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Titre :  

Etude de l’impact de l’expression de variants d’épissage sur les fonctions biologiques de P2RX7: Rôle 

dans l’adénocarcinome broncho-pulmonaire humain 

Résumé :  

Le cancer du poumon, découvert classiquement à un stade avancé et non opérable, est la première 

cause de décès par cancer.  Les avancées en immunothérapie anti tumorale ont changé le pronostic 

de cette pathologie en positionnant cette approche comme un élément principal de la prise en charge 

à ce jour. Néanmoins la survie à cinq ans du cancer du poumon, tous stades confondus, reste inférieure 

à 20% et il est donc nécessaire de mieux comprendre sa physiopathologie afin d’identifier de nouvelles 

approches thérapeutiques.  

Mon laboratoire d’accueil a récemment montré que le récepteur purinergique P2RX7 restreint le 

développement de tumeurs dans un modèle murin en orchestrant une réponse immunitaire anti 

tumorale. L’expression de P2RX7 a été montrée dans l’adénocarcinome bronchique humain (LUAD) 

mais sa fonction n’a jamais été étudiée. Les objectifs de mon projet de recherche étaient de 

comprendre pourquoi les cellules tumorales du LUAD expriment P2RX7 dont l’une des fonctions est 

de déclencher leur propre mort. Nous avons émis l’hypothèse que l’expression de variants d’épissage 

pourrait impacter les fonctions biologiques de P2RX7.  

J’ai montré que l’isoforme P2RX7A pleine taille et trois variants d'épissage alternatif P2RX7B, H, J sont 

exprimés dans les tissus LUAD et qu’il y a globalement moins de messagers dans les tissus tumoraux 

que dans les tissus sains adjacents. Après avoir développé un essai pour mesurer l’activité biologique 

de P2RX7, nous avons démontré que seul P2RX7 exprimé dans les cellules immunitaires pulmonaires 

est fonctionnel, et qu’il existe une altération de ses fonctions biologiques uniquement dans le 

compartiment tumoral. J’ai ensuite caractérisé le mécanisme moléculaire qui conduit à l’expression 

d’un récepteur dont la fonction biologique est altérée. Ce mécanisme repose sur l’expression 

différentielle du variant d'épissage P2RX7B et à la capacité de l’isoforme P2RX7B d’hétéro-oligomériser 

avec P2RX7A pour former un récepteur moins fonctionnel. Enfin, j’ai observé que les tumeurs des 

patients LUAD qui présentent un niveau d’expression élevé de P2RX7B sont très faiblement infiltrées 

en cellules immunitaires.  

L’ensemble de mes résultats positionnent P2RX7B comme un biomarqueur péjoratif pour les patients 

souffrant de LUAD, et comme un outil théranostique prometteur dans une perspective curative. 

Mots clefs : P2RX7/P2X7 purinorécepteurs, ATPe, épissage alternatif, cancer, immunomodulation 

 



III 
 

Title : 

Assessing the impact of the expression of splice variants on the biological functions of P2RX7: Role in 

human bronchopulmonary adenocarcinoma 

Abstract : 

Lung cancer, classically discovered at an advanced and non-operable stage, is the leading cause of 

cancer death. Advances in anti-tumor immunotherapy have changed the prognosis of this pathology 

by positioning this approach as a central element of therapy. Nevertheless, the five-year survival, all 

stages confused, remains less than 20% and it is therefore necessary to better understand the 

pathophysiology of this disease in order to identify new therapeutic approaches. 

My PhD host laboratory has recently shown that the purinergic receptor P2RX7 restricts tumor 

development in a murine model by orchestrating an anti-tumor immune response. The expression of 

P2RX7 has been shown in lung adenocarcinoma (LUAD) but its function has never been studied. The 

aims of my research project were to understand why LUAD tumor cells express P2RX7, one of the 

functions of which is to trigger their own death. We hypothesized that the expression of splice variants 

could impact the biological functions of P2RX7. 

