une diminution de l’expression des co-récepteurs du VIH, CXCR4 et CCR5, de 

façon dose dépendante, sans modifier le niveau du récepteur CD4 (By et al. 2010).

 

B. Matériel et méthodes

Les matériels et méthodes de cette partie sont les mêmes que ceux utilisés pour le récepteur 

EBI2. Les ligands d’A2A ainsi que leurs concentrations sont précisés en légende des figures.

C. Résultats

1. Obtention de lignées HOS et MT-4 exprimant A2A

a. Expression d’A2A à la surface des lignées cellulaires

La lignée cellulaire HOS (Human OsteoSarcoma) a été transduite successivement par 

deux vecteur lentiviraux, l’un délivrant le corécepteur CCR5, puis l’autre délivrant la séquence 

du récepteur A2A couplée à l’eGFP (A2A-IRES-eGFP). Nous avons ainsi obtenu des cellules 

HOS coexprimant A2A et CCR5, ou en contrôle négatif LacZ et CCR5. L’expression putative 

des récepteurs a été mesurée en cytométrie de flux par mesure de la fluorescence de l’eGFP 

dans les HOS transduites (Fig. 16A). La lignée cellulaire MT-4 (cellules T humaines 

transformées par HTLV-1) a été transduite comme la lignée HOS (Fig. 16B).
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A. B.

Figure 16. Expression d'A2A-eGFP après transduction de A2A-IRES-eGFP dans les cellules 

HOS (A) et les cellules MT-4 CCR5+ (B). Contrôle avant transduction en pointillé, cellules 

transduites en ligne pleine.

Les lignées HOS et MT4 transduites pour la construction A2A-IRES-eGFP expriment 

donc bien l’eGFP, témoin de la transduction et de l’expression de cette construction.

 

b. Vérification de la présence de récepteurs A2A fonctionnels à la surface des 

cellules HOS

Nous avons utilisé le système Xcelligence qui permet une mesure d’impédance des 

cellules en culture, et ceci en continu, en temps réel et sans marquage. Cette mesure donne des 

informations qualitatives globales sur l’état biologique cellulaire (adhésion, prolifération, 

morphologie) qui sont en relation avec la surface de contact de l’ensemble des cellules.  Nous 

avons testé la réponse des cellules HOS au ligand CGS21680. 



67 

 

A. 

B.

 

Figure 17. Vérification de la présence de récepteurs A2A fonctionnels.

En gris les cellules HOS transduites pour A2A, en noir les cellules contrôles LacZ. A. Contrôle 

de la réaction des cellules HOS au milieu de culture (flèche).  B. Effet de l’ajout d’un ligand 

d’A2A sur les cellules HOS. Ajout de 100 µM de CGS21680 à 1100 µM (flèche). En ordonnée, 

l’index cellulaire traduit les variations d’impédance mesurées sur la grille sur laquelle les 

cellules sont déposées.

Les deux lignées HOS Lac Z et HOS A2A réagissent de manière semblable à une stimulation 

par du milieu de culture (Fig. 17A), alors que seules les HOS A2A répondent fortement à un 

agoniste spécifique d’A2A, le CGS21680 (Fig. 17B). Le récepteur A2A est donc exprimé et de 

manière fonctionnelle à la surface des HOS transduites avec la construction A2A-IRES-GFP.
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2. Effets d’A2A sur l’infection par le VIH-1

Pour évaluer l’effet de l’expression d’A2A lors d’une infection réplicative, des cellules 

HOS CCR5+ A2A et HOS CCR5+ LacZ (en contrôle négatif) ont été infectées avec 10 ng/mL

d’un virus réplicatif R5. L’infection a été mesurée par la concentration de p24 dans le 

surnageant de culture.

 

Figure 18. Infection par un virus réplicatif R5 de cellules HOS CCR5+ exprimant A2A ou 

LacZ

Nous avons réalisé la même expérience su les lignées MT-4 A2A+ et MT-4 LacZ+. Là 

aussi, la présence d’A2A a favorisé la réplication virale.

 

Figure 19. Infection par un virus réplicatif R5 de cellules MT-4 exprimant A2A ou LacZ.
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L’expression d’A2A favorise donc nettement la production virale sur plusieurs cycles de 

réplication, que ce soit avec des cellules HOS comme avec des cellules MT-4.

3. Influence d’A2A sur les étapes du cycle viral

a. Mesure de l’entrée virale

Nous avons mesuré l’entrée virale grâce à des virions dont la protéine VPR est fusionnée 

-Lactamase. Lors de la fusion de ce virus à la membrane, l’enzyme pénètre 

dans le cytosol et clive le substrat CCF2, modifiant ainsi la fluorescence de ce substrat de la 

Lactamase mesurée en cytométrie. L’entrée virale est évaluée par le pourcentage des cellules 

MT-4 CCR5+ devenues fluorescentes (Monel et al. 2012).

 

Figure 20. Schéma de la technique « VPR- quantitative d'entrée 

des virions dans les cellules



70 

 

 

Figure 21. Images de cytométrie montrant le pourcentage de cellules positives pour le 

substrat CCF2 clivé après exposition à un virus VPR-

R5 (moyenne de triplicatas).

L’entrée virale du virus VPR-

augmentée de 25 % en présence d’A2A par rapport au contrôle LacZ.

b. Effets d’A2A sur les rétrotranscrits viraux précoces et tardifs

Nous avons voulu voir si l’expression d’A2A influençait la rétrotranscription. Pour cela, 

les cellules HOS CCR5+ exprimant ou non A2A ont été infectées avec 20 ng d’un virus non 

réplicatif de type R5 pendant 72 heures, puis après lavage et lyse, une qPCR permettant de 

quantifier les rétrotranscrits précoces ou tardifs a été réalisée (Lin et al. 2002) (Fig. 22).
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Précoces Tardifs

 

Figure 22. Effets de l’expression d'A2A sur la production de rétrotranscrits viraux précoces 

et tardifs. La normalisation a été effectuée par rapport à CCR5.

Si nous détectons une tendance de A2A à diminuer la rétrotranscription virale dans les 

cellules HOS, la différence n’est pas significative, ni pour les rétrotranscrits précoces, ni pour 

les tardifs. 

c. Effets d’A2A sur la transcription à partir de la LTR virale

La présence d’A2A pourrait activer des facteurs de transcription qui augmentent 

l’expression génique du VIH. Nous avons étudié l’effet de la stimulation d’A2A par ses ligands 

sur l’activation du LTR. Pour cela, nous avons transduit avec la construction A2A-eGFP ou avec 

LacZ, des cellules Hela préalablement transfectées de façon stable avec le LTR fusionné au 

gène de la luciférase (LTR-luc). Ces cellules ont été exposées 6h à une gamme de concentration 

de deux agonistes d’A2A, le CGS21680 et le NECA, puis nous avons mesuré l’activité luciférase 

(Fig. 23).
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Figure 23. Effet des agonistes CGS21680 et NECA sur l’activation de la LTR.

L’expression d’A2A sans ajout de ligands ne modifie pas l’activité luciférase des 

cellules, mais sa stimulation par les agonistes CGS21680 ou NECA ajouté dans le milieu de 

culture active de façon dose dépendante le promoteur assurant la transcription du VIH. Notons 

qu’on trouve un effet aspécifique à forte concentration (100 µM) de NECA et de CGS sur les 

lignées, donc un effet indépendant du récepteur A2A.

Pour confirmer la spécificité d’action des agonistes d’A2A, nous avons ensuite testé 

l’effet de l’antagoniste ZM241385, ajouté 1h avant les agonistes (Fig. 24).
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A.

B. 

 

Figure 24. Effet de l’antagoniste d’A2A ZM 241385 sur l’activation de la LTR. Annulation 

des effets de agonistes par l’agoniste. A. Agoniste CGS21680 B. NECA

L’antagoniste ZM41385, spécifique de A2A, n’a donc aucun effet per se sur l’expression 

de la LTR. Par contre, il annule ou diminue nettement l’effet des agonistes, ce qui confirme que 

l’action de ces derniers sur la LTR passe par la stimulation du récepteur A2A. L’activation d’A2A
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par ses agonistes CGS21680 ou NECA entraîne donc une augmentation de l’activité des 

promoteurs LTR du VIH.

d. Absence d’effet d’A2A sur les étapes post-traductionnelles

Afin de tester si l’expression d’A2A pouvait favoriser une étape post-transcriptionnelle 

du cycle viral, nous avons comparé la concentration de la protéine p24 intracellulaire après lyse 

du culot à celle de la p24 présente dans le surnageant de culture des cellules infectées (Fig. 25). 

Pour cela nous avons infecté les cellules et mesuré la p24 (Fig. 18).

 

Figure 25. Absence d’effet d’A2A sur la répartition de la p24 produite par des cellules HOS 

infectées. Le ratio entre p24 est calculé entre les HOS A2A et les HOS LacZ, et représenté pour 

la p24 intracellulaire (ligne interrompue) ou la p24 présente dans le surnageant (ligne pleine).

Les deux courbes se superposent, signifiant que l’effet d’A2A sur la production de la protéine 

d’enveloppe est le même pour la p24 intracellulaire comme extracellulaire. L’expression d’A2A

ne modifie donc pas le relargage des particules virales.
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D. Conclusion A2A

In vitro, la présence du récepteur A2A à la membrane de cellules HOS ou MT4 favorise 

la réplication du VIH-1, et ceci sans ajout de ligand dans le milieu de culture.

Comme EBI2, A2A s’hétérodimérise avec CCR5. L’interaction entre A2A et CCR5 à la 

surface cellulaire facilite en revanche légèrement l’entrée virale. Là aussi, en se dimérisant avec 

CCR5, A2A pourrait modifier la conformation de CCR5 et cette fois-ci renforcer l’interaction 

entre ce corécepteur et l’enveloppe rétrovirale. 

La stimulation d’A2A par les agonistes NECA et CGS augmente la transcription virale à 

partir de la LTR, et ceci de manière spécifique, comme l’indique l’annulation de cet effet par 

l’ajout préalable d’un antagoniste. L’absence d’effet d’A2A sur la transcription sans ajout de 

ligand pourrait être due au fait qu’A2A tend à diminuer la prolifération cellulaire (Bours et al. 

2006). Notons l’effet aspécifique des agonistes à haute concentration, qui pourrait s’expliquer 

par un effet direct des agonistes sur la membrane cellulaire (comme c’est décrit pour les 

oxystérols, voir partie EBI2) ou par la stimulation d’un autre récepteur qu’A2A. Ici encore, il 

sera intéressant d’identifier la voie de signalisation déclenchée par la stimulation d’A2A

responsable de l’activation du LTR ainsi que les éventuels facteurs de transcription impliqués.

Pour expliquer le fait que l’ajout de ligand est nécessaire pour activer la transcription 

virale alors que la simple présence d’A2A suffit à favoriser la production virale après infection 

in vitro, nous avons émis l’hypothèse que l’enveloppe virale (via la protéine gp120), en se liant 

à CCR5 qui interagit avec A2A, pourrait être responsable de l’activation indirecte d’A2A.

Par ailleurs, nous n’avons pas détecté d’effet d’A2A sur la transcription inverse.  A noter 

que nous avons utilisé les transcrits CCR5 pour normaliser les résultats de qPCR, ce qui pourrait 

fragiliser ce résultat dans la mesure où il est montré que la stimulation d’A2A par le ligand 

adonis, un anticorps anti-A2A à effet prolongé « agonist-like », diminue la production des 

protéines CCR5 et CXCR4 (By et al. 2010), effet qui pourrait compenser une éventuelle 

augmentation modérée des rétrotranscrits. Cependant nos expériences de mesure des 

rétrotranscrits ont été réalisées en absence de stimulation d’A2A par un ligand, ce qui 

probablement invalide cette hypothèse.

Enfin, l’invariabilité du rapport p24 intracellulaire / p24 extracellulaires après infection 

indique une absence d’effet d’A2A sur une étape postérieure à la traduction des protéines virales. 
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Figure 26. Schéma des étapes du cycle viral modifiées par A2A

Il va être important de déterminer par quel mécanisme A2A favorise la transcription 

virale. Il est improbable que, contrairement à S1P1, cet effet ne passe pas par l’activation de 

eur viral est inactivé par mutation. Par ailleurs, 

A2A

Cette observation que des agonistes d’A2A induisent l’activation du LTR ouvre aussi la 

voie à l’hypothèse que ces ligands pourraient avoir la capacité de lever la latence virale dans 

les cellules réservoirs. Il sera intéressant de tester l’effet des agonistes d’A2A sur la latence 

virale, seuls et en combinaison avec d’autres LRA.
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Par ailleurs si A2A modifie la conformation et la fonctionnalité de CCR5, il se pourrait 

que réciproquement la fonctionnalité d’A2A soit réduite suite à sa dimérisation avec CCR5, en 

particulier en présence de la gp120 rétrovirale. Cette hypothèse amène à la possibilité que chez 

les patients virémiques, les effets inhibiteurs d’A2A sur le système immunitaire soient diminués 

ce qui pourrait contribuer à l’activation immunitaire observée chez ces patients.



78 

 



79 

 

IV. S1P1
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A. S1P

La sphingosine-1-phosphate (S1P) est un sphingolipide, composant des membranes 

cellulaires eucaryotes, qui a de nombreuses fonctions biologiques en tant que molécule de 

signalisation. S1P est synthétisé à partir de la céramide puis de la sphingosine dans la plupart 

des tissus où il est présent à faible concentration, mais les érythrocytes et les cellules 

endothéliales qui sont considérés comme la source majeure de S1P plasmatique (L. Yang et al. 

1999; Pappu et al. 2007; Venkataraman et al. 2008) assurent une concentration élevée de S1P 

(L. Yang et al. 1999; Rosen and Goetzl 2005; Pappu 

et al. 2007; Venkataraman et al. 2008). Sa concentration intracellulaire est étroitement régulée 

par diverses enzymes et dépend d’un équilibre entre sa synthèse par des sphingosine kinases, 

sa reconversion en sphingosine par des S1P phosphatases et sa dégradation par la S1P lyase, 

cette dernière étant en partie responsable d’une faible concentration dans les tissus (S. M. 

Mandala 2001; Spiegel and Milstien 2011). A noter que S1P peut être produit 

extracellulairement à partir de la sphingosine et de l’ATP par la SphK1 relarguée 

constitutivement par l’endothélium vasculaire (Ancellin et al. 2002). Son transport à travers les 

membranes dépend de transporteurs de la famille des ATP-Binding Cassette (ABC) (N. 

Kobayashi et al. 2006; Mitra et al. 2006). Durant l’inflammation, les plaquettes et les 

mastocytes contribuent à une synthèse accrue de S1P (Sano et al. 2002; Brinkmann 2007). À 

l’extérieur des cellules,  S1P est lié à l’albumine ou l’ApoM (Christoffersen et al. 2011).

S1P agit de manière paracrine ou autocrine, comme second messager intracellulaire ou 

comme ligand de cinq récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de classe A, les récepteurs 

S1P1-5 ou  S1PR, pour lesquels il a une affinité de l’ordre du nanomolaire (Spiegel and Milstien 

2011; Rosen and Goetzl 2005). Ces récepteurs peuvent être exprimés simultanément dans les 

cellules et sont couplés à différentes protéines G (Gi/o, Gq ou G12/13). En tant que second 

messager, S1P contrôle notamment l’homéostasie calcique (Ghosh, Bian, and Gill 1994; 

Spiegel and Milstien 2011) et peut agir directement dans le noyau où il influence l’équilibre 

dynamique de l’acétylation des histones et ainsi la transcription de certains gènes cibles 

(Maceyka et al. 2012; Pyne, Bittman, and Pyne 2011). S1P régule de nombreuses fonctions 

comme l’angiogenèse et le remodelage du cytosquelette. Contrairement à ses précurseurs, la 

céramide et la sphingosine, qui sont pro-apoptotiques, S1P induit la prolifération et la survie 

cellulaire et est un médiateur de l’adhésion et de la migration cellulaire (Hla 2003; Spiegel and 

Milstien 2011). Des gradients locaux de S1P influencent les migrations de plusieurs types 

cellulaires. 
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B. S1P1

Le récepteur 1 de la sphingosine-1-phosphate (S1P1), également nommé Endothelial 

differentiation gene 1 (EDG1), est exprimé dans les cellules endothéliales et la plupart des 

cellules du système immunitaire incluant les lymphocytes B et T, les natural killer (NK), les 

cellules dendritiques, les macrophages et les neutrophiles (G. Zhang et al. 1999; Y. Liu et al. 