I showed that the full size P2RX7A isoform and three alternative splice variants P2RX7B, H, J are 

expressed in LUAD tissues and that there are globally less messenger’s RNA in tumor tissues than in 

adjacent healthy tissues. After developing an assay to measure the biological activity of P2RX7, we 

demonstrated that only P2RX7 expressed in lung immune cells is functional, and that there is an 

alteration of its biological activities only into tumor compartment. I then characterized the molecular 

mechanism that leads to the expression of a receptor whose biological function is altered. This 

mechanism is relying on the differential expression of the P2RX7B splice variant and the ability of the 

P2RX7B isoform to hetero-oligomerize with P2RX7A to form a less functional receptor. Finally, I 

observed that tumors of LUAD patients having a high level of P2RX7B expression are very poorly 

infiltrated with immune cells. 

All these results position P2RX7B as a pejorative biomarker for LUAD patients and as a promising 

theranostic tool in a curative perspective. 

Keywords : P2RX7/P2X7, purinoceptor, eATP, alternative splicing, cancer, immunomodulation  
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I. Abréviations 

 

  

CNPC..……cancer du poumon non à petites cellules  

CPC..…………….cancer du poumon à petites cellules  

LUAD…………………….. adénocarcinome bronchique  

SSP…………………………………. survie sans progression  

SG…………………………………………………. survie globale  

PD-1………………… programmed cell death protein 1 

PD-L1……. programmed cell death protein ligand 1 

ICI……….. inhibiteurs des checkpoint de l’immunité  

MET…………………….. microenvironnement tumoral 

ATP……………………………… adénosine tri-phosphate  

ATPe……………………………………… ATP extracellulaire 

NAD……………… nicotinamide adénine dinucléotide 

GTP……………………………….. guanosine triphosphate 

AMP………………………… adénosine monophosphate  

CMH1……… complexe majeur d’histocompatibilité     

de classe 1  

FAC…………………….. fibroblastes associés au cancer 

HIF……………………………….. Hypoxia Inducible Factor 

TNF………………………… facteur de nécrose tumorale  

IL-12…………………………………………… interleukine-12  

 

IL-10…………………………………………………… interleukine-10 

Th………………………………………… lymphocytes T auxiliaires 

MDSC………………………… myeloïd derived suppressor cell 

NK…………………………………………………………… natural killer 

VEGF……………………... vascular endothelial growth factor 

P1R………………………………………………….. purinocepteur P1 

P2RX……………………………………………… purinocepteur P2X 

P2RY……………………………………………… purinocepteur P2Y 

NICD………………………………………. NAD induced cell death 

LPS………………………………………………… lipopolysaccharide 

MAP………………………. modulateurs allostériques positifs 

MAN…………………….. modulateurs allostériques négatifs 

GFP…………………………………….. green fluorescent protein 

DAMPS……dommages associés aux motifs moléculaires 

associés aux dégâts  

PPR……………..récepteurs de reconnaissance de patterns 

IHC………………………………………………. immunohistochimie 

ARNm…………………………… acide ribonucléique messager 

MiR……………………………………………………………. micro-ARN 

SNP….……………….. polymorphisme nucléotidique simple 
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III. Introduction 

A. Le cancer du poumon avancé 

a. Faits et chiffres épidémiologiques 

Le cancer du poumon, le plus souvent découvert à un stade avancé non opérable, est la 

première cause de décès par cancer. Il est responsable de plus de 33 000 décès par an en 

France et 1,8 millions de décès par an dans le monde. Les dernières données d’épidémiologie 

estiment son incidence à plus de 46 000 nouveaux cas par an en France et environ 2,1 millions 

de nouveaux cas par an dans le monde. Il constitue le 3ème cancer incident chez la femme et 

le 2ème cancer incident chez l’homme [1].  

Les deux dernières décennies ont été marquées par la compréhension de mécanismes 

moléculaires clés de la cancérogenèse pulmonaire ; ces derniers ont permis de développer des 

thérapies ciblées efficaces, alors que les cinq dernières années ont vu l'application clinique du 

décryptage de l'immunité anti tumorale. Ces avancées ont considérablement enrichi la prise 

en charge du cancer du poumon mais cette pathologie demeure sévère, d’où l'importance 

d'améliorer la connaissance des mécanismes de la carcinogenèse. 