2000; Matloubian et al. 2004; Choi, Lee, and Chun 2008). L’ARNm de S1P1 est trouvé dans 

de nombreux organes comme le cerveau, les poumons, la rate, les reins, le foie et le coeur (Kluk 

and Hla 2002; Brinkmann 2007).

L’obtention de la structure cristallographique du récepteur S1P1 lié à un antagoniste  

(Hanson et al. 2012) est une aide précieuse pour le développement de nouveaux ligands 

accroît l’activité de la phospholipase C qui augmente le calcium intracellulaire libre, d’ERK 

qui induit la prolifération, de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et de la petite GTPase 

Rac qui permettent la migration et la vasodilatation, et de la protéine kinase Akt qui entraine la 

survie. Par ailleurs, la stimulation de S1P1 inhibe l’adénylate cyclase, ce qui entraine la 

diminution de l’AMPc (Okamoto et al. 1998; Windh et al. 1999; Kluk and Hla 2002). Les 

embryons mutés pour S1P1 développent un réseau vasculaire mais meurent in utero par défaut 

de cellules musculaires lisses et de péricytes.

L’inactivation ciblée de S1P1 au cours du développement chez la souris grâce au 

système Cre-Lox a permis de montrer le rôle de S1P1 dans l’angiogenèse, dans l’intégrité de la 

barrière endothéliale et dans la migration des cellules T et B (C. H. Liu et al. 1999; Y. Liu et al. 

2000; J. G. Garcia et al. 2001; Singleton et al. 2005).

De même que les thymocytes ont besoin de sortir du thymus pour exercer leurs fonctions 

(Cyster 2005; Cyster and Schwab 2012; Brewer 2013), la sortie des lymphocytes des organes 

lymphoïdes est essentielle pour assurer l’immuno-surveillance des tissus.  L’expression 

transitoire de S1P1 sur les cellules T et B du thymus et des ganglions lymphatiques permet leur 

sortie dans la circulation sanguine et lymphatique où la concentration en S1P est plus élevée. Il 

s’en suivra l’internalisation du récepteur en réponse à sa liaison avec son ligand. On observe 

d’ailleurs que l’administration de S1P, en diminuant l’expression membranaire de S1P1, 

entraîne le maintien des lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires. 

S1P1 est régulé par le facteur de transcription Krüppel-like factor 2 (KLF2) qui active 

sa transcription dans les cellules T (Bai et al. 2007). Lors de la stimulation des cellules T, le 
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marqueur d’activation CD69 (cluster of differentiation 69) forme des complexes avec S1P1 

entrainant alors son internalisation, ce qui empêche la sortie des lymphocytes des ganglions 

lymphatiques. Aussi, lors de la maturation des thymocytes, il y a tout d’abord expression de 

CD69 permettant la sélection des thymocytes puis, la surexpression de KLF2 permet 

l’expression de S1P1 entrainant la réduction d’expression de CD69 membranaire et la sortie 

des T naïfs du thymus (Spiegel and Milstien 2011). S1P1 joue également un rôle sur la barrière 

endothéliale qui peut avoir des conséquences sur la migration des lymphocytes empêchant leur 

sortie des organes lymphoïdes secondaires par la formation de jonctions adhérentes (J. G. 

Garcia et al. 2001).

S1P1 empêche le développement des cellules Treg par la voie Akt et affecte leur 

migration vers et hors la périphérie du thymus en contrecarrant les signaux de rétention de 

CCR7, de façon similaire au mécanisme de sortie des cellules T effectrices des nœuds

lymphatiques (Ishimaru et al. 2012). Chez l’homme le traitement par le FTY720 entraine une 

augmentation des cellules Treg mais une diminution des cellules T mémoires centrales (Serpero 

et al. 2013).

L’expression variable de S1P1 à la surface des cellules B leur permet de se déplacer au 

sein des organes lymphoïdes secondaires avec d’autres récepteurs comme CCR7, CXCR4, 

CXCR5, EBI2. Une forte concentration de S1P dans la zone marginale pousse les cellules vers 

une faible concentration dans les follicules, permettant la réexpression du récepteur à ce niveau 

(Rivera, Proia, and Olivera 2008).

S1P1 participe à la migration des cellules dendritiques matures vers les nœuds 

lymphatiques (Rathinasamy et al. 2010). S1P1 est également exprimé dans les monocytes et 

macrophages, régulant leur migration et leur activation. Chez la souris le traitement au FTY720 

est responsable d’une diminution du nombre de monocytes circulant (Lewis et al. 2013).

On trouve une expression de S1P1 dans les cellules T CD4 isolées chez des patients 

souf

spécifiques de S1P1 préviennent ou améliorent la maladie en régulant à la hausse l’expression 

de CD69 dans les lymphocytes, bloquant leur sortie du thymus (Takeshita et al. 2012).
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C. Agonistes et antagonistes de S1P1

Il existe de nombreux agonistes et antagonistes de S1P1 (Urbano et al. 2013; Guerrero, 

Urbano, and Roberts 2016). Dans le travail qui suit, nous avons utilisé le SEW2871 et le 

FTY720.

Le SEW2871 est un agoniste spécifique de S1P1 qui active les voies ERK1/2, Akt et 

Rac, induisant l’internalisation du récepteur avec une demi-vie courte (Jo et al. 2005). Il est à 

noter qu’après internalisation, les récepteurs peu ubiquitinylés, comme c’est le cas du récepteur 

S1P1 stimulé par S1P ou SEW2871, recyclent du compartiment endosomal tardif à la 

membrane plasmique, alors que les récepteurs très ubiquitinylés sont conduits aux lysosomes 

puis dégradés, comme dans le cas de S1P1 stimulé par FTY720-P.

Le FTY720, ou Fingolimod, est une molécule immunomodulatrice dérivée de la 

myriocine. Il lui est préféré pour ses effets moins toxiques et plus immunosuppresseurs, et a été

approuvé par la FDA en 2010 pour son utilisation contre la sclérose en plaque (SEP) (Skoura 

and Hla 2009; Chun and Brinkmann 2011). Sa forme phosphorylée FTY720-P a une forte 

affinité pour S1P1 (Kd = 0,3 nM), mais elle se lie également aux récepteurs S1P3-5.  A noter 

que, contrairement à S1P,  FTY720-P ne stimule que la protéine Gi et antagonise l’effet de S1P 

sur la voie Gq d’autres S1PR (Sensken et al. 2008). De même, alors que S1P3 est internalisé 

par S1P, il ne l’est pas par FTY720-P (Sensken et al. 2008). A noter qu’un modulateur 

spécifique de S1P1, le ponesimod, est actuellement en phase III dans le traitement de la SEP.

FTY720-P agit initialement en tant qu’agoniste de S1P1 pour augmenter les fonctions 

de la barrière endothéliale, réduire la transmigration des lymphocytes et ainsi induire une 

lymphopénie (Singer et al. 2005). Cependant il agit également comme antagoniste fonctionnel 

en induisant l’endocytose et la dégradation du récepteur (Brinkmann et al. 2002), ceci en 

provoquant sa phosphorylation et sa polyubiquitinylation en C terminal, son endocytose via la 

-arrestine, puis sa dégradation par protéolyse (Gräler and Goetzl 2004; 

Matloubian et al. 2004; Oo et al. 2007, 2011). Il entraîne alors une lymphopénie et une 

séquestration des cellules T dans les organes lymphoïdes secondaires (S. Mandala et al. 2002),

empêchant ainsi l’infiltration intracérébrale des lymphocytes T auto-réactifs et la 

démyélinisation (Chiba et al. 1998; S. Mandala et al. 2002). Par son effet immunosuppresseur, 

FTY720 est également utilisé contre le rejet lors des transplantations d’organes et est en essai 

pour le traitement d’allergies et de plusieurs autres maladies inflammatoires (Brinkmann 2007)
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et des études précliniques suggèrent l’usage du FTY720 dans diverses maladies du système 

nerveux central  (O’Sullivan, Velasco-Estevez, and Dev 2017).
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D. Conclusion S1P1

Comme EBI2 et A2A, S1P1 s’hétérodimérise avec CCR5. Comme pour A2A,

l’interaction entre S1P1 et CCR5 à la surface cellulaire facilite légèrement l’entrée virale. Là 

aussi, comme avec A2A, l’interaction entre S1P1 et CCR5 pourrait modifier la conformation de 

CCR5 et renforcer l’interaction entre ce corécepteur et l’enveloppe rétrovirale. 

Cependant, de même que pour EBI2 et A2A, l’effet global de S1P1 est une amplification 

de la production virale. Ceci est dû à une activation du LTR via le facteur de transcription NFkB 

(figure 27).

 

Figure 27. Schéma récapitulatif des étapes du cycle viral modifiées par S1P1

En conséquence des agonistes de S1P1 ont la capacité de lever la latence virale in vitro. 

Il sera intéressant de tester l’effet de ces agonistes ex vivo sur des cellules réservoirs de patients 

avirémiques et de chercher un effet synergique avec d’autres LRA. 
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Il sera aussi intéressant de tester si la fonctionnalité de S1P1 est réduite suite à sa 

dimérisation avec CCR5, en particulier en présence de la gp120 rétrovirale. Cette hypothèse 

pourrait expliquer en partie la séquestration des cellules T dans les organes lymphoïdes 

secondaires observée chez ces patients et la levée de cette séquestration consécutive à la mise 

en place d’un traitement antirétroviral.
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V. Conclusion générale
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Depuis la découverte du VIH, le traitement de la maladie et la qualité de vie des patients 

ont considérablement évolué, notamment grâce aux multithérapies qui ciblent différentes étapes 

du cycle viral. Bien que les nouveaux traitements permettent de lutter efficacement contre le 

VIH en réduisant la virémie à un niveau très bas, aucun ne permet encore d’éradiquer le virus 

de l’organisme, condition nécessaire à la guérison. Un point clé réside dans l’incapacité actuelle 

des traitements à éliminer les cellules réservoirs qui continuent à abriter le virus sous une forme 

silencieuse ou en latence, en particulier des cellules T CD4+ mémoires quiescentes infectées. 

Les stratégies mises en œuvre pour répondre à cet écueil visent à lever la latence du réservoir 

viral en stimulant la transcription du génome viral. L’approche « shock and kill » utilise des 

LRA pour réactiver la production virale et ainsi éliminer les cellules nouvellement productrices 

de virus.   

Les virus R5 utilisent comme corécepteur CCR5 qui est un RCPG. Je présente ici une 

étude de trois RCPGs qui s’hétérodimérisent avec le corécepteur CCR5 et qui modifient 

l’infection par le VIH. Cette thèse examine l’influence de la modulation de l’expression et/ou 

de l’activation d’EBI2, A2A et S1P1 par leurs ligands sur le cycle viral et vise à en comprendre 

les mécanismes. Les résultats obtenus ouvrent des perspectives thérapeutiques pour 

l’élimination des cellules réservoirs. 

Les trois récepteurs EBI2, A2A et S1P1 influent sur la réplication du VIH lorsqu’ils

sont exprimés dans des lignées cellulaires. L’effet global de l’expression de chacun de ces 

RCPGs est une augmentation de la production virale qui résulte d’une stimulation de la 

transcription du virus intégré au génome cellulaire. L’analyse des étapes du cycle viral montre 

quelques différences entre ces récepteurs. Leur présence ou leur stimulation peut favoriser une 

étape, la diminuer ou bien ne pas avoir de conséquences remarquables à ce niveau, dépendant 

du récepteur étudié (figure 28).

Les ligands des trois RCPGs étudiés ici pourraient donc être des candidats LRA pour 

leurs effets stimulant sur la production virale. Il sera intéressant de tester des agonistes d’EBI2 

et d’A2A pour lever la latence, mais également de tester des agonistes de S1P1 en synergie avec 

d’autres LRA décrits par ailleurs. 
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Figure 28. Tableau récapitulatif des effets des récepteurs sur les étapes du cycle viral.



105 

 

VI. Annexe 1 : CXCR4
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En début d’infection par le VIH-1 les virions utilisent principalement CCR5 comme 

corécepteur et sont appelés R5. Ceci même si des virions R5X4 ou X4, capables d’utiliser 

CXCR4 comme corécepteur, étaient présents dans l’inoculum. Ce n’est généralement qu’à un

stade avancé chez environ 40 % des patients que des souches virales X4  utilisant CXCR4 

comme corécepteur émergent (Schuitemaker et al. 1991), alors qu’elles étaient parfois pré-

existantes dans l’organisme infecté. De même la quasi-totalité des individus homozygotes pour 

l ‘allèle D32CCR5, qui n’expriment pas de molécule CCR5 à la surface de leurs cellules, sont 

résistants à l’infection par le VIH. Ces données suggèrent que chez un individu dont le système 

immunitaire est intact, les souches utilisant CXCR4 pourraient être contre-sélectionnées. Ce ne 

serait qu’une fois que des souches R5 ont affaibli ce système immunitaire que des souches 

R5X4 et X4 pourraient se développer.

L’émergence de souches X4 s’accompagne d’une accélération de la progression de la 

maladie (Tersmette et al. 1988). Ceci justifie l’importance d’étudier le phénomène de 

commutation R5 X4.

Le tropisme R5 semble en grande partie conditionné par la boucle V3 de la gp120. Ainsi 

les charges électriques des positions 11, 24 et 25 jouent un rôle dans ce tropisme, mais aussi les 

glycosylations. Cependant d’autres acides aminés semblent jouer un rôle comme l’isoleucine 

en position 326, et des acides aminés situés dans le bridging sheet, dans les domaines V1/V2 et 

C4, mais aussi dans la gp40.

Deux isoformes  du récepteur CXCR4 ont été identifiées chez l’Homme : CXCR4-A et 

CXCR4-B. Le récepteur CXCR4-B est plus long de 5 acides aminés en N terminal et les 4 

acides aminés suivants sont différents. Ces deux isoformes présentent également des 

différences fonctionnelles au niveau du chimiotactisme (Gupta and Pillarisetti 1999).

Nous nous sommes intéressés aux différences entre CXCR4-A et CXCR4-B en tant que 

corécepteur du VIH-1.
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VI. Annexe 2 : étude ACTIVIH
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A. Etat des connaissances

L’infection par le VIH-1 s’accompagne d’une activation immunitaire généralisée. Cette 

activation est réduite sous traitement antirétroviral efficace mais souvent de façon incomplète. 

Or cette activation immunitaire résiduelle a deux effets délétères. D’une part elle entretient le 

déficit immunitaire. D’autre part elle fait le jeu de morbidités dites non liées au SIDA comme 

l’athérothrombose, les troubles neuro-cognitifs, la stéatose hépatique, le syndrome 

métabolique, l’ostéoporose, l’atteinte rénale, l’insuffisance de production hématopoïétique, une 

fragilité générale, voire certains cancers. 

Précédemment les études avaient analysé, chez les patients avirémiques sous traitement 

antirétroviral, appelés « répondeurs virologiques », certaines causes, certains types, et certaines 

conséquences de cette activation immunitaire. Nous avons réalisé maintenant une étude globale 

des causes, types et conséquences de l’activation immunitaire. Notre objectif général a été 

d’établir des corrélations entre les causes de l’activation immunitaire chez les patients 

avirémiques sous traitement, le type d’activation (T CD4+, T CD8+, B, NK, monocytaire, 

polynucléaire, endothéliale, plaquettaire, inflammatoire) et les conséquences de cette activation 

(déficit immunitaire persistant et morbidités non liées au déficit immunitaire). Ces corrélations 

devraient permettre de proposer des mécanismes physiopathologiques (par exemple les 

lipopolysaccharides issus de la translocation bactérienne activent les monocytes via TLR4, 

lesquels monocytes produisent du facteur tissulaire favorisant l’athérothrombose) qui pourront 

être testés expérimentalement. La mise en évidence de ces mécanismes pourrait déboucher sur 

de nouvelles stratégies thérapeutiques les ciblant (dans le cas ci-dessus par exemple l’emploi 

d’antagonistes de TLR4). Ce travail pourrait permettre aussi d’identifier des marqueurs 

biologiques prédictifs de complications favorisées par l’activation immunitaire chronique et 

ainsi d’améliorer le dépistage de ces complications pour une prise en charge plus précoce.