 

b. Historique de la prise en charge 

i. Prise en charge thérapeutique du cancer du poumon avancé 

Le cancer du poumon est classé selon son type histologique. Il est historiquement divisé en 

cancer du poumon non à petites cellules (CNPC), le plus fréquent puisqu’il représente neuf cas 

sur dix, et en cancer du poumon à petites cellules (CPC), plus rare, rapidement évolutif et 

relevant toujours d’un traitement systémique. Il existe trois principaux types de cancer du 

poumon non à petites cellules. L’adénocarcinome bronchique (LUAD) est le plus fréquent et 

représente environ 40 % des cas. Il se situe le plus souvent en périphérie du poumon et se 

développe aux dépens des cellules glandulaires. Le carcinome épidermoïde a une localisation 

plus proximale, se développe aux dépens des cellules malpighiennes et représente environ 

30% des cas, et le carcinome indifférencié à grandes cellules lui représente 10 à 15% des cas. 

(Figure 1) 

Si le CNPC de stade précoce relève d’un traitement local, chirurgical et dans certains cas par 

radiothérapie, son traitement au stade tardif (stades IIIB-IV) repose sur l'administration de 
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traitements systémiques, la chirurgie ne pouvant plus offrir une approche curative à ce stade 

de la pathologie.  

À ce jour, le traitement du CNPC au stade tardif peut être appréhendé en approche 

chimiothérapeutique, en thérapie ciblée et en immunothérapie seule ou en combinaison avec 

la chimiothérapie. Les schémas de chimiothérapie pour le traitement du CNPC reposent 

historiquement sur les sels de platine, qui demeurent le trépied de la chimiothérapie en 

oncologie thoracique. Les taxanes font également partie de cet arsenal thérapeutique et sont 

particulièrement indiqués dans le CNPC d’histologie épidermoïde. Le pemetrexed qui est un 

anti-folate [2], et les anti-VEGF (vascular endothelial growth factor) qui sont utilisés pour 

s’opposer à la néo-angiogénèse tumorale [3], sont deux agents utilisés dans les CNPC 

d’histologie non épidermoïde. En 2004, la découverte de certaines mutations tumorales à 

l'origine de la tumorogenèse qui sont directement ciblables, a révolutionné le traitement du 

cancer du poumon. Aujourd'hui, des traitements ciblés sont approuvés chez les patients 

atteints de cancer du poumon porteurs de mutations EGFR et BRAF, de réarrangements ALK 

et ROS1, de fusions de NTRK [4]. 

Alors que les traitements mentionnés ci-dessus ciblent directement les cellules cancéreuses, 

l’immunothérapie par inhibiteurs des points de contrôle (checkpoint) de l’immunité (ICI) 

utilisée en oncologie thoracique, a révolutionné la prise en charge thérapeutique du cancer 

en ciblant l’hôte et non plus la cellule tumorale elle-même. L’objectif ici est de restaurer une 

immunothérapie anti tumorale, en utilisant un anticorps ciblant la synapse immunologique 

comme un anti-PD-1 (program-death 1), un anti-PD-L1 (program-death-ligand-1), un anti-

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4). Les premiers ICI testés dans le cadre du 

CNPC étaient les anticorps anti-PD-1, qui ont montré une amélioration de la survie globale 

dans les cas de CNPC avancés progressant après une chimiothérapie antérieure et ont donc 

été approuvés en 2015, comme option de deuxième ligne dans le CNPC. Par la suite, d'autres 

études ont permis de valider en première ligne cette modalité thérapeutique, et plus 

récemment l’association de la chimiothérapie et de l’immunothérapie en première ligne. 

L’arbre décisionnel repose non seulement sur l’état général du patient et le type histologique 

tumoral, mais aussi sur l’expression du PD-L1 en immunohistochimie, le seul marqueur 

théranostique validé à ce jour. 
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Nous assistons donc à un changement de paradigme puisque le CNPC avancé sans addiction 

oncogénique, bénéficie aujourd’hui de l’immunothérapie en première ligne qui, seule ou en 

association à la chimiothérapie, devient la pierre angulaire du traitement chez une majorité 

de patients. 

 

FIGURE 1 : Les différents types histologiques du cancer broncho-pulmonaire 

ii. Limites et défis 

Si les ICI ont amélioré drastiquement la prise en charge du CNPC avancé, seule une proportion 

limitée de patients obtient un bénéfice clinique durable. Certains patients ne répondent 

absolument pas au traitement voire se révèlent en hyper progression tumorale sous 

immunothérapie. A ce jour, l'expression du PD-L1 tumoral évaluée par immunohistochimie 

(IHC), permet de sélectionner les patients éligibles à l’immunothérapie en première ligne mais 

ne permet pas de prédire une réponse durable chez les patients traités par ICI ni de prédire 

les situations d’hyperprogression tumorale. C’est pourquoi de nombreux autres 

biomarqueurs, en citant par exemple l'expression de PD-L1 par les cellules immunitaires 

infiltrant la tumeur, l'infiltration tumorale en lymphocytes CD8+, la charge mutationnelle intra 

tumorale, ou encore le volume tumoral global évalué par imagerie métabolique, ont été 

étudiés [5]. Il reste que, en pratique à ce jour les biomarqueurs de réponse ou de non-réponse 

à l’immunothérapie demeurent imparfaits. Ainsi se pose le défi de mieux comprendre la 

physiopathologie du cancer du poumon et des acteurs impliqués dans l’immunomodulation 
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positive ou négative de l’environnement tumoral, afin d’identifier non seulement de nouveaux 

biomarqueurs mais aussi pour étudier de nouvelles approches thérapeutiques. In fine, toutes 

ces connaissances pourront être étendues au bénéfice d’autres types de cancers.  

 

B. Signalisation purinergique et cancer 

a. Purines, ATP extracellulaire 

La tumeur est une lésion résultant de la multiplication anarchique de cellules anormales ; ces 

cellules sont en communication permanente avec le microenvironnement tumoral (MET). Le 

MET comprend les cellules tumorales et les cellules de l’hôte : stromales et immunitaires 

(Figure 2). Il contient de nombreux acteurs impliqués dans la modulation des réponses 

immunitaires anti tumorales. L’environnement inflammatoire tumoral est en permanence 

exposé à des éléments qu’il va attribuer comme appartenant à l'hôte ou non. Sa composition 

conditionne d’une part le métabolisme et l’invasivité des cellules tumorales, et d’autre part 

les réponses immunitaires anti tumorales [6]. La compréhension du MET est cruciale pour 

identifier les facteurs impliqués dans le contrôle du développement tumoral [7]. 

Les purines sont une famille de composés organiques présentant un cycle imidazole, un des 

cycles azotés les plus courants. Les produits de dégradation des purines constituent des 

biomolécules cellulaires impliquées non seulement dans la signalisation mais aussi le 

métabolisme cellulaire, telles que l’adénosine tri-phosphate (ATP), le nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD), le guanosine triphosphate (GTP), l’adénosine monophosphate (AMP) 

cyclique, le coenzyme A [8].  

L’ATP appartient à la famille des nucléotides, et a longtemps été considéré comme seulement 

confiné aux compartiments intracellulaires. Il est le principal substrat énergétique de la 

machinerie intracellulaire et est essentiellement produit lors de la respiration mitochondriale 

aérobie. Son rôle en tant que messager extracellulaire a été longtemps controversé. En effet, 

dès 1929, Szent-Györgyi et Drury ont mis en évidence les effets des purines sur le myocarde. 

Il a fallu néanmoins attendre les travaux de Burnstock en 1964 pour que soit posée l’hypothèse 

que des fonctions extracellulaires seraient attribuables à l’ATP. Ce n’est qu’à partir de 1972, 

après la confirmation de son hypothèse, que l’on assiste à un intérêt croissant pour le 

déchiffrage de la signalisation purinergique.  