1. Les causes d’activation immunitaire résiduelle chez les répondeurs 

virologiques

Les principales causes d’activation immunitaire chez les répondeurs virologiques sont :

- la production de produits viraux (Palmer et al. 2008) pouvant stimuler le système 

immunitaire soit par la réponse immunitaire spécifique (stimulation xénogénique), soit 

par effet activateur direct (activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes par 

l’ARN rétroviral par exemple)
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- l’infection de novo voire la réplication rétrovirale persistante, ont également un effet 

activateur direct sur les cellules infectées ; en effet, l’accumulation de rétrotranscrits 

même lors d’un cycle d’infection avorté, induit l’apoptose via la voie des caspases et 

une réaction inflammatoire (Doitsh et al. 2010)

- la présence d’agents pathogènes responsables de coinfections actives, en particulier du 

cytomégalovirus (CMV) et du virus de l’hépatite C (HCV) induiraient une costimulation 

immunitaire permanente durant l’infection par le VIH-1, qui pourrait expliquer la 

progression plus rapide de cette dernière chez les patients coinfectés ; on peut alors 

parler de « charge des copathogènes »

- la translocation microbienne, qui est le passage des produits microbiens de la lumière 

intestinale vers l’organisme, secondaire à la destruction de la barrière immunitaire que 

constitue le tissu lymphoïde associé au tube digestif (GALT) dès les stades précoces de 

l’infection par le VIH-1 (Brenchley et al. 2004)

- la lymphopénie T CD4+ probablement via la production d’interleukine (IL)-7, qui a 

une activité proinflammatoire (Sereti et al. 2009) ; en effet, l’administration d’IL-7 chez 

les non répondeurs immunologiques sous HAART induit non seulement une meilleure 

reconstitution immunitaire, mais également une augmentation de l’activation cellulaire 

T CD8+

- l’immunosénescence; le profil immunologique des personnes âgées présente de 

nombreuses similitudes avec celui des sujets infectés par le VIH-1; la sénescence, et en 

particulier l’immunosénescence, est un facteur additionnel à l’origine de l’activation 

immunitaire (Effros, Cai, and Linton 2003), essentiellement via un phénotype 

proinflammatoire

- un déficit en cellules T CD4+ de type régulatrices (Treg) ; les cellules Treg exercent 

un effet inhibiteur sur les autres sous-populations T CD4+ (Th1, Th2, Th17) et une 

carence en activité T CD4+ régulatrice pourrait favoriser l’activation immunitaire 

(Kanwar, Favre, and McCune 2010).

- des perturbations métaboliques activatrices pour le système immunitaire comme 

l’augmentation des taux de lipoprotéines oxydées.
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2. Les types d’activation immunitaire 

Tous les acteurs, centraux ou périphériques, de l’immunité peuvent être activés au cours 

de l’infection chronique par le VIH-1: cellules T et NKT, cellules B, cellules NK, 

monocytes/macrophages, cellules dendritiques, polynucléaires, plaquettes, cellules 

endothéliales, cellules épithéliales, inflammation, coagulation, etc… Cet état d’activation 

immunitaire contraste souvent avec une capacité réduite de développer une réponse 

immunitaire efficace contre un stimulus spécifique. Même si le traitement antirétroviral 

améliore cette situation, habituellement il ne la normalise pas.

Lors de l’infection par le VIH-1 les cellules T sont soumises à une stimulation 

immunitaire répétée étant à l’origine de la sénescence cellulaire T, ainsi que de la limitation du 

répertoire cellulaire T (croissance continue des cellules mémoires spécifiques d’un nombre 

limité d’antigènes et épuisement des réserves des sous-populations cellulaires naïves) 

(Gorochov et al. 1998). La destination finale de la majorité des cellules T CD4+ activées est 

l’apoptose consécutive à l’activation. Même si les cellules T CD8+ expriment également des 

marqueurs d’activation, d’apoptose et de sénescence, elles possèdent une plus grande capacité 

de prolifération et de survie à l’activation (Kovacs et al. 2001) comparativement aux cellules T 

CD4+.

Les cellules B sanguines surexpriment également des marqueurs d’activation (Lane et 

al. 1983), de prolifération (Ho et al. 2006), de différenciation (Moir et al. 2008) et d’apoptose 

(Moir et al. 2004). En conséquence, le taux des immunoglobulines plasmatiques et des 

autoanticorps circulants est-il augmenté (Ng 1996), ainsi que le risque de pathologies 

hématologiques malignes de type B (Biggar 2001).

L’activation de la lignée monocytaire-macrophagique chez les sujets infectés paraît être 

responsable du défaut de chimiotactisme (Smith et al. 1984) et de phagocytose (Musher et al. 

1990), de la diminution du métabolisme oxydatif  (T. P. Chen et al. 1993) et de la capacité 

microbicide (Pittis et al. 1997), ainsi que de la prépondérance des phénotypes pro-

inflammatoires des ces deux populations cellulaires (Canque et al. 1996; Weiss et al. 1989; 

Thieblemont et al. 1995).

Les polynucléaires neutrophiles présentent des capacités microbicides altérées 

(Mastroianni et al. 2000), contrastant avec une réponse inflammatoire exagérée à certains 

stimuli (Cassone et al. 1997).
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Les cellules endothéliales peuvent être activées par des cytokines inflammatoires 

(Krishnaswamy et al. 1999) et certaines protéines virales (tat, nef et gp120) (Bussolino et al. 

2001). Elles secrètent alors des cytokines et des chimiokines (Krishnaswamy et al. 1999).

Les plaquettes présentent des signes d’activation, essentiellement chez les personnes 

virémiques (Karpatkin, Nardi, and Green 2002), et peuvent être à l’origine d’un état 

d’hypercoagulabilité caractérisé par l’augmentation des D-dimères (Kuller et al. 2008)

persistante sous HAART (Neuhaus et al. 2010).

D’une manière plus globale, les niveaux des cytokines pro-inflammatoires sont élevés 

dans le plasma (Kuller et al. 2008; Emilie et al. 1990), le liquide cérébro-spinal (Corasaniti et 

al. 2003) et les ganglions lymphatiques (Emilie et al. 1990).

Nous avons retenu pour cette étude les marqueurs d’activation immunitaire qui ont été 

identifiés comme pouvant persister sous traitement antirétroviral efficace.

3. Les conséquences de l’activation immunitaire

L’activation immunitaire résiduelle sous traitement antirétroviral efficace peut avoir 

deux types de conséquence :

- la persistance de la destruction de cellules T CD4+ (Février, Dorgham, and Rebollo 

2011) pouvant aboutir à une moindre réponse immunologique au traitement et de façon 

plus générale à un déficit immunitaire résiduel. Ainsi, le niveau d’activation 

immunitaire globale ou cellulaire T CD8+ est un meilleur facteur prédictif de la 

progression de la maladie que la charge virale (Giorgi et al. 1999).

- le développement de pathologies non liées au SIDA. De nombreuses études ont établi 

que l’activation immunitaire chez les patients infectés par le VIH-1 traités ou non était 

associée à certaines morbidités non liées au SIDA (Deeks and Phillips 2009; Deeks 

2011; Effros et al. 2008). Parmi celles-ci, nous avons choisi de nous concentrer sur 

l’atteinte hépatique, le syndrome métabolique, l’ostéoporose et les troubles rénaux. Il 

faut ajouter que certains traitements antirétroviraux peuvent accroître le risque de 

développement de certaines de ces comorbidités.

B. Hypothèses de l’étude

Les hypothèses de base de cette étude ont été les suivantes :
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1 - différents facteurs étiologiques peuvent se combiner chez chaque répondeur virologique 

pour induire de l’activation immunitaire

2 – on pourrait alors distinguer chez ces patients différents profils d’activation immunitaire, 

conséquences de combinaisons particulières de facteurs étiologiques

3 – certaines étiologies pourraient donc causer préférentiellement certains profils d’activation 

immunitaire et certains profils d’activation immunitaire pourraient alors causer 

préférentiellement certaines morbidités.

C. Objectifs de l’étude

Notre principal objectif a été d’évaluer, chez des patients infectés par le VIH-1 et 

avirémiques sous traitement les formes (T CD4+, T CD8+, B, NK, monocytaire, polynucléaire, 

endothéliale, plaquettaire, inflammatoire) de l’activation immunitaire généralement présente 

chez ces patients et de voir si l’on pouvait définir des profils d’activation immunitaire.

Notre objectif secondaire a été d’explorer si certains de ces profils d’activation immunitaire 

pouvaient être reliés à certaines morbidités.

D. Critères de jugement

1. Diagnostic des causes d’activation immunitaire

- Production virale résiduelle persistante : présence d’ARN VIH plasmatique détectable

- Translocation microbienne : quantification de l'ADN bactérien plasmatique et 

diagnostic d’espèce bactérienne par PCR 16sRNA. La quantification de l’ADN 

bactérien se fait à l’aide d’une PCR utilisant des amorces amplifiant les parties 

communes du génome des différentes espèces bactériennes ; le diagnostic d’espèce est 

réalisé à l’aide d’une amplification par PCR des parties spécifiques de chaque génome 

bactérien, suivie d’un séquençage des amplicons. 

- Immunosénescence: détermination du nombre et du pourcentage de cellules T CD4+ et

T CD8+ circulantes naïves (CD45RA+) et mémoires (CD45RA-), sénescentes (CD57+)

- Déficit en Treg: détermination du nombre et du pourcentage de cellules T 

CD4+CD25hiCD127lo

- Coinfections HBV, HCV, HEV, CMV, EBV
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2. Diagnostic des types d’activation immunitaire

- Activation T CD4+ et T CD8+: détermination du nombre et du pourcentage de cellules 

T CD4+ et T CD8+ circulantes activées (HLA-DR+ et/ou CD38+)

- Activation B : mesure de la concentration plasmatique d’immunoglobulines

- Activation NK : détermination du nombre et du pourcentage de cellules NK circulantes 

activées (HLA-DR+ et/ou CD69+), sénescentes (CD57+CD56-)

- Activation monocytaire : mesure de la concentration plasmatique de sCD14, sCD163

- Activation polynucléaire : détermination du nombre et du pourcentage de

polynucléaires circulants CD64+ et de la densité membranaire en CD64 des 

polynucléaires CD64+

- Activation endothéliale : mesure de la concentration sanguine des complexes [t-

PA/PAI-1], de la thrombomoduline soluble et de l'EPCR soluble

- Activation plaquettaire : détermination du nombre de microparticules d’origine 

plaquettaire

- Inflammation : mesure de la concentration plasmatique d’IL-6, de CRP (ultrasensible), 

 

3. Diagnostic des marqueurs biologiques des comorbodités

- Bilan clinique de syndrome métabolique : tension artérielle, tour de taille, tour de 

hanche

- Bilan biologique de syndrome métabolique : glycémie à jeun, HbA1c, triglycérides, 

LDL-cholestérol, HDL-cholestérol, insulinémie

 

E. Perspectives

Cette étude a permis d’avoir une vue d’ensemble des causes et types de l’activation 

immunitaire chez les répondeurs virologiques. La thématique de l’activation immunitaire a un 
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intérêt particulier sur ce terrain, avec des multiples implications cliniques. Si on objective des 

causes persistantes d’activation immunitaire, on pourra suggérer un traitement spécifique pour 

chaque cause afin de les contrôler et limiter ainsi les conséquences en termes de déficit 

immunitaire persistant et morbidités non liées au déficit immunitaire.

Notre étude transversale va être complétée par une étude longitudinale. Le suivi des 

morbidités apparaissant au cours du temps au sein de la même cohorte de patients permettra de 

mettre en évidence de biomarqueurs prédictifs de ces morbidités. De plus des sous-études de la 

morbidité cardio-vasculaire, hépatique et neuro-cognitive feront l’objet de projets ultérieurs au 

sein de la même population de patients, afin d’établir des associations possibles entre le profil 

immunitaire et les différents types de comorbidités.

Par ailleurs, il est très probable que les voies pathogènes que nous allons étudier, reliant 

activation immunitaire chronique et les morbidités citées, soient une des clefs du vieillissement 

"physiologique", ce qui pourrait être confirmé par d’autres études sur d’autres cohortes de 

patients. 
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VI. Annexe 3 : productions et 
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Suppressed Viremia Is Linked to Metabolic Syndrome: The ACTIVIH Study »

Christina Psomas, Mehwish Younas, Christelle Reynes, Renaud Cezar, Pierre Portalès, 

Edouard Tuaillon, Adeline Guigues, Corinne Merle, Nadine Atoui, Céline Fernandez, 

Vincent Le Moing, Claudine Barbuat, Grégory Marin, Nicolas Nagot, Albert Sotto, 

Jean-François Eliaou, Robert Sabatier, Jacques Reynes et Pierre Corbeau.  

EBioMedicine 8 (juin): 265 76. doi:10.1016/j.ebiom.2016.05.008. (2016)

- « Corrigendum to “One of the Immune Activation Profiles Observed in HIV-1-Infected 

Adults with Suppressed Viremia Is Linked to Metabolic Syndrome: The ACTIVIH 

Study” [EBioMedicine 8 (2016) 265-276] » EBioMedicine 10 (août): 318 22.

doi:10.1016/j.ebiom.2016.08.003. (2016)

- « The Two Human CXCR4 Isoforms Display Different HIV Receptor Activities: 

Consequences for the Emergence of X4 Strains » Charline Duquenne, Christina 

Psomas, Sandrine Gimenez, Adeline Guigues, Marie-Josée Carles, Claudine Barbuat, 

Jean-Philippe Lavigne, Albert Sotto, Jacques Reynes, Paul Guglielmi, Clément 
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Mettling, Vincent François et Pierre Corbeau. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 

1950) 193 (8): 4188 94. doi:10.4049/jimmunol.1303298. (2014)

2. Article en préparation

- « The EBI2 receptor is coexpressed with CCR5 in CD4+ T cells and boosts HIV-1 R5 

replication » Adeline Guigues, Sandrine Gimenez, Clément Mettling, Damien Maurel, 

Laurent Prézeau, Vincent François et Pierre Corbeau.

3. Communication affichées

- EBI2 interacts with the HIV Co-receptor CCR5 and interfers with HIV-1 infection »

Adeline Guigues, Sandrine Gimenez, Clément Mettling, Pierre Corbeau et Vincent 

François. CBS2 days. Montpellier, 2016.

- « The A2A receptor interacts with the HIV co-receptor and enhances HIV infection »

Adeline Guigues, Sandrine Gimenez, Clément Mettling, Laurent Prezeau, Pierre 

Corbeau et Vincent François. Montpellier infectious diseases. Mèze, 2015

- « The A2A receptor interacts with the HIV co-receptor and enhances HIV infection »

Adeline Guigues, Sandrine Gimenez, Clément Mettling, Laurent Prezeau, Pierre 

Corbeau et Vincent François. IGH days. Montpellier, 2015.

- « Étude de l’effet d ‘un récepteur couplé aux protéines G et de sa stimulation sur la 

fonction de CCR5, co-récepteur du VIH-1. » Adeline Guigues, Charline Duquenne, 

Sandrine Gimenez, Vincent François et Pierre Corbeau. Université des jeunes 

chercheurs, Sidaction. Carry le Rouet, 2013.

4. Communication orale

- « Interactions de CCR5 et d'EBI2 : conséquences sur l'infection par le VIH-1 R5 »

https://www.youtube.com/watch?v=BGqxWq-Cdpc. Montpellier, 2016.
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B. Formations suivies

Catégorie : Méthodologie et outils de la thèse

Accueil et Rencontre des Doctorants (11 décembre 2014)

Catégorie : Méthodologie de la recherche

Documentation / Dépôt électronique des thèses - Session 1 (19 janvier 2016) Université 

Montpellier 3 - Site Saint-Charles, salle des Colloques

Catégorie : Hygiène et sécurité

Préparation à l'habilitation conduite d'autoclaves CNRS délégation LR à Montpellier

Catégorie : Atelier technologique

Découverte du BRET pour l'étude de la transduction du signal et du criblage de molécules 

BioCampus Montpellier

Catégorie : Enseignement 

Prise de parole en public, pédagogie interactive niveau 1 (09 décembre 2015)

Catégorie : Culture et médiation scientifique

La médiation scientifique : comment préparer et gérer un atelier de découverte scientifique 

destiné aux élèves du primaire CBS2 Montpellier et CEMEA Languedoc Roussillon

Catégorie : Formations scientifiques interdisciplinaires

Université des jeunes chercheurs 2013 Sidaction à Carry le Rouet
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Catégorie : Outil pour la poursuite de carrière

« GESTION DU STRESS » Adopter un comportement gagnant (23 octobre 2015)

Catégorie : Insertion professionnelle

Concours Ma thèse en 180 secondes Languedoc Roussillon 2016 (11 février 2016)

Catégorie : Langues

Anglais préparation TOEIC doctorants en 3ème année +700 au test (29 septembre 2015)

Université Montpellier 2, département des langues Bâtiment 5

  



155 

 

IX. Références bibliographiques

  



156 

 

  



157 

 

Aandahl, E. M., J. Michaelsson, W. J. Moretto, F. M. Hecht, and D. F. Nixon. 2004. “Human CD4+ 

CD25+ Regulatory T Cells Control T-Cell Responses to Human Immunodeficiency Virus and 

Cytomegalovirus Antigens.” Journal of Virology 78 (5):2454–59. 

https://doi.org/10.1128/JVI.78.5.2454-2459.2004. 

Airas, L., and S. Jalkanen. 1996. “CD73 Mediates Adhesion of B Cells to Follicular Dendritic Cells.” 

Blood 88 (5):1755–64. 

Ancellin, Nicolas, Chantal Colmont, Joseph Su, Qin Li, Nanette Mittereder, Sung-Suk Chae, 

Steingrimur Stefansson, Gene Liau, and Timothy Hla. 2002. “Extracellular Export of 

Sphingosine Kinase-1 Enzyme. Sphingosine 1-Phosphate Generation and the Induction of 

Angiogenic Vascular Maturation.” The Journal of Biological Chemistry 277 (8):6667–75. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M102841200. 

Antonioli, Luca, Corrado Blandizzi, Pál Pacher, and György Haskó. 2013. “Immunity, Inflammation and 

Cancer: A Leading Role for Adenosine.” Nature Reviews. Cancer 13 (12):842–57. 

https://doi.org/10.1038/nrc3613. 

Bai, Ailin, Hui Hu, Mandy Yeung, and Jianzhu Chen. 2007. “Kruppel-like Factor 2 Controls T Cell 

Trafficking by Activating L-Selectin (CD62L) and Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1 

Transcription.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 178 (12):7632–39. 

Barré-Sinoussi, F., J. C. Chermann, F. Rey, M. T. Nugeyre, S. Chamaret, J. Gruest, C. Dauguet, et al. 

1983. “Isolation of a T-Lymphotropic Retrovirus from a Patient at Risk for Acquired Immune 

Deficiency Syndrome (AIDS).” Science (New York, N.Y.) 220 (4599):868–71. 

Barroso, R., L. M. Munoz, S. Barrondo, B. Vega, B. L. Holgado, P. Lucas, A. Baillo, J. Salles, J. M. 

Rodriguez-Frade, and M. Mellado. 2012. “EBI2 Regulates CXCL13-Mediated Responses by 

Heterodimerization with CXCR5.” The FASEB Journal 26 (12):4841–54. 

https://doi.org/10.1096/fj.12-208876. 

Bastid, J., A. Cottalorda-Regairaz, G. Alberici, N. Bonnefoy, J.-F. Eliaou, and A. Bensussan. 2013. 

“ENTPD1/CD39 Is a Promising Therapeutic Target in Oncology.” Oncogene 32 (14):1743–51. 

https://doi.org/10.1038/onc.2012.269. 

Benned-Jensen, Tau, Christian M. Madsen, Kristine N. Arfelt, Christian Smethurst, Andy Blanchard, 

Robert Jepras, and Mette M. Rosenkilde. 2013. “Small Molecule Antagonism of Oxysterol-

Induced Epstein-Barr Virus Induced Gene 2 (EBI2) Activation.” FEBS Open Bio 3 (1):156–60. 

https://doi.org/10.1016/j.fob.2013.02.003. 

Benned-Jensen, Tau, Christoffer Norn, Stephane Laurent, Christian M. Madsen, Hjalte M. Larsen, 

Kristine N. Arfelt, Romain M. Wolf, Thomas Frimurer, Andreas W. Sailer, and Mette M. 

Rosenkilde. 2012. “Molecular Characterization of Oxysterol Binding to the Epstein-Barr Virus-

Induced Gene 2 (GPR183).” Journal of Biological Chemistry 287 (42):35470–83. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M112.387894. 

Benned-Jensen, Tau, Christopher Smethurst, Peter J. Holst, Kevin R. Page, Howard Sauls, Bjørn 

Sivertsen, Thue W. Schwartz, Andy Blanchard, Robert Jepras, and Mette M. Rosenkilde. 2011. 

“Ligand Modulation of the Epstein-Barr Virus-Induced Seven-Transmembrane Receptor EBI2: 

IDENTIFICATION OF A POTENT AND EFFICACIOUS INVERSE AGONIST.” Journal of Biological 

Chemistry 286 (33):29292–302. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.196345. 

Biggar, R. J. 2001. “AIDS-Related Cancers in the Era of Highly Active Antiretroviral Therapy.” Oncology 

(Williston Park, N.Y.) 15 (4):439-448; discussion 448-449. 

Birkenbach, M., K. Josefsen, R. Yalamanchili, G. Lenoir, and E. Kieff. 1993. “Epstein-Barr Virus-Induced 

Genes: First Lymphocyte-Specific G Protein-Coupled Peptide Receptors.” Journal of Virology 

67 (4):2209–2220. 

Blackburn, Michael R., Constance O. Vance, Eva Morschl, and Constance N. Wilson. 2009. “Adenosine 

Receptors and Inflammation.” Handbook of Experimental Pharmacology, no. 193:215–69. 

https://doi.org/10.1007/978-3-540-89615-9_8. 

Bouma, M. G., R. K. Stad, F. A. van den Wildenberg, and W. A. Buurman. 1994. “Differential 

Regulatory Effects of Adenosine on Cytokine Release by Activated Human Monocytes.” 

Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 153 (9):4159–68. 



158 

 

Bours, M. J. L., E. L. R. Swennen, F. Di Virgilio, B. N. Cronstein, and P. C. Dagnelie. 2006. “Adenosine 

5’-triphosphate and Adenosine as Endogenous Signaling Molecules in Immunity and 

Inflammation.” Pharmacology & Therapeutics 112 (2):358–404. 

https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2005.04.013. 

Brenchley, Jason M., Timothy W. Schacker, Laura E. Ruff, David A. Price, Jodie H. Taylor, Gregory J. 

Beilman, Phuong L. Nguyen, et al. 2004. “CD4+ T Cell Depletion during All Stages of HIV 

Disease Occurs Predominantly in the Gastrointestinal Tract.” The Journal of Experimental 

Medicine 200 (6):749–59. https://doi.org/10.1084/jem.20040874. 

Brewer, Joseph W. 2013. “Phospholipids: ‘greasing the Wheels’ of Humoral Immunity.” Biochimica Et 

Biophysica Acta 1831 (3):642–51. https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2012.09.018. 

Briggs, John A. G., Thomas Wilk, Reinhold Welker, Hans-Georg Kräusslich, and Stephen D. Fuller. 

2003. “Structural Organization of Authentic, Mature HIV-1 Virions and Cores.” The EMBO 

Journal 22 (7):1707–15. https://doi.org/10.1093/emboj/cdg143. 

Brink, Robert. 2016. “EBI2 Unlocks the Door to the Tfh Cell Nursery.” Immunology and Cell Biology 94 

(7):621–22. https://doi.org/10.1038/icb.2016.52. 

Brinkmann, Volker. 2007. “Sphingosine 1-Phosphate Receptors in Health and Disease: Mechanistic 

Insights from Gene Deletion Studies and Reverse Pharmacology.” Pharmacology & 

Therapeutics 115 (1):84–105. https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2007.04.006. 

Brinkmann, Volker, Michael D. Davis, Christopher E. Heise, Rainer Albert, Sylvain Cottens, Robert Hof, 

Christian Bruns, et al. 2002. “The Immune Modulator FTY720 Targets Sphingosine 1-

Phosphate Receptors.” The Journal of Biological Chemistry 277 (24):21453–57. 

https://doi.org/10.1074/jbc.C200176200. 

Brown, A. J., and W. Jessup. 1999. “Oxysterols and Atherosclerosis.” Atherosclerosis 142 (1):1–28. 

Bussolino, F., S. Mitola, G. Serini, G. Barillari, and B. Ensoli. 2001. “Interactions between Endothelial 

Cells and HIV-1.” The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 33 (4):371–90. 

By, Youlet, Jos?e-Martine Durand-Gorde, Jocelyne Condo, Pierre-Jean Lejeune, Emmanuel Fenouillet, 

R?gis Guieu, and Jean Ruf. 2010. “Monoclonal Antibody?assisted Stimulation of Adenosine 

A2A Receptors Induces Simultaneous Downregulation of CXCR4 and CCR5 on CD4+ T-Cells.” 

Human Immunology 71 (11):1073–76. https://doi.org/10.1016/j.humimm.2010.08.010. 

Canque, B., M. Rosenzwajg, A. Gey, E. Tartour, W. H. Fridman, and J. C. Gluckman. 1996. 

“Macrophage Inflammatory Protein-1alpha Is Induced by Human Immunodeficiency Virus 

Infection of Monocyte-Derived Macrophages.” Blood 87 (5):2011–19. 

Cantor, Rita M., Jinying Yuan, Susan Napier, Naoko Kono, Jennifer M. Grossman, Bevra H. Hahn, and 

Betty P. Tsao. 2004. “Systemic Lupus Erythematosus Genome Scan: Support for Linkage at 

1q23, 2q33, 16q12-13, and 17q21-23 and Novel Evidence at 3p24, 10q23-24, 13q32, and 

18q22-23.” Arthritis and Rheumatism 50 (10):3203–10. https://doi.org/10.1002/art.20511. 

Cassone, A., P. Chiani, I. Quinti, and A. Torosantucci. 1997. “Possible Participation of 

Polymorphonuclear Cells Stimulated by Microbial Immunomodulators in the Dysregulated 

Cytokine Patterns of AIDS Patients.” Journal of Leukocyte Biology 62 (1):60–66. 

Chadwick, B. P., and A. M. Frischauf. 1998. “The CD39-like Gene Family: Identification of Three New 

Human Members (CD39L2, CD39L3, and CD39L4), Their Murine Homologues, and a Member 

of the Gene Family from Drosophila Melanogaster.” Genomics 50 (3):357–67. 

https://doi.org/10.1006/geno.1998.5317. 

Chalmin, F., V. Rochemont, C. Lippens, A. Clottu, A. W. Sailer, D. Merkler, S. Hugues, and C. Pot. 2015. 

“Oxysterols Regulate Encephalitogenic CD4(+) T Cell Trafficking during Central Nervous 

System Autoimmunity.” Journal of Autoimmunity 56 (January):45–55. 

https://doi.org/10.1016/j.jaut.2014.10.001. 

Chen, Bo. 2016. “HIV Capsid Assembly, Mechanism, and Structure.” Biochemistry 55 (18):2539–52. 

https://doi.org/10.1021/acs.biochem.6b00159. 

Chen, Jiang-Fan, Holger K. Eltzschig, and Bertil B. Fredholm. 2013. “Adenosine Receptors as Drug 

Targets — What Are the Challenges?” Nature Reviews Drug Discovery 12 (4):265–86. 

https://doi.org/10.1038/nrd3955. 



159 

 

Chen, T. P., R. L. Roberts, K. G. Wu, B. J. Ank, and E. R. Stiehm. 1993. “Decreased Superoxide Anion 

and Hydrogen Peroxide Production by Neutrophils and Monocytes in Human 

Immunodeficiency Virus-Infected Children and Adults.” Pediatric Research 34 (4):544–50. 

https://doi.org/10.1203/00006450-199310000-00032. 

Chiang, Eugene Y., Robert J. Johnston, and Jane L. Grogan. 2013. “EBI2 Is a Negative Regulator of 

Type I Interferons in Plasmacytoid and Myeloid Dendritic Cells.” Edited by Volker Thiel. PLoS 

ONE 8 (12):e83457. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0083457. 

Chiba, K., Y. Yanagawa, Y. Masubuchi, H. Kataoka, T. Kawaguchi, M. Ohtsuki, and Y. Hoshino. 1998. 

“FTY720, a Novel Immunosuppressant, Induces Sequestration of Circulating Mature 

Lymphocytes by Acceleration of Lymphocyte Homing in Rats. I. FTY720 Selectively Decreases 

the Number of Circulating Mature Lymphocytes by Acceleration of Lymphocyte Homing.” 

Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 160 (10):5037–44. 

Choi, Ji Woong, Chang-Wook Lee, and Jerold Chun. 2008. “Biological Roles of Lysophospholipid 

Receptors Revealed by Genetic Null Mice: An Update.” Biochimica Et Biophysica Acta 1781 

(9):531–39. https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2008.03.004. 

Christoffersen, Christina, Hideru Obinata, Sunil B. Kumaraswamy, Sylvain Galvani, Josefin Ahnström, 

Madhumati Sevvana, Claudia Egerer-Sieber, et al. 2011. “Endothelium-Protective 

Sphingosine-1-Phosphate Provided by HDL-Associated Apolipoprotein M.” Proceedings of the 

National Academy of Sciences of the United States of America 108 (23):9613–18. 

https://doi.org/10.1073/pnas.1103187108. 

Chun, Jerold, and Volker Brinkmann. 2011. “A Mechanistically Novel, First Oral Therapy for Multiple 

Sclerosis: The Development of Fingolimod (FTY720, Gilenya).” Discovery Medicine 12 

(64):213–28. 

Clavel, F., D. Guétard, F. Brun-Vézinet, S. Chamaret, M. A. Rey, M. O. Santos-Ferreira, A. G. Laurent, C. 

Dauguet, C. Katlama, and C. Rouzioux. 1986. “Isolation of a New Human Retrovirus from 

West African Patients with AIDS.” Science (New York, N.Y.) 233 (4761):343–46. 

Corasaniti, M. T., C. Bellizzi, R. Russo, C. Colica, D. Amantea, and G. Di Renzo. 2003. “Caspase-1 

Inhibitors Abolish Deleterious Enhancement of COX-2 Expression Induced by HIV-1 gp120 in 

Human Neuroblastoma Cells.” Toxicology Letters 139 (2–3):213–19. 

Corbeau, Pierre, and Jacques Reynes. 2009. “CCR5 Antagonism in HIV Infection: Ways, Effects, and 

Side Effects.” AIDS (London, England) 23 (15):1931–43. 

https://doi.org/10.1097/QAD.0b013e32832e71cd. 

Craig, Fiona E., Lawrence R. Johnson, Stephen A. K. Harvey, Michael A. Nalesnik, Jianhua H. Luo, 

Soumyaroop D. Bhattacharya, and Steven H. Swerdlow. 2007. “Gene Expression Profiling of 

Epstein-Barr Virus-Positive and -Negative Monomorphic B-Cell Posttransplant 

Lymphoproliferative Disorders.” Diagnostic Molecular Pathology: The American Journal of 

Surgical Pathology, Part B 16 (3):158–68. https://doi.org/10.1097/PDM.0b013e31804f54a9. 

Cronstein, B. N., L. Daguma, D. Nichols, A. J. Hutchison, and M. Williams. 1990. “The 

Adenosine/Neutrophil Paradox Resolved: Human Neutrophils Possess Both A1 and A2 

Receptors That Promote Chemotaxis and Inhibit O2 Generation, Respectively.” The Journal of 

Clinical Investigation 85 (4):1150–57. https://doi.org/10.1172/JCI114547. 

Cronstein, B. N., R. I. Levin, M. Philips, R. Hirschhorn, S. B. Abramson, and G. Weissmann. 1992. 

“Neutrophil Adherence to Endothelium Is Enhanced via Adenosine A1 Receptors and 

Inhibited via Adenosine A2 Receptors.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 148 

(7):2201–6. 

Csóka, Balázs, Zsolt Selmeczy, Balázs Koscsó, Zoltán H. Németh, Pál Pacher, Peter J. Murray, Diane 

Kepka-Lenhart, et al. 2012. “Adenosine Promotes Alternative Macrophage Activation via A2A 

and A2B Receptors.” FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American 

Societies for Experimental Biology 26 (1):376–86. https://doi.org/10.1096/fj.11-190934. 

Cyster, Jason G. 2005. “Chemokines, Sphingosine-1-Phosphate, and Cell Migration in Secondary 

Lymphoid Organs.” Annual Review of Immunology 23:127–59. 

https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.23.021704.115628. 



160 

 

Cyster, Jason G., and Susan R. Schwab. 2012. “Sphingosine-1-Phosphate and Lymphocyte Egress from 

Lymphoid Organs.” Annual Review of Immunology 30:69–94. 

https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-020711-075011. 

Day, Yuan-Ji, Melissa A. Marshall, Liping Huang, Marcia J. McDuffie, Mark D. Okusa, and Joel Linden. 

2004. “Protection from Ischemic Liver Injury by Activation of A2A Adenosine Receptors 

during Reperfusion: Inhibition of Chemokine Induction.” American Journal of Physiology. 

Gastrointestinal and Liver Physiology 286 (2):G285-293. 

https://doi.org/10.1152/ajpgi.00348.2003. 