7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 2 : Microenvironnement tumoral et signalisation purinergique  

Adapté de Di Virgilio et al., Nat Rev Cancer 2018 [9] 

Le microenvironnement tumoral est un ensemble complexe qui comprend les cellules 
tumorales mais aussi de l’hôte, immunitaires ou non comme les fibroblastes associés au 
cancer (FAC). Les cellules de l’immunité innée conduisent à la lyse de cellules tumorales. Les 
néoantigènes tumoraux libérés, sont capturés par les cellules présentatrices d’antigènes qui 
vont les présenter par le biais du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 (CMH 1) 
aux lymphocytes T naïfs qui matureront en lymphocytes T cytotoxiques. La cytolyse tumorale 
entraine une libération d’ATP extracellulaire (ATPe) du compartiment intracellulaire vers le 
compartiment extracellulaire, qui peut se lier à P2RX7 pour activer ses fonctions canal et 
assemblage de l’inflammasome NLRP3 et de la cascade cytokinique pro-inflammatoire d’aval 
(fonctions non représentées sur ce schéma). Des ectonucléotidases membranaires 
catabolisent l’ATPe en ADP pouvant lier les récepteurs P2YR, en AMP puis enfin en adénosine 
capable d’activer les récepteurs P1R qui exercent un rétrocontrôle anti-inflammatoire et pro-
tumoral. 
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b. Signalisation purinergique et cancer  

La signalisation purinergique attire un intérêt croissant dans le domaine de 

l’immunomodulation du MET. L’ATPe ainsi que d’autres nucléotides, en particulier l’adénosine 

di-phosphate (ADP) obtenue par l’action d’ectonucléotidases membranaires, agissent comme 

des molécules de signalisation dans les tissus. Ces nucléotides sont les ligands extracellulaires 

de récepteurs purinergiques qui peuvent être de la famille des récepteurs ionotropiques P2RX, 

ou métabotropiques P1RX et P2RY (Figure 3), et sont détaillés dans la section III.C.  

L'activité anti-néoplasique de l'ATP a été démontrée en 1983 par Rapaport qui a montré que 

l'ajout d'ATP exogène aux cellules de cancer du pancréas et du côlon inhibait la croissance 

cellulaire en provoquant un arrêt du cycle cellulaire en phase S [10]. L’ATPe, lorsqu’il transite 

dans le compartiment extracellulaire, est considéré comme un signal de danger pour l’hôte. Il 

est le témoin de la lyse cellulaire. En effet, il est libéré dans l’espace extracellulaire dans une 

situation d’altération ou de souffrance cellulaire, et en particulier dans les milieux 

inflammatoires et tumoraux où de telles conditions sont réunies [11,12]. Ce nucléotide, un 

des ligands essentiels de la signalisation purinergique, joue un rôle régulateur des réponses 

immunitaires [13] et est considéré comme un marqueur biochimique du cancer [14,15].  

La libération d'ATPe n’est pas l’apanage des cellules tumorales, puisque toutes les cellules sont 

capables d’en libérer et c’est pourquoi l’ensemble des cellules du MET contribuent à la 

présence d’ATPe dans le tissu tumoral. Sa libération a été montrée pour les neutrophiles et a 

été associée à leur mobilisation vers le site inflammatoire  [16], ainsi que pour une lignée de 

macrophage en présence de LPS [17]. La libération d’ATPe a également été montrée pour  les 

cellules tumorales dans plusieurs lignées notamment dans des modèles de 

phéochromocytome [18], de cancer du poumon [19], de carcinome ovarien [20], de cancer 

testiculaire [21], de carcinome indifférencié d’Ehrlich [22]. En 2008, il a été montré, grâce à un 

essai utilisant une sonde couplée à la luciférase, que les concentrations d’ATPe sont mesurées 