Deaglio, Silvia, Karen M. Dwyer, Wenda Gao, David Friedman, Anny Usheva, Anna Erat, Jiang-Fan 

Chen, et al. 2007. “Adenosine Generation Catalyzed by CD39 and CD73 Expressed on 

Regulatory T Cells Mediates Immune Suppression.” The Journal of Experimental Medicine 204 

(6):1257–65. https://doi.org/10.1084/jem.20062512. 

Decking, U. K., G. Schlieper, K. Kroll, and J. Schrader. 1997. “Hypoxia-Induced Inhibition of Adenosine 

Kinase Potentiates Cardiac Adenosine Release.” Circulation Research 81 (2):154–64. 

Deeks, Steven G. 2011. “HIV Infection, Inflammation, Immunosenescence, and Aging.” Annual Review 

of Medicine 62:141–55. https://doi.org/10.1146/annurev-med-042909-093756. 

Deeks, Steven G., and Andrew N. Phillips. 2009. “HIV Infection, Antiretroviral Treatment, Ageing, and 

Non-AIDS Related Morbidity.” BMJ (Clinical Research Ed.) 338 (January):a3172. 

Diczfalusy, Ulf, Katarina E. Olofsson, Ann-Margreth Carlsson, Mei Gong, Douglas T. Golenbock, Olav 

Rooyackers, Urban Fläring, and Harry Björkbacka. 2009. “Marked Upregulation of Cholesterol 

25-Hydroxylase Expression by Lipopolysaccharide.” Journal of Lipid Research 50 (11):2258–

64. https://doi.org/10.1194/jlr.M900107-JLR200. 

Doitsh, Gilad, Marielle Cavrois, Kara G. Lassen, Orlando Zepeda, Zhiyuan Yang, Mario L. Santiago, 

Andrew M. Hebbeler, and Warner C. Greene. 2010. “Abortive HIV Infection Mediates CD4 T 

Cell Depletion and Inflammation in Human Lymphoid Tissue.” Cell 143 (5):789–801. 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2010.11.001. 

Duquenne, Charline, Christina Psomas, Sandrine Gimenez, Adeline Guigues, Marie-Josée Carles, 

Claudine Barbuat, Jean-Philippe Lavigne, et al. 2014. “The Two Human CXCR4 Isoforms 

Display Different HIV Receptor Activities: Consequences for the Emergence of X4 Strains.” 

Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 193 (8):4188–94. 

https://doi.org/10.4049/jimmunol.1303298. 

Effros, Rita B., Zeling Cai, and Phyllis-Jean Linton. 2003. “CD8 T Cells and Aging.” Critical Reviews in 

Immunology 23 (1–2):45–64. 

Effros, Rita B., Courtney V. Fletcher, Kelly Gebo, Jeffrey B. Halter, William R. Hazzard, Frances 

McFarland Horne, Robin E. Huebner, et al. 2008. “Aging and Infectious Diseases: Workshop 

on HIV Infection and Aging: What Is Known and Future Research Directions.” Clinical 

Infectious Diseases: An Official Publication of the Infectious Diseases Society of America 47 

(4):542–53. https://doi.org/10.1086/590150. 

Eibinger, Gerald, G?nter Fauler, Eva Bernhart, Sasa Frank, Astrid Hammer, Andrea Wintersperger, 

Hans Eder, et al. 2013. “On the Role of 25-Hydroxycholesterol Synthesis by Glioblastoma Cell 

Lines. Implications for Chemotactic Monocyte Recruitment.” Experimental Cell Research 319 

(12):1828–38. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2013.03.025. 

Emilie, D., M. Peuchmaur, M. C. Maillot, M. C. Crevon, N. Brousse, J. F. Delfraissy, J. Dormont, and P. 

Galanaud. 1990. “Production of Interleukins in Human Immunodeficiency Virus-1-Replicating 

Lymph Nodes.” The Journal of Clinical Investigation 86 (1):148–59. 

https://doi.org/10.1172/JCI114678. 

Erdmann, Andreas A., Zhan-Guo Gao, Unsu Jung, Jason Foley, Todd Borenstein, Kenneth A. Jacobson, 

and Daniel H. Fowler. 2005. “Activation of Th1 and Tc1 Cell Adenosine A2A Receptors Directly 

Inhibits IL-2 Secretion in Vitro and IL-2-Driven Expansion in Vivo.” Blood 105 (12):4707–14. 

https://doi.org/10.1182/blood-2004-04-1407. 



161 

 

Ferré, S., B. B. Fredholm, M. Morelli, P. Popoli, and K. Fuxe. 1997. “Adenosine-Dopamine Receptor-

Receptor Interactions as an Integrative Mechanism in the Basal Ganglia.” Trends in 

Neurosciences 20 (10):482–87. 

Février, Michèle, Karim Dorgham, and Angelita Rebollo. 2011. “CD4+ T Cell Depletion in Human 

Immunodeficiency Virus (HIV) Infection: Role of Apoptosis.” Viruses 3 (5):586–612. 

https://doi.org/10.3390/v3050586. 

Flögel, Ulrich, Sandra Burghoff, Peter L. E. M. van Lent, Sebastian Temme, Lisa Galbarz, Zhaoping 

Ding, Ali El-Tayeb, et al. 2012. “Selective Activation of Adenosine A2A Receptors on Immune 

Cells by a CD73-Dependent Prodrug Suppresses Joint Inflammation in Experimental 

Rheumatoid Arthritis.” Science Translational Medicine 4 (146):146ra108. 

https://doi.org/10.1126/scitranslmed.3003717. 

Fossetta, James, James Jackson, Gregory Deno, Xuedong Fan, Xixuan Karen Du, Loretta Bober, Anne 

Soudé-Bermejo, et al. 2003. “Pharmacological Analysis of Calcium Responses Mediated by 

the Human A3 Adenosine Receptor in Monocyte-Derived Dendritic Cells and Recombinant 

Cells.” Molecular Pharmacology 63 (2):342–50. 

Fozard, John R., Karen M. Ellis, Maria F. Villela Dantas, Bruno Tigani, and Lazzaro Mazzoni. 2002. 

“Effects of CGS 21680, a Selective Adenosine A2A Receptor Agonist, on Allergic Airways 

Inflammation in the Rat.” European Journal of Pharmacology 438 (3):183–88. 

Garcia, Gabriela E., Luan D. Truong, Ping Li, Ping Zhang, Jie Du, Jiang-Fan Chen, and Lili Feng. 2008. 

“Adenosine A2A Receptor Activation and Macrophage-Mediated Experimental 

Glomerulonephritis.” FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American 

Societies for Experimental Biology 22 (2):445–54. https://doi.org/10.1096/fj.07-8430com. 

Garcia, J. G., F. Liu, A. D. Verin, A. Birukova, M. A. Dechert, W. T. Gerthoffer, J. R. Bamberg, and D. 

English. 2001. “Sphingosine 1-Phosphate Promotes Endothelial Cell Barrier Integrity by Edg-

Dependent Cytoskeletal Rearrangement.” The Journal of Clinical Investigation 108 (5):689–

701. https://doi.org/10.1172/JCI12450. 

Gatto, Dominique, and Robert Brink. 2013. “B Cell Localization: Regulation by EBI2 and Its Oxysterol 

Ligand.” Trends in Immunology 34 (7):336–41. https://doi.org/10.1016/j.it.2013.01.007. 

Gatto, Dominique, Didrik Paus, Antony Basten, Charles R. Mackay, and Robert Brink. 2009. “Guidance 

of B Cells by the Orphan G Protein-Coupled Receptor EBI2 Shapes Humoral Immune 

Responses.” Immunity 31 (2):259–69. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2009.06.016. 

Gatto, Dominique, Katherine Wood, Irina Caminschi, Danielle Murphy-Durland, Peter Schofield, 

Daniel Christ, Gunasegaran Karupiah, and Robert Brink. 2013. “The Chemotactic Receptor 

EBI2 Regulates the Homeostasis, Localization and Immunological Function of Splenic 

Dendritic Cells.” Nature Immunology 14 (5):446–53. https://doi.org/10.1038/ni.2555. 

Gessi, S., K. Varani, S. Merighi, E. Ongini, and P. A. Borea. 2000. “A(2A) Adenosine Receptors in 

Human Peripheral Blood Cells.” British Journal of Pharmacology 129 (1):2–11. 

https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0703045. 

Gessier, Francois, Inga Preuss, Hong Yin, Mette M. Rosenkilde, Stephane Laurent, Ralf Endres, Yu A. 

Chen, et al. 2014. “Identification and Characterization of Small Molecule Modulators of the 

Epstein–Barr Virus-Induced Gene 2 (EBI2) Receptor.” Journal of Medicinal Chemistry 57 

(8):3358–68. https://doi.org/10.1021/jm4019355. 

Ghosh, T. K., J. Bian, and D. L. Gill. 1994. “Sphingosine 1-Phosphate Generated in the Endoplasmic 

Reticulum Membrane Activates Release of Stored Calcium.” The Journal of Biological 

Chemistry 269 (36):22628–35. 

Giorgi, J. V., L. E. Hultin, J. A. McKeating, T. D. Johnson, B. Owens, L. P. Jacobson, R. Shih, et al. 1999. 

“Shorter Survival in Advanced Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection Is More 

Closely Associated with T Lymphocyte Activation than with Plasma Virus Burden or Virus 

Chemokine Coreceptor Usage.” The Journal of Infectious Diseases 179 (4):859–70. 

https://doi.org/10.1086/314660. 

Glover, David K., Laurent M. Riou, Mirta Ruiz, Gail W. Sullivan, Joel Linden, Jayson M. Rieger, Timothy 

L. Macdonald, Denny D. Watson, and George A. Beller. 2005. “Reduction of Infarct Size and 



162 

 

Postischemic Inflammation from ATL-146e, a Highly Selective Adenosine A2A Receptor 

Agonist, in Reperfused Canine Myocardium.” American Journal of Physiology. Heart and 

Circulatory Physiology 288 (4):H1851-1858. https://doi.org/10.1152/ajpheart.00362.2004. 

Gorochov, G., A. U. Neumann, A. Kereveur, C. Parizot, T. Li, C. Katlama, M. Karmochkine, G. Raguin, B. 

Autran, and P. Debré. 1998. “Perturbation of CD4+ and CD8+ T-Cell Repertoires during 

Progression to AIDS and Regulation of the CD4+ Repertoire during Antiviral Therapy.” Nature 

Medicine 4 (2):215–21. 

Gräler, Markus H., and Edward J. Goetzl. 2004. “The Immunosuppressant FTY720 down-Regulates 

Sphingosine 1-Phosphate G-Protein-Coupled Receptors.” FASEB Journal: Official Publication 

of the Federation of American Societies for Experimental Biology 18 (3):551–53. 

https://doi.org/10.1096/fj.03-0910fje. 

Guerrero, Miguel, Mariangela Urbano, and Edward Roberts. 2016. “Sphingosine 1-Phosphate 

Receptor 1 Agonists: A Patent Review (2013-2015).” Expert Opinion on Therapeutic Patents 

26 (4):455–70. https://doi.org/10.1517/13543776.2016.1157165. 

Gupta, S. K., and K. Pillarisetti. 1999. “Cutting Edge: CXCR4-Lo: Molecular Cloning and Functional 

Expression of a Novel Human CXCR4 Splice Variant.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 

1950) 163 (5):2368–72. 

Hamano, Ryosuke, Hideo Kohka Takahashi, Hiromi Iwagaki, Toru Kanke, Keyue Liu, Tadashi Yoshino, 

Toshiaki Sendo, Masahiro Nishibori, and Noriaki Tanaka. 2008. “Stimulation of Adenosine 

A2A Receptor Inhibits LPS-Induced Expression of Intercellular Adhesion Molecule 1 and 

Production of TNF-Alpha in Human Peripheral Blood Mononuclear Cells.” Shock (Augusta, 

Ga.) 29 (2):154–59. https://doi.org/10.1097/shk.0b013e31812385da. 

Hannedouche, S?bastien, Juan Zhang, Tangsheng Yi, Weijun Shen, Deborah Nguyen, Jo?o P. Pereira, 

Danilo Guerini, et al. 2011. “Oxysterols Direct Immune Cell Migration via EBI2.” Nature 475 

(7357):524–27. https://doi.org/10.1038/nature10280. 

Hanson, Michael A., Christopher B. Roth, Euijung Jo, Mark T. Griffith, Fiona L. Scott, Greg Reinhart, 

Hans Desale, et al. 2012. “Crystal Structure of a Lipid G Protein-Coupled Receptor.” Science 

(New York, N.Y.) 335 (6070):851–55. https://doi.org/10.1126/science.1215904. 

Haskó, G., D. G. Kuhel, J. F. Chen, M. A. Schwarzschild, E. A. Deitch, J. G. Mabley, A. Marton, and C. 

Szabó. 2000. “Adenosine Inhibits IL-12 and TNF-[Alpha] Production via Adenosine A2a 

Receptor-Dependent and Independent Mechanisms.” FASEB Journal: Official Publication of 

the Federation of American Societies for Experimental Biology 14 (13):2065–74. 

https://doi.org/10.1096/fj.99-0508com. 

Haskó, György, Joel Linden, Bruce Cronstein, and Pál Pacher. 2008. “Adenosine Receptors: 

Therapeutic Aspects for Inflammatory and Immune Diseases.” Nature Reviews. Drug 

Discovery 7 (9):759–70. https://doi.org/10.1038/nrd2638. 

Haskó, György, and Pál Pacher. 2008. “A2A Receptors in Inflammation and Injury: Lessons Learned 

from Transgenic Animals.” Journal of Leukocyte Biology 83 (3):447–55. 

https://doi.org/10.1189/jlb.0607359. 

Häusler, Sebastian F. M., Itsaso Montalbán del Barrio, Jenny Strohschein, P. Anoop Chandran, Jörg B. 

Engel, Arnd Hönig, Monika Ossadnik, et al. 2011. “Ectonucleotidases CD39 and CD73 on OvCA 

Cells Are Potent Adenosine-Generating Enzymes Responsible for Adenosine Receptor 2A-

Dependent Suppression of T Cell Function and NK Cell Cytotoxicity.” Cancer Immunology, 

Immunotherapy: CII 60 (10):1405–18. https://doi.org/10.1007/s00262-011-1040-4. 

Heinig, Matthias, Enrico Petretto, Chris Wallace, Leonardo Bottolo, Maxime Rotival, Han Lu, Yoyo Li, 

et al. 2010. “A Trans-Acting Locus Regulates an Anti-Viral Expression Network and Type 1 

Diabetes Risk.” Nature 467 (7314):460–64. https://doi.org/10.1038/nature09386. 

Hillion, Joelle, Meritxell Canals, Maria Torvinen, Vicent Casado, Rizaldy Scott, Anton Terasmaa, Anita 

Hansson, et al. 2002. “Coaggregation, Cointernalization, and Codesensitization of Adenosine 

A2A Receptors and Dopamine D2 Receptors.” The Journal of Biological Chemistry 277 

(20):18091–97. https://doi.org/10.1074/jbc.M107731200. 



163 

 

Himer, Leonóra, Balázs Csóka, Zsolt Selmeczy, Balázs Koscsó, Tímea Pócza, Pál Pacher, Zoltán H. 

Németh, et al. 2010. “Adenosine A2A Receptor Activation Protects CD4+ T Lymphocytes 

against Activation-Induced Cell Death.” FASEB Journal: Official Publication of the Federation 

of American Societies for Experimental Biology 24 (8):2631–40. https://doi.org/10.1096/fj.10-

155192. 

Hla, Timothy. 2003. “Signaling and Biological Actions of Sphingosine 1-Phosphate.” Pharmacological 

Research 47 (5):401–7. 

Ho, Jason, Susan Moir, Angela Malaspina, Melissa L. Howell, Wei Wang, Angela C. DiPoto, Marie A. 

O’Shea, et al. 2006. “Two Overrepresented B Cell Populations in HIV-Infected Individuals 

Undergo Apoptosis by Different Mechanisms.” Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America 103 (51):19436–41. 

https://doi.org/10.1073/pnas.0609515103. 

Ishimaru, Naozumi, Akiko Yamada, Takeshi Nitta, Rieko Arakaki, Martin Lipp, Yousuke Takahama, and 

Yoshio Hayashi. 2012. “CCR7 with S1P1 Signaling through AP-1 for Migration of Foxp3+ 

Regulatory T-Cells Controls Autoimmune Exocrinopathy.” The American Journal of Pathology 

180 (1):199–208. https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2011.09.027. 

Jacobson, K. A., D. K. von Lubitz, J. W. Daly, and B. B. Fredholm. 1996. “Adenosine Receptor Ligands: 

Differences with Acute versus Chronic Treatment.” Trends in Pharmacological Sciences 17 

(3):108–13. 

Jimenez, J. L., C. Punzón, J. Navarro, M. A. Muñoz-Fernández, and M. Fresno. 2001. 

“Phosphodiesterase 4 Inhibitors Prevent Cytokine Secretion by T Lymphocytes by Inhibiting 

Nuclear Factor-kappaB and Nuclear Factor of Activated T Cells Activation.” The Journal of 

Pharmacology and Experimental Therapeutics 299 (2):753–59. 

Jo, Euijung, M. Germana Sanna, Pedro J. Gonzalez-Cabrera, Shobha Thangada, Gabor Tigyi, Daniel A. 

Osborne, Timothy Hla, Abby L. Parrill, and Hugh Rosen. 2005. “S1P1-Selective in Vivo-Active 

Agonists from High-Throughput Screening: Off-the-Shelf Chemical Probes of Receptor 

Interactions, Signaling, and Fate.” Chemistry & Biology 12 (6):703–15. 

https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2005.04.019. 

Jostins, Luke, Stephan Ripke, Rinse K. Weersma, Richard H. Duerr, Dermot P. McGovern, Ken Y. Hui, 

James C. Lee, et al. 2012. “Host-Microbe Interactions Have Shaped the Genetic Architecture 

of Inflammatory Bowel Disease.” Nature 491 (7422):119–24. 

https://doi.org/10.1038/nature11582. 

Kaczmarek, E., K. Koziak, J. Sévigny, J. B. Siegel, J. Anrather, A. R. Beaudoin, F. H. Bach, and S. C. 

Robson. 1996. “Identification and Characterization of CD39/Vascular ATP 

Diphosphohydrolase.” The Journal of Biological Chemistry 271 (51):33116–22. 

Kansas, G. S., G. S. Wood, and T. F. Tedder. 1991. “Expression, Distribution, and Biochemistry of 

Human CD39. Role in Activation-Associated Homotypic Adhesion of Lymphocytes.” Journal of 

Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 146 (7):2235–44. 

Kanwar, Bittoo, David Favre, and Joseph M. McCune. 2010. “Th17 and Regulatory T Cells: 

Implications for AIDS Pathogenesis.” Current Opinion in HIV and AIDS 5 (2):151–57. 

https://doi.org/10.1097/COH.0b013e328335c0c1. 

Karpatkin, Simon, Michael Nardi, and David Green. 2002. “Platelet and Coagulation Defects 

Associated with HIV-1-Infection.” Thrombosis and Haemostasis 88 (3):389–401. 

Karuna, Ratna, Isabelle Christen, Andreas W. Sailer, Francis Bitsch, and Juan Zhang. 2015. “Detection 

of Dihydroxycholesterols in Human Plasma Using HPLC–ESI-MS/MS.” Steroids 99 (July):131–

38. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2015.02.002. 

Kelly, L. M., J. P. Pereira, T. Yi, Y. Xu, and J. G. Cyster. 2011. “EBI2 Guides Serial Movements of 

Activated B Cells and Ligand Activity Is Detectable in Lymphoid and Nonlymphoid Tissues.” 

The Journal of Immunology 187 (6):3026–32. https://doi.org/10.4049/jimmunol.1101262. 

Klinger, Markus, Michael Freissmuth, and Christian Nanoff. 2002. “Adenosine Receptors: G Protein-

Mediated Signalling and the Role of Accessory Proteins.” Cellular Signalling 14 (2):99–108. 



164 

 

Kluk, Michael J., and Timothy Hla. 2002. “Signaling of Sphingosine-1-Phosphate via the S1P/EDG-

Family of G-Protein-Coupled Receptors.” Biochimica Et Biophysica Acta 1582 (1–3):72–80. 

Kobayashi, Nobuyoshi, Tsuyoshi Nishi, Takahiro Hirata, Akio Kihara, Takamitsu Sano, Yasuyuki 

Igarashi, and Akihito Yamaguchi. 2006. “Sphingosine 1-Phosphate Is Released from the 

Cytosol of Rat Platelets in a Carrier-Mediated Manner.” Journal of Lipid Research 47 (3):614–

21. https://doi.org/10.1194/jlr.M500468-JLR200. 

Kobayashi, S., H. Zimmermann, and D. E. Millhorn. 2000. “Chronic Hypoxia Enhances Adenosine 

Release in Rat PC12 Cells by Altering Adenosine Metabolism and Membrane Transport.” 

Journal of Neurochemistry 74 (2):621–32. 

Kovacs, J. A., R. A. Lempicki, I. A. Sidorov, J. W. Adelsberger, B. Herpin, J. A. Metcalf, I. Sereti, et al. 

2001. “Identification of Dynamically Distinct Subpopulations of T Lymphocytes That Are 

Differentially Affected by HIV.” The Journal of Experimental Medicine 194 (12):1731–41. 

Kreckler, Laura M., Tina C. Wan, Zhi-Dong Ge, and John A. Auchampach. 2006. “Adenosine Inhibits 

Tumor Necrosis Factor-Alpha Release from Mouse Peritoneal Macrophages via A2A and A2B 

but Not the A3 Adenosine Receptor.” The Journal of Pharmacology and Experimental 

Therapeutics 317 (1):172–80. https://doi.org/10.1124/jpet.105.096016. 

Kreth, Simone, Ines Kaufmann, Carola Ledderose, Benjamin Luchting, and Manfred Thiel. 2009. 

“Reduced Ligand Affinity Leads to an Impaired Function of the Adenosine A2A Receptor of 

Human Granulocytes in Sepsis.” Journal of Cellular and Molecular Medicine 13 (5):985–94. 

https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2008.00530.x. 

Krishnaswamy, G., J. Kelley, L. Yerra, J. K. Smith, and D. S. Chi. 1999. “Human Endothelium as a Source 

of Multifunctional Cytokines: Molecular Regulation and Possible Role in Human Disease.” 

Journal of Interferon & Cytokine Research: The Official Journal of the International Society for 

Interferon and Cytokine Research 19 (2):91–104. https://doi.org/10.1089/107999099314234. 

Kuller, Lewis H., Russell Tracy, Waldo Belloso, Stephane De Wit, Fraser Drummond, H. Clifford Lane, 

Bruno Ledergerber, et al. 2008. “Inflammatory and Coagulation Biomarkers and Mortality in 

Patients with HIV Infection.” PLoS Medicine 5 (10):e203. 

https://doi.org/10.1371/journal.pmed.0050203. 

Lane, H. C., H. Masur, L. C. Edgar, G. Whalen, A. H. Rook, and A. S. Fauci. 1983. “Abnormalities of B-

Cell Activation and Immunoregulation in Patients with the Acquired Immunodeficiency 

Syndrome.” The New England Journal of Medicine 309 (8):453–58. 

https://doi.org/10.1056/NEJM198308253090803. 

Lappas, Courtney M., Jayson M. Rieger, and Joel Linden. 2005. “A2A Adenosine Receptor Induction 

Inhibits IFN-Gamma Production in Murine CD4+ T Cells.” Journal of Immunology (Baltimore, 

Md.: 1950) 174 (2):1073–80. 

Le Moine, O., P. Stordeur, L. Schandené, A. Marchant, D. de Groote, M. Goldman, and J. Devière. 

1996. “Adenosine Enhances IL-10 Secretion by Human Monocytes.” Journal of Immunology 

(Baltimore, Md.: 1950) 156 (11):4408–14. 

Lebon, Guillaume, Tony Warne, Patricia C. Edwards, Kirstie Bennett, Christopher J. Langmead, 

Andrew G. W. Leslie, and Christopher G. Tate. 2011. “Agonist-Bound Adenosine A2A 

Receptor Structures Reveal Common Features of GPCR Activation.” Nature 474 (7352):521–

25. https://doi.org/10.1038/nature10136. 

Lee, M. J., S. Thangada, C. H. Liu, B. D. Thompson, and T. Hla. 1998. “Lysophosphatidic Acid 

Stimulates the G-Protein-Coupled Receptor EDG-1 as a Low Affinity Agonist.” The Journal of 

Biological Chemistry 273 (34):22105–12. 

Lera Ruiz, Manuel de, Yeon-Hee Lim, and Junying Zheng. 2014a. “Adenosine A 2A Receptor as a Drug 

Discovery Target.” Journal of Medicinal Chemistry 57 (9):3623–50. 

https://doi.org/10.1021/jm4011669. 

———. 2014b. “Adenosine A 2A Receptor as a Drug Discovery Target.” Journal of Medicinal Chemistry 

57 (9):3623–50. https://doi.org/10.1021/jm4011669. 

Levy, J. A. 1993. “Pathogenesis of Human Immunodeficiency Virus Infection.” Microbiological 

Reviews 57 (1):183–289. 



165 

 

Lewis, Nuruddeen D., Sokol A. Haxhinasto, Shawn M. Anderson, Dimitria E. Stefanopoulos, Steven E. 

Fogal, Prathima Adusumalli, Sudha N. Desai, et al. 2013. “Circulating Monocytes Are Reduced 

by Sphingosine-1-Phosphate Receptor Modulators Independently of S1P3.” Journal of 

Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 190 (7):3533–40. 

https://doi.org/10.4049/jimmunol.1201810. 

Li, Jianhua, Erick Lu, Tangsheng Yi, and Jason G. Cyster. 2016. “EBI2 Augments Tfh Cell Fate by 

Promoting Interaction with IL-2-Quenching Dendritic Cells.” Nature 533 (7601):110–14. 

https://doi.org/10.1038/nature17947. 

Li, Ke, Katie J. Anderson, Qi Peng, Alistair Noble, Bao Lu, Adrian P. Kelly, Naiyin Wang, Steven H. 

Sacks, and Wuding Zhou. 2008. “Cyclic AMP Plays a Critical Role in C3a-Receptor-Mediated 

Regulation of Dendritic Cells in Antigen Uptake and T-Cell Stimulation.” Blood 112 (13):5084–

94. https://doi.org/10.1182/blood-2008-05-156646. 

Lin, Y.-L., C. Mettling, P. Portales, J. Reynes, J. Clot, and P. Corbeau. 2002. “Nonlinear Partial 

Differential Equations and Applications: Cell Surface CCR5 Density Determines the Postentry 

Efficiency of R5 HIV-1 Infection.” Proceedings of the National Academy of Sciences 99 

(24):15590–95. https://doi.org/10.1073/pnas.242134499. 

Liu, C. H., S. Thangada, M. J. Lee, J. R. Van Brocklyn, S. Spiegel, and T. Hla. 1999. “Ligand-Induced 

Trafficking of the Sphingosine-1-Phosphate Receptor EDG-1.” Molecular Biology of the Cell 10 

(4):1179–90. 

Liu, Changlu, Xia V. Yang, Jiejun Wu, Chester Kuei, Neelakandha S. Mani, Li Zhang, Jingxue Yu, et al. 

2011. “Oxysterols Direct B-Cell Migration through EBI2.” Nature 475 (7357):519–23. 

https://doi.org/10.1038/nature10226. 

Liu, Su-Yang, Roghiyh Aliyari, Kelechi Chikere, Guangming Li, Matthew D. Marsden, Jennifer K. Smith, 

Olivier Pernet, et al. 2013. “Interferon-Inducible Cholesterol-25-Hydroxylase Broadly Inhibits 

Viral Entry by Production of 25-Hydroxycholesterol.” Immunity 38 (1):92–105. 

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2012.11.005. 

Liu, Y., R. Wada, T. Yamashita, Y. Mi, C. X. Deng, J. P. Hobson, H. M. Rosenfeldt, et al. 2000. “Edg-1, 

the G Protein-Coupled Receptor for Sphingosine-1-Phosphate, Is Essential for Vascular 

Maturation.” The Journal of Clinical Investigation 106 (8):951–61. 

https://doi.org/10.1172/JCI10905. 

Lund, Riikka, Tero Aittokallio, Olli Nevalainen, and Riitta Lahesmaa. 2003. “Identification of Novel 

Genes Regulated by IL-12, IL-4, or TGF-Beta during the Early Polarization of CD4+ 

Lymphocytes.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 171 (10):5328–36. 

Maceyka, Michael, Kuzhuvelil B. Harikumar, Sheldon Milstien, and Sarah Spiegel. 2012. “Sphingosine-

1-Phosphate Signaling and Its Role in Disease.” Trends in Cell Biology 22 (1):50–60. 

https://doi.org/10.1016/j.tcb.2011.09.003. 

Majumdar, Sekhar, and Bharat B. Aggarwal. 2003. “Adenosine Suppresses Activation of Nuclear 

Factor-kappaB Selectively Induced by Tumor Necrosis Factor in Different Cell Types.” 

Oncogene 22 (8):1206–18. https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206184. 

Mandala, S. M. 2001. “Sphingosine-1-Phosphate Phosphatases.” Prostaglandins & Other Lipid 

Mediators 64 (1–4):143–56. 

Mandala, Suzanne, Richard Hajdu, James Bergstrom, Elizabeth Quackenbush, Jenny Xie, James 

Milligan, Rosemary Thornton, et al. 2002. “Alteration of Lymphocyte Trafficking by 

Sphingosine-1-Phosphate Receptor Agonists.” Science (New York, N.Y.) 296 (5566):346–49. 

https://doi.org/10.1126/science.1070238. 

Martin, C., M. Leone, X. Viviand, M. L. Ayem, and R. Guieu. 2000. “High Adenosine Plasma 

Concentration as a Prognostic Index for Outcome in Patients with Septic Shock.” Critical Care 

Medicine 28 (9):3198–3202. 

Mastroianni, C. M., G. d’Ettorre, G. Forcina, M. Lichtner, F. Mengoni, C. D’Agostino, A. Corpolongo, A. 

P. Massetti, and V. Vullo. 2000. “Interleukin-15 Enhances Neutrophil Functional Activity in 

Patients with Human Immunodeficiency Virus Infection.” Blood 96 (5):1979–84. 



166 

 

Matloubian, Mehrdad, Charles G. Lo, Guy Cinamon, Matthew J. Lesneski, Ying Xu, Volker Brinkmann, 

Maria L. Allende, Richard L. Proia, and Jason G. Cyster. 2004. “Lymphocyte Egress from 

Thymus and Peripheral Lymphoid Organs Is Dependent on S1P Receptor 1.” Nature 427 

(6972):355–60. https://doi.org/10.1038/nature02284. 

McPherson, J. A., K. G. Barringhaus, G. G. Bishop, J. M. Sanders, J. M. Rieger, S. E. Hesselbacher, L. W. 

Gimple, et al. 2001. “Adenosine A(2A) Receptor Stimulation Reduces Inflammation and 

Neointimal Growth in a Murine Carotid Ligation Model.” Arteriosclerosis, Thrombosis, and 

Vascular Biology 21 (5):791–96. 

Mitra, Poulami, Carole A. Oskeritzian, Shawn G. Payne, Michael A. Beaven, Sheldon Milstien, and 

Sarah Spiegel. 2006. “Role of ABCC1 in Export of Sphingosine-1-Phosphate from Mast Cells.” 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 103 

(44):16394–99. https://doi.org/10.1073/pnas.0603734103. 

Moir, Susan, Jason Ho, Angela Malaspina, Wei Wang, Angela C. DiPoto, Marie A. O’Shea, Gregg Roby, 

et al. 2008. “Evidence for HIV-Associated B Cell Exhaustion in a Dysfunctional Memory B Cell 

Compartment in HIV-Infected Viremic Individuals.” The Journal of Experimental Medicine 205 

(8):1797–1805. https://doi.org/10.1084/jem.20072683. 

Moir, Susan, Angela Malaspina, Oxana K. Pickeral, Eileen T. Donoghue, Joshua Vasquez, Natalie J. 

Miller, Surekha R. Krishnan, et al. 2004. “Decreased Survival of B Cells of HIV-Viremic Patients 

Mediated by Altered Expression of Receptors of the TNF Superfamily.” The Journal of 

Experimental Medicine 200 (7):587–99. 

Monel, B., E. Beaumont, D. Vendrame, O. Schwartz, D. Brand, and F. Mammano. 2012. “HIV Cell-to-

Cell Transmission Requires the Production of Infectious Virus Particles and Does Not Proceed 

through Env-Mediated Fusion Pores.” Journal of Virology 86 (7):3924–33. 

https://doi.org/10.1128/JVI.06478-11. 

Moore, Christopher C., Edward N. Martin, Grace H. Lee, Tom Obrig, Joel Linden, and W. Michael 

Scheld. 2008. “An A2A Adenosine Receptor Agonist, ATL313, Reduces Inflammation and 

Improves Survival in Murine Sepsis Models.” BMC Infectious Diseases 8 (October):141. 

https://doi.org/10.1186/1471-2334-8-141. 