à des taux drastiquement plus élevés dans les tissus tumoraux (100 à 500 µM) par rapport aux 

tissus sains (10 à 100 nM) [23]. Cet essai a été appliqué dans de nombreux types tumoraux, 

en particulier dans des modèles humains de carcinome ovarien et de mélanome, de leucémie 

et de carcinome colique murins, et dans un modèle métastatique de carcinome colique 

humain chez la souris, confirmant des niveaux élevés de concentration en ATPe au sein des 

tissus tumoraux [24–26]. L'accumulation de ce nucléotide, produit de l'activité métabolique 
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de la tumeur et de la cellule hôte, et de ses produits de dégradation dont l’adénosine, reflète 

aussi un processus actif de signalisation ayant des implications sur la carcinogénèse [26].  

La dégradation de l’ATPe est orchestrée par les ectonucléotidases CD39 et CD73 [27] dans les 

tissus tumoraux [28] et conduit à l’accumulation de son produit de dégradation, l’adénosine. 

Cette adénosine agit comme un médiateur immunosuppresseur [29] et il a été montré que 

son accumulation favorise la croissance des tumeurs [30]. En effet il a été observé  que des 

niveaux élevés d’ADPe élevés dans des microdyalisats issus de tissus tumoraux impactent 

l’infiltration lymphocytaire T intratumorale [31]. De plus certaines conditions tumorales 

comme l’existence d’un gradient d’oxygène entre le centre de la zone tumorale et la 

périphérie, favorisent l’expression du facteur HIF-1α (Hypoxia Inducible Factors-1α) et de son 

couplage  à son partenaire HIF-1β, rendant le facteur HIF actif et apte à favoriser l’expression 

des ectonucléotidases CD39 et CD73 [32]. La signalisation purinergique fait ainsi intervenir un 

équilibre dynamique entre l'ATPe et l’adénosine qui représentent un point de contrôle 

immunitaire du cancer (Figure 3). 

 

FIGURE 3 : Signalisation purinergique et ligands endogènes 

Les récepteurs purinergiques P2RX ont pour ligand l’ATPe qui est retrouvé à de fortes 

concentrations dans les tissus inflammatoires et tumoraux. L’ATPe est hydrolysé en ADP, AMP 

et adénosine par les ectnucléotidases membranaires CD39 et CD73. L’ATPe et l’ADPe sont tous 

deux en mesure d’activer les récepteurs métabotropiques P2RY couplés aux protéines G, alors 

que l’adénosine représente le ligand essentiel des récepteurs métabotropiques P1R couplés 

aux protéines G. 
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C. P2RX7 : un immunomodulateur impliqué dans le contrôle tumoral  

a. Les récepteurs purinergiques : définition, familles de récepteurs 

Les récepteurs purinergiques, également appelés purinocepteurs, sont une famille de 

récepteurs membranaires activés par les purines. Il sont impliqués dans de nombreuses 

fonctions physiologiques comme l'apprentissage, la mémoire, les comportements [33], mais 

aussi de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération et le migration cellulaire, la 

mort cellulaire, la sécrétion de cytokines [34].  

L’existence d’une signalisation purinergique a été proposée en 1972 par Burnstock [35] bien 

avant le premier clonage des récepteurs purinergiques P2Y1 et P2Y2 en 1993 [36,37]. Quatre 

types de récepteurs P1, dont le ligand est l’adénosine (A1, A2A, A2B, A3), sept types de 

récepteurs P2X (P2RX1 à P2RX7) et huit types de récepteurs couplés à la protéine G (P2RY1, 

P2RY2, P2RY4, P2RY6, P2RY11, P2RY12, P2RY13 et P2RY14) ont été identifiés [38,39] (Figure 

4). 