Mosenden, Randi, and Kjetil Taskén. 2011. “Cyclic AMP-Mediated Immune Regulation--Overview of 

Mechanisms of Action in T Cells.” Cellular Signalling 23 (6):1009–16. 

https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2010.11.018. 

Moser, K. L., B. R. Neas, J. E. Salmon, H. Yu, C. Gray-McGuire, N. Asundi, G. R. Bruner, et al. 1998. 

“Genome Scan of Human Systemic Lupus Erythematosus: Evidence for Linkage on 

Chromosome 1q in African-American Pedigrees.” Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America 95 (25):14869–74. 

Muñoz, E., A. M. Zubiaga, M. Merrow, N. P. Sauter, and B. T. Huber. 1990. “Cholera Toxin 

Discriminates between T Helper 1 and 2 Cells in T Cell Receptor-Mediated Activation: Role of 

cAMP in T Cell Proliferation.” The Journal of Experimental Medicine 172 (1):95–103. 

Murphree, Lauren J., Gail W. Sullivan, Melissa A. Marshall, and Joel Linden. 2005. 

“Lipopolysaccharide Rapidly Modifies Adenosine Receptor Transcripts in Murine and Human 

Macrophages: Role of NF-kappaB in A(2A) Adenosine Receptor Induction.” The Biochemical 

Journal 391 (Pt 3):575–80. https://doi.org/10.1042/BJ20050888. 

Musher, D. M., D. A. Watson, D. Nickeson, F. Gyorkey, C. Lahart, and R. D. Rossen. 1990. “The Effect 

of HIV Infection on Phagocytosis and Killing of Staphylococcus Aureus by Human Pulmonary 

Alveolar Macrophages.” The American Journal of the Medical Sciences 299 (3):158–63. 

Mutemberezi, Valentin, Owein Guillemot-Legris, and Giulio G. Muccioli. 2016. “Oxysterols: From 

Cholesterol Metabolites to Key Mediators.” Progress in Lipid Research 64 (October):152–69. 

https://doi.org/10.1016/j.plipres.2016.09.002. 

Nakav, Sigal, Oshri Naamani, Cidio Chaimovitz, Gad Shaked, David Czeiger, Moshe Zlotnik, and Amos 

Douvdevani. 2010. “Regulation of Adenosine System at the Onset of Peritonitis.” Nephrology, 

Dialysis, Transplantation: Official Publication of the European Dialysis and Transplant 

Association - European Renal Association 25 (3):931–39. https://doi.org/10.1093/ndt/gfp542. 



167 

 

Neuhaus, Jacqueline, David R. Jacobs, Jason V. Baker, Alexandra Calmy, Daniel Duprez, Alberto La 

Rosa, Lewis H. Kuller, et al. 2010. “Markers of Inflammation, Coagulation, and Renal Function 

Are Elevated in Adults with HIV Infection.” The Journal of Infectious Diseases 201 (12):1788–

95. https://doi.org/10.1086/652749. 

Nevius, Erin, Ana Cordeiro Gomes, and João P. Pereira. 2016. “Inflammatory Cell Migration in 

Rheumatoid Arthritis: A Comprehensive Review.” Clinical Reviews in Allergy & Immunology 

51 (1):59–78. https://doi.org/10.1007/s12016-015-8520-9. 

Ng, V. L. 1996. “B-Lymphocytes and Autoantibody Profiles in HIV Disease.” Clinical Reviews in Allergy 

& Immunology 14 (4):367–84. https://doi.org/10.1007/BF02771753. 

Nikolova, Maria, Matthieu Carriere, Mohammad-Ali Jenabian, Sophie Limou, Mehwish Younas, Ayrin 

Kök, Sophie Huë, et al. 2011. “CD39/Adenosine Pathway Is Involved in AIDS Progression.” 

PLoS Pathogens 7 (7):e1002110. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002110. 

Norton, E. D., E. K. Jackson, M. B. Turner, R. Virmani, and M. B. Forman. 1992. “The Effects of 

Intravenous Infusions of Selective Adenosine A1-Receptor and A2-Receptor Agonists on 

Myocardial Reperfusion Injury.” American Heart Journal 123 (2):332–38. 

Nowak, Michael, Lydia Lynch, Simon Yue, Akio Ohta, Michail Sitkovsky, Steven P. Balk, and Mark A. 

Exley. 2010. “The A2aR Adenosine Receptor Controls Cytokine Production in iNKT Cells.” 

European Journal of Immunology 40 (3):682–87. https://doi.org/10.1002/eji.200939897. 

Ohta, A., and M. Sitkovsky. 2001. “Role of G-Protein-Coupled Adenosine Receptors in 

Downregulation of Inflammation and Protection from Tissue Damage.” Nature 414 

(6866):916–20. https://doi.org/10.1038/414916a. 

Okamoto, H., N. Takuwa, K. Gonda, H. Okazaki, K. Chang, Y. Yatomi, H. Shigematsu, and Y. Takuwa. 

1998. “EDG1 Is a Functional Sphingosine-1-Phosphate Receptor That Is Linked via a Gi/O to 

Multiple Signaling Pathways, Including Phospholipase C Activation, Ca2+ Mobilization, Ras-

Mitogen-Activated Protein Kinase Activation, and Adenylate Cyclase Inhibition.” The Journal 

of Biological Chemistry 273 (42):27104–10. 

Okusa, M. D., J. Linden, T. Macdonald, and L. Huang. 1999. “Selective A2A Adenosine Receptor 

Activation Reduces Ischemia-Reperfusion Injury in Rat Kidney.” The American Journal of 

Physiology 277 (3 Pt 2):F404-412. 

Oo, Myat Lin, Sung-Hee Chang, Shobha Thangada, Ming-Tao Wu, Karim Rezaul, Victoria Blaho, Sun-Il 

-Degradative Mechanisms 

Leads to Vascular Leak in Mice.” The Journal of Clinical Investigation 121 (6):2290–2300. 

https://doi.org/10.1172/JCI45403. 

Oo, Myat Lin, Shobha Thangada, Ming-Tao Wu, Catherine H. Liu, Timothy L. Macdonald, Kevin R. 

Lynch, Chen-Yong Lin, and Timothy Hla. 2007. “Immunosuppressive and Anti-Angiogenic 

Sphingosine 1-Phosphate Receptor-1 Agonists Induce Ubiquitinylation and Proteasomal 

Degradation of the Receptor.” The Journal of Biological Chemistry 282 (12):9082–89. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M610318200. 

O’Sullivan, Sinead A., Maria Velasco-Estevez, and Kumlesh K. Dev. 2017. “Demyelination Induced by 

Oxidative Stress Is Regulated by Sphingosine 1-Phosphate Receptors.” Glia 65 (7):1119–36. 

https://doi.org/10.1002/glia.23148. 

Palmer, Sarah, Frank Maldarelli, Ann Wiegand, Barry Bernstein, George J. Hanna, Scott C. Brun, Dale 

J. Kempf, John W. Mellors, John M. Coffin, and Martin S. King. 2008. “Low-Level Viremia 

Persists for at Least 7 Years in Patients on Suppressive Antiretroviral Therapy.” Proceedings 

of the National Academy of Sciences of the United States of America 105 (10):3879–84. 

https://doi.org/10.1073/pnas.0800050105. 

Panther, E., M. Idzko, Y. Herouy, H. Rheinen, P. J. Gebicke-Haerter, U. Mrowietz, S. Dichmann, and J. 

Norgauer. 2001. “Expression and Function of Adenosine Receptors in Human Dendritic Cells.” 

FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American Societies for Experimental 

Biology 15 (11):1963–70. https://doi.org/10.1096/fj.01-0169com. 

Pappu, Rajita, Susan R. Schwab, Ivo Cornelissen, João P. Pereira, Jean B. Regard, Ying Xu, Eric 

Camerer, et al. 2007. “Promotion of Lymphocyte Egress into Blood and Lymph by Distinct 



168 

 

Sources of Sphingosine-1-Phosphate.” Science (New York, N.Y.) 316 (5822):295–98. 

https://doi.org/10.1126/science.1139221. 

Park, Kiwon, and Alan L. Scott. 2010. “Cholesterol 25-Hydroxylase Production by Dendritic Cells and 

Macrophages Is Regulated by Type I Interferons.” Journal of Leukocyte Biology 88 (6):1081–

87. https://doi.org/10.1189/jlb.0610318. 

Parry, G. C., and N. Mackman. 1997. “Role of Cyclic AMP Response Element-Binding Protein in Cyclic 

AMP Inhibition of NF-kappaB-Mediated Transcription.” Journal of Immunology (Baltimore, 

Md.: 1950) 159 (11):5450–56. 

Pereira, Jo?o P., Lisa M. Kelly, Ying Xu, and Jason G. Cyster. 2009. “EBI2 Mediates B Cell Segregation 

between the Outer and Centre Follicle.” Nature, July. https://doi.org/10.1038/nature08226. 

Pin, Jean-Philippe, and Laurent Prézeau. 2007. “Allosteric Modulators of GABA(B) Receptors: 

Mechanism of Action and Therapeutic Perspective.” Current Neuropharmacology 5 (3):195–

201. https://doi.org/10.2174/157015907781695919. 

Piot, P., T. C. Quinn, H. Taelman, F. M. Feinsod, K. B. Minlangu, O. Wobin, N. Mbendi, P. Mazebo, K. 

Ndangi, and W. Stevens. 1984. “Acquired Immunodeficiency Syndrome in a Heterosexual 

Population in Zaire.” Lancet (London, England) 2 (8394):65–69. 

Pittis, M. G., F. Prada, A. Mangano, L. Pérez, G. Sternik, J. Redondo, R. Bologna, and L. Sen. 1997. 

“Monocyte Phagolysosomal Fusion in Children Born to Human Immunodeficiency Virus-

Infected Mothers.” The Pediatric Infectious Disease Journal 16 (1):24–28. 

Preuss, Inga, Marie-Gabrielle Ludwig, Birgit Baumgarten, Frederic Bassilana, Francois Gessier, Klaus 

Seuwen, and Andreas W. Sailer. 2014. “Transcriptional Regulation and Functional 

Characterization of the Oxysterol/EBI2 System in Primary Human Macrophages.” Biochemical 

and Biophysical Research Communications 446 (3):663–68. 

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.01.069. 

Prosser, R. Scott, Libin Ye, Aditya Pandey, and Alexander Orazietti. 2017. “Activation Processes in 

Ligand-Activated G Protein-Coupled Receptors: A Case Study of the Adenosine A2A 

Receptor.” BioEssays: News and Reviews in Molecular, Cellular and Developmental Biology 39 

(9). https://doi.org/10.1002/bies.201700072. 

Pulte, E. Dianne, M. Johan Broekman, Kim E. Olson, Joan H. F. Drosopoulos, Jorge R. Kizer, Naziba 

Islam, and Aaron J. Marcus. 2007. “CD39/NTPDase-1 Activity and Expression in Normal 

Leukocytes.” Thrombosis Research 121 (3):309–17. 

https://doi.org/10.1016/j.thromres.2007.04.008. 

Pyne, Susan, Robert Bittman, and Nigel J. Pyne. 2011. “Sphingosine Kinase Inhibitors and Cancer: 

Seeking the Golden Sword of Hercules.” Cancer Research 71 (21):6576–82. 

https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-11-2364. 

Ralevic, V., and G. Burnstock. 1998. “Receptors for Purines and Pyrimidines.” Pharmacological 

Reviews 50 (3):413–92. 

Ramakers, Bart P., Niels P. Riksen, Petra van den Broek, Barbara Franke, Wilbert H. M. Peters, 

Johannes G. van der Hoeven, Paul Smits, and Peter Pickkers. 2011. “Circulating Adenosine 

Increases during Human Experimental Endotoxemia but Blockade of Its Receptor Does Not 

Influence the Immune Response and Subsequent Organ Injury.” Critical Care (London, 

England) 15 (1):R3. https://doi.org/10.1186/cc9400. 

Raskovalova, Tatiana, Anna Lokshin, Xiaojun Huang, Yunyun Su, Maja Mandic, Hassane M. Zarour, 

Edwin K. Jackson, and Elieser Gorelik. 2007. “Inhibition of Cytokine Production and Cytotoxic 

Activity of Human Antimelanoma Specific CD8+ and CD4+ T Lymphocytes by Adenosine-

Protein Kinase A Type I Signaling.” Cancer Research 67 (12):5949–56. 

https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-4249. 

Rathinasamy, Anchana, Niklas Czeloth, Oliver Pabst, Reinhold Förster, and Günter Bernhardt. 2010. 

“The Origin and Maturity of Dendritic Cells Determine the Pattern of Sphingosine 1-

Phosphate Receptors Expressed and Required for Efficient Migration.” Journal of 

Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 185 (7):4072–81. 

https://doi.org/10.4049/jimmunol.1000568. 



169 

 

Rivera, Juan, Richard L. Proia, and Ana Olivera. 2008. “The Alliance of Sphingosine-1-Phosphate and 

Its Receptors in Immunity.” Nature Reviews. Immunology 8 (10):753–63. 

https://doi.org/10.1038/nri2400. 

Rongen, G. A., J. S. Floras, J. W. Lenders, T. Thien, and P. Smits. 1997. “Cardiovascular Pharmacology 

of Purines.” Clinical Science (London, England: 1979) 92 (1):13–24. 

Rosen, Hugh, and Edward J. Goetzl. 2005. “Sphingosine 1-Phosphate and Its Receptors: An Autocrine 

and Paracrine Network.” Nature Reviews. Immunology 5 (7):560–70. 

https://doi.org/10.1038/nri1650. 

Rosenkilde, Mette M., Tau Benned-Jensen, Helene Andersen, Peter J. Holst, Thomas N. Kledal, Hans 

R. Lüttichau, Jørgen K. Larsen, Jan P. Christensen, and Thue W. Schwartz. 2006. “Molecular 

Pharmacological Phenotyping of EBI2: AN ORPHAN SEVEN-TRANSMEMBRANE RECEPTOR 

WITH CONSTITUTIVE ACTIVITY.” Journal of Biological Chemistry 281 (19):13199–208. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M602245200. 

Rutkowska, Aleksandra, Sinead A. O’Sullivan, Isabelle Christen, Juan Zhang, Andreas W. Sailer, and 

Kumlesh K. Dev. 2016. “The EBI2 Signalling Pathway Plays a Role in Cellular Crosstalk 

between Astrocytes and Macrophages.” Scientific Reports 6 (1). 

https://doi.org/10.1038/srep25520. 

Ryzhov, Sergey, Sergey V. Novitskiy, Anna E. Goldstein, Asel Biktasova, Michael R. Blackburn, Italo 

Biaggioni, Mikhail M. Dikov, and Igor Feoktistov. 2011. “Adenosinergic Regulation of the 

Expansion and Immunosuppressive Activity of CD11b+Gr1+ Cells.” Journal of Immunology 

(Baltimore, Md.: 1950) 187 (11):6120–29. https://doi.org/10.4049/jimmunol.1101225. 

Ryzhov, Sergey, Sergey V. Novitskiy, Rinat Zaynagetdinov, Anna E. Goldstein, David P. Carbone, Italo 

Biaggioni, Mikhail M. Dikov, and Igor Feoktistov. 2008. “Host A(2B) Adenosine Receptors 

Promote Carcinoma Growth.” Neoplasia (New York, N.Y.) 10 (9):987–95. 

Sachdeva, Sakshi, and Monika Gupta. 2013. “Adenosine and Its Receptors as Therapeutic Targets: An 

Overview.” Saudi Pharmaceutical Journal 21 (3):245–53. 

https://doi.org/10.1016/j.jsps.2012.05.011. 

Salmon, J. E., and B. N. Cronstein. 1990. “Fc Gamma Receptor-Mediated Functions in Neutrophils Are 

Modulated by Adenosine Receptor Occupancy. A1 Receptors Are Stimulatory and A2 

Receptors Are Inhibitory.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 145 (7):2235–40. 

Sano, Takamitsu, Daniel Baker, Tamas Virag, Atsushi Wada, Yutaka Yatomi, Tetsuyuki Kobayashi, 

Yasuyuki Igarashi, and Gabor Tigyi. 2002. “Multiple Mechanisms Linked to Platelet Activation 

Result in Lysophosphatidic Acid and Sphingosine 1-Phosphate Generation in Blood.” The 

Journal of Biological Chemistry 277 (24):21197–206. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M201289200. 

Santé, Organisation mondiale de la. 2016. “Stratégie Mondiale Du Secteur de La Santé Contre Le VIH 

2016-2021: Vers L’élimination Du SIDA.” 

http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/250576/1/WHO-HIV-2016.05-fre.pdf. 

Schnurr, Max, Tracey Toy, Amanda Shin, Gunther Hartmann, Simon Rothenfusser, Julia Soellner, Ian 

D. Davis, Jonathan Cebon, and Eugene Maraskovsky. 2004. “Role of Adenosine Receptors in 

Regulating Chemotaxis and Cytokine Production of Plasmacytoid Dendritic Cells.” Blood 103 

(4):1391–97. https://doi.org/10.1182/blood-2003-06-1959. 

Schuitemaker, H., N. A. Kootstra, R. E. de Goede, F. de Wolf, F. Miedema, and M. Tersmette. 1991. 

“Monocytotropic Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) Variants Detectable in All 

Stages of HIV-1 Infection Lack T-Cell Line Tropism and Syncytium-Inducing Ability in Primary 

T-Cell Culture.” Journal of Virology 65 (1):356–63. 

Schulze, T. J., C. Weiss, J. Luhm, C. Brockmann, S. Görg, and H. Hennig. 2011. “Preanalytical Stability 

of HIV-1 and HCV RNA: Impact of Storage and Plasma Separation from Cells on Blood 

Donation Testing by NAT.” Transfusion Medicine (Oxford, England) 21 (2):99–106. 

https://doi.org/10.1111/j.1365-3148.2010.01051.x. 



170 

 

Sensken, Sven-Christian, Claudia Stäubert, Petra Keul, Bodo Levkau, Torsten Schöneberg, and Markus 

H. Gräler. 2008. “Selective Activation of G Alpha I Mediated Signalling of S1P3 by FTY720-

Phosphate.” Cellular Signalling 20 (6):1125–33. https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2008.01.019. 

Sereti, Irini, Richard M. Dunham, John Spritzler, Evgenia Aga, Michael A. Proschan, Kathy Medvik, 

Catherine A. Battaglia, et al. 2009. “IL-7 Administration Drives T Cell-Cycle Entry and 

Expansion in HIV-1 Infection.” Blood 113 (25):6304–14. 

Serpero, Laura D., Gilberto Filaci, Alessia Parodi, Florinda Battaglia, Francesca Kalli, Davide Brogi, 

Giovanni Luigi Mancardi, Antonio Uccelli, and Daniela Fenoglio. 2013. “Fingolimod Modulates 

Peripheral Effector and Regulatory T Cells in MS Patients.” Journal of Neuroimmune 

Pharmacology: The Official Journal of the Society on NeuroImmune Pharmacology 8 

(5):1106–13. https://doi.org/10.1007/s11481-013-9465-5. 

Sevigny, Charles P., Li Li, Alaa S. Awad, Liping Huang, Marcia McDuffie, Joel Linden, Peter I. Lobo, and 

Mark D. Okusa. 2007. “Activation of Adenosine 2A Receptors Attenuates Allograft Rejection 

and Alloantigen Recognition.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 178 (7):4240–

49. 

Sharma, Ashish K., Victor E. Laubach, Susan I. Ramos, Yunge Zhao, George Stukenborg, Joel Linden, 

Irving L. Kron, and Zequan Yang. 2010. “Adenosine A2A Receptor Activation on CD4+ T 

Lymphocytes and Neutrophils Attenuates Lung Ischemia-Reperfusion Injury.” The Journal of 

Thoracic and Cardiovascular Surgery 139 (2):474–82. 

https://doi.org/10.1016/j.jtcvs.2009.08.033. 

Singer, Irwin I., Min Tian, L. Alexandra Wickham, Jeffrey Lin, Scaria S. Matheravidathu, Michael J. 

Forrest, Suzanne Mandala, and Elizabeth J. Quackenbush. 2005. “Sphingosine-1-Phosphate 

Agonists Increase Macrophage Homing, Lymphocyte Contacts, and Endothelial Junctional 

Complex Formation in Murine Lymph Nodes.” Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 

175 (11):7151–61. 

Singleton, Patrick A., Steven M. Dudek, Eddie T. Chiang, and Joe G. N. Garcia. 2005. “Regulation of 

Sphingosine 1-Phosphate-Induced Endothelial Cytoskeletal Rearrangement and Barrier 

Enhancement by S1P1 Receptor, PI3 Kinase, Tiam1/Rac1, and Alpha-Actinin.” FASEB Journal: 

Official Publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology 19 

(12):1646–56. https://doi.org/10.1096/fj.05-3928com. 

Skoura, Athanasia, and Timothy Hla. 2009. “Regulation of Vascular Physiology and Pathology by the 

S1P2 Receptor Subtype.” Cardiovascular Research 82 (2):221–28. 

https://doi.org/10.1093/cvr/cvp088. 

Smith, P. D., K. Ohura, H. Masur, H. C. Lane, A. S. Fauci, and S. M. Wahl. 1984. “Monocyte Function in 

the Acquired Immune Deficiency Syndrome. Defective Chemotaxis.” The Journal of Clinical 

Investigation 74 (6):2121–28. https://doi.org/10.1172/JCI111637. 

Soop, Anne, Cecilia Johansson, Paul Hjemdahl, Marianne Kristiansson, Hans Gyllenhammar, Nailin Li, 

and Alf Sollevi. 2003. “Adenosine Treatment Attenuates Cytokine Interleukin-6 Responses to 

Endotoxin Challenge in Healthy Volunteers.” Shock (Augusta, Ga.) 19 (6):503–7. 

https://doi.org/10.1097/01.shk.0000051756.08171.11. 

Spiegel, Sarah, and Sheldon Milstien. 2011. “The Outs and the Ins of Sphingosine-1-Phosphate in 

Immunity.” Nature Reviews. Immunology 11 (6):403–15. https://doi.org/10.1038/nri2974. 

Sullivan, Gail W., Guodong Fang, Joel Linden, and W. Michael Scheld. 2004. “A2A Adenosine Receptor 

Activation Improves Survival in Mouse Models of Endotoxemia and Sepsis.” The Journal of 

Infectious Diseases 189 (10):1897–1904. https://doi.org/10.1086/386311. 

Sun, Ying, and Pingbo Huang. 2016. “Adenosine A2B Receptor: From Cell Biology to Human 

Diseases.” Frontiers in Chemistry 4 (August). https://doi.org/10.3389/fchem.2016.00037. 

Synnestvedt, Kristin, Glenn T. Furuta, Katrina M. Comerford, Nancy Louis, Jorn Karhausen, Holger K. 

Eltzschig, Karl R. Hansen, Linda F. Thompson, and Sean P. Colgan. 2002. “Ecto-5’-nucleotidase 

(CD73) Regulation by Hypoxia-Inducible Factor-1 Mediates Permeability Changes in Intestinal 

Epithelia.” The Journal of Clinical Investigation 110 (7):993–1002. 

https://doi.org/10.1172/JCI15337. 



171 

 

Takeshita, Harunori, Masayasu Kitano, Tsuyoshi Iwasaki, Sachie Kitano, Sachi Tsunemi, Chieri Sato, 

Masahiro Sekiguchi, et al. 2012. “Sphingosine 1-Phosphate (S1P)/S1P Receptor 1 Signaling 

Regulates Receptor Activator of NF- B Ligand (RANKL) Expression in Rheumatoid Arthritis.” 

Biochemical and Biophysical Research Communications 419 (2):154–59. 

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2012.01.103. 

Tang, Li-Ming, Yan-Peng Wang, Ke Wang, Li-Yong Pu, Feng Zhang, Xiang-Cheng Li, Lian-Bao Kong, Bei-

Cheng Sun, Guo-Qiang Li, and Xue-Hao Wang. 2007. “Protective Effect of Adenosine A2A 

Receptor Activation in Small-for-Size Liver Transplantation.” Transplant International: Official 

Journal of the European Society for Organ Transplantation 20 (1):93–101. 

https://doi.org/10.1111/j.1432-2277.2006.00394.x. 

Terrillon, Sonia, and Michel Bouvier. 2004. “Roles of G-Protein-Coupled Receptor Dimerization.” 

EMBO Reports 5 (1):30–34. https://doi.org/10.1038/sj.embor.7400052. 

Tersmette, M., R. E. de Goede, B. J. Al, I. N. Winkel, R. A. Gruters, H. T. Cuypers, H. G. Huisman, and F. 

Miedema. 1988. “Differential Syncytium-Inducing Capacity of Human Immunodeficiency 

Virus Isolates: Frequent Detection of Syncytium-Inducing Isolates in Patients with Acquired 

Immunodeficiency Syndrome (AIDS) and AIDS-Related Complex.” Journal of Virology 62 

(6):2026–32. 

Thieblemont, N., L. Weiss, H. M. Sadeghi, C. Estcourt, and N. Haeffner-Cavaillon. 1995. 

“CD14lowCD16high: A Cytokine-Producing Monocyte Subset Which Expands during Human 

Immunodeficiency Virus Infection.” European Journal of Immunology 25 (12):3418–24. 

https://doi.org/10.1002/eji.1830251232. 

Thiel, Manfred, Alexander Chouker, Akio Ohta, Edward Jackson, Charles Caldwell, Patrick Smith, 

Dmitry Lukashev, Iris Bittmann, and Michail V. Sitkovsky. 2005. “Oxygenation Inhibits the 

Physiological Tissue-Protecting Mechanism and Thereby Exacerbates Acute Inflammatory 

Lung Injury.” PLoS Biology 3 (6):e174. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0030174. 

Thompson, Linda F., Holger K. Eltzschig, Juan C. Ibla, C. Justin Van De Wiele, Regina Resta, Julio C. 

Morote-Garcia, and Sean P. Colgan. 2004. “Crucial Role for Ecto-5’-nucleotidase (CD73) in 

Vascular Leakage during Hypoxia.” The Journal of Experimental Medicine 200 (11):1395–

1405. https://doi.org/10.1084/jem.20040915. 

Thomson, L. F., J. M. Ruedi, A. Glass, G. Moldenhauer, P. Moller, M. G. Low, M. R. Klemens, M. 

Massaia, and A. H. Lucas. 1990. “Production and Characterization of Monoclonal Antibodies 

to the Glycosyl Phosphatidylinositol-Anchored Lymphocyte Differentiation Antigen Ecto-5’-

nucleotidase (CD73).” Tissue Antigens 35 (1):9–19. 

Urbano, Mariangela, Miguel Guerrero, Hugh Rosen, and Edward Roberts. 2013. “Modulators of the 

Sphingosine 1-Phosphate Receptor 1.” Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 23 

(23):6377–89. https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2013.09.058. 

Venkataraman, Krishnan, Yong-Moon Lee, Jason Michaud, Shobha Thangada, Youxi Ai, Herbert L. 

Bonkovsky, Nehal S. Parikh, Cheryl Habrukowich, and Timothy Hla. 2008. “Vascular 

Endothelium as a Contributor of Plasma Sphingosine 1-Phosphate.” Circulation Research 102 

(6):669–76. https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.107.165845. 

Wall, Estelle A., Joelle R. Zavzavadjian, Mi Sook Chang, Baljinder Randhawa, Xiaocui Zhu, Robert C. 

Hsueh, Jamie Liu, et al. 2009. “Suppression of LPS-Induced TNF-Alpha Production in 

Macrophages by cAMP Is Mediated by PKA-AKAP95-p105.” Science Signaling 2 (75):ra28. 

https://doi.org/10.1126/scisignal.2000202. 

Wanke, Florian, Sonja Moos, Andrew L. Croxford, André P. Heinen, Stephanie Gräf, Bettina Kalt, 

Denise Tischner, et al. 2017. “EBI2 Is Highly Expressed in Multiple Sclerosis Lesions and 

Promotes Early CNS Migration of Encephalitogenic CD4 T Cells.” Cell Reports 18 (5):1270–84. 

https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.01.020. 

Weber, J. 2001. “The Pathogenesis of HIV-1 Infection.” British Medical Bulletin 58:61–72. 

Weiss, L., N. Haeffner-Cavaillon, M. Laude, J. Gilquin, and M. D. Kazatchkine. 1989. “HIV Infection Is 

Associated with the Spontaneous Production of Interleukin-1 (IL-1) in Vivo and with an 

Abnormal Release of IL-1 Alpha in Vitro.” AIDS (London, England) 3 (11):695–99. 



172 

 

Windh, R. T., M. J. Lee, T. Hla, S. An, A. J. Barr, and D. R. Manning. 1999. “Differential Coupling of the 

Sphingosine 1-Phosphate Receptors Edg-1, Edg-3, and H218/Edg-5 to the G(i), G(q), and 

G(12) Families of Heterotrimeric G Proteins.” The Journal of Biological Chemistry 274 

(39):27351–58. 

Yang, L., Y. Yatomi, Y. Miura, K. Satoh, and Y. Ozaki. 1999. “Metabolism and Functional Effects of 

Sphingolipids in Blood Cells.” British Journal of Haematology 107 (2):282–93. 

Yang, Meixiang, Chunhong Ma, Shuxun Liu, Qianqian Shao, Wenjuan Gao, Bingfeng Song, Jintang Sun, 

et al. 2010. “HIF-Dependent Induction of Adenosine Receptor A2b Skews Human Dendritic 

Cells to a Th2-Stimulating Phenotype under Hypoxia.” Immunology and Cell Biology 88 

(2):165–71. https://doi.org/10.1038/icb.2009.77. 

Yegutkin, Gennady G. 2008. “Nucleotide- and Nucleoside-Converting Ectoenzymes: Important 

Modulators of Purinergic Signalling Cascade.” Biochimica Et Biophysica Acta 1783 (5):673–94. 

https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2008.01.024. 

Yi, Tangsheng, and Jason G. Cyster. 2013. “EBI2-Mediated Bridging Channel Positioning Supports 

Splenic Dendritic Cell Homeostasis and Particulate Antigen Capture.” Elife 2:e00757. 

Yi, Tangsheng, Xiaoming Wang, Lisa?M. Kelly, Jinping An, Ying Xu, Andreas?W. Sailer, Jan-Ake 

Gustafsson, David?W. Russell, and Jason?G. Cyster. 2012. “Oxysterol Gradient Generation by 

Lymphoid Stromal Cells Guides Activated B Cell Movement during Humoral Responses.” 

Immunity 37 (3):535–48. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2012.06.015. 

Yoshimura, Akihiko, Tetsuji Naka, and Masato Kubo. 2007. “SOCS Proteins, Cytokine Signalling and 

Immune Regulation.” Nature Reviews. Immunology 7 (6):454–65. 

https://doi.org/10.1038/nri2093. 

Zarek, Paul E., Ching-Tai Huang, Eric R. Lutz, Jeanne Kowalski, Maureen R. Horton, Joel Linden, 

Charles G. Drake, and Jonathan D. Powell. 2008. “A2A Receptor Signaling Promotes 

Peripheral Tolerance by Inducing T-Cell Anergy and the Generation of Adaptive Regulatory T 

Cells.” Blood 111 (1):251–59. https://doi.org/10.1182/blood-2007-03-081646. 

Zhang, G., J. J. Contos, J. A. Weiner, N. Fukushima, and J. Chun. 1999. “Comparative Analysis of Three 

Murine G-Protein Coupled Receptors Activated by Sphingosine-1-Phosphate.” Gene 227 

(1):89–99. 

Zhang, L., A. Y. Shih, X. V. Yang, C. Kuei, J. Wu, X. Deng, N. S. Mani, et al. 2012. “Identification of 

Structural Motifs Critical for Epstein-Barr Virus-Induced Molecule 2 Function and Homology 

Modeling of the Ligand Docking Site.” Molecular Pharmacology 82 (6):1094–1103. 

https://doi.org/10.1124/mol.112.080275. 

Zhang, N. 2006. “Adenosine A2a Receptors Induce Heterologous Desensitization of Chemokine 

Receptors.” Blood 108 (1):38–44. https://doi.org/10.1182/blood-2005-06-2599. 

Zhao, Z. Q., H. Sato, M. W. Williams, A. Z. Fernandez, and J. Vinten-Johansen. 1996. “Adenosine A2-

Receptor Activation Inhibits Neutrophil-Mediated Injury to Coronary Endothelium.” The 

American Journal of Physiology 271 (4 Pt 2):H1456-1464. 

Zhukov, Andrei, Stephen P. Andrews, James C. Errey, Nathan Robertson, Benjamin Tehan, Jonathan S. 

Mason, Fiona H. Marshall, Malcolm Weir, and Miles Congreve. 2011. “Biophysical Mapping of 

the Adenosine A2A Receptor.” Journal of Medicinal Chemistry 54 (13):4312–23. 

https://doi.org/10.1021/jm2003798. 

 