 

FIGURE 4 : La famille des récepteurs purinergiques 
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b. Rôle des P1R 

Les récepteurs P1R ont pour ligand l’adénosine, et sont une famille constituée des récepteurs 

A1, A2 et A3. Ces derniers font parties de la famille des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G. Les récepteurs A2, par leur liaison à l’adénosine 

qui représente le produit de dégradation de l’ATPe présent dans les tissus inflammatoires, 

sont  ainsi aptes à détecter les réponses inflammatoires et exercent un rétrocontrôle sur les 

cellules de l’immunité [40].  En particulier, le sous-type A2A a une haute affinité pour 

l'adénosine alors le récepteur A2B une faible affinité, conférant la capacité au récepteur de 

type A2 d’exercer une modulation des rétrocontrôles exercés en fonction de l’expression 

relative de ces deux sous-types. Ceci permet de moduler les réponses immunitaires grâce à 

l’action rapide des ectonucléotidases en prévenant notamment des réponses exagérées sur 

des zones tissulaires endommagées, riches en ATPe. Il faut noter que la signalisation de 

l'adénosine par les récepteurs A2A et A2B couplés à la protéine Gs (stimulatrice) peut être 

contrecarrée par les récepteurs A1 et A3 couplés à la protéine Gi (inhibitrice). De plus, il 

semble que, outre l'inhibition des processus inflammatoires, les récepteurs A2 ont également 

la capacité de rediriger la classe d'effecteurs de la réponse immunitaire et de modifier les 

schémas de sécrétion des cytokines et des chimiokines par les cellules immunitaires activées 

[41]. En activant les récepteurs A2, l'adénosine peut inhiber la production du facteur de 

nécrose tumorale alpha (TNF), de l'interleukine-12 (IL-12) et de la chimiokine motif-C-X-C-

ligand-10 (CXCL10), augmenter la sécrétion de l'interleukine-10 (IL-10) et augmenter la 

libération de la chimiokine motif-C-C-ligand-17 (CCL17). Ainsi, l'activation des récepteurs de 

l'adénosine A2 peut diminuer la capacité des cellules dendritiques présentatrices d'antigènes 

de conduire les réponses immunitaires des lymphocytes T auxiliaires de type 1 (Th1) et donc 

modifier l'équilibre entre les lymphocytes Th1 et les lymphocytes Th2 [42] (Figure 5).  

Il a été montré dans le LUAD qu’il existe une surexpression de CD73 et des récepteurs A2A, et 

que l’expression à un niveau élevé du CD73 corrélait avec un moins bon pronostic des patients 

sur la survie globale (SG) et la survie sans récidive (SSR). A contrario, un haut niveau 

d’expression des récepteurs A2A corrélait avec une meilleure SG et SSR, indiquant que CD73 

et les récepteurs A2A peuvent partager des effets pronostiques opposés, soulignant la 

modulation fine de l’immunomodulation P1R-dépendante [43].  
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FIGURE 5 : Fonctions biologiques de l’adénosine 

L’adénosine favorise l’immunosuppression selon un mécanisme multi-niveaux. Elle favorise la 
différenciation des lymphocytes T CD4 effecteurs en lymphocytes T régulateurs et augmente 
l’expression du marqueur Foxp3 et du CTLA-4 lymphocytaire qui exerce un frein sur les 
réponses immunitaires antitumorales. Elle favorise le recrutement et la différentiation des M-
MDSC (cellules dérivées myéloïdes immunosuppressives), et promeut le changement de 
phénotype des macrophages M1 en macrophages M2 immunosuppresseurs et protumoraux. 
Elle exerce un frein sur les cellules cytotoxiques T CD4 effectrice et T CD8 par une moindre 
sécrétion de cytokines et une augmentation d’expression du PD-1 immunitaire. Elle diminue 
la fabrication des granzyme B par les cellules NK, et diminue l’expression du marqueur NKG2D. 
Elle augmente la sécrétion de facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) par les 
cellules dendritiques, qui favorise la néoangiogénèse tumorale, et s’oppose à la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires. 

 

c. Rôle des P2RY 

Les récepteurs P2RY sont des récepteurs-canaux métabotropiques couplés à la protéine G. Ils 

sont impliqués dans la régulation de fonctions cellulaires et communiquent avec de 

nombreuses protéines comme les intégrines, des protéines du cytosquelette, des protéines 

de la jonction intercellulaire, et des protéine G intracytoplasmiques. Ils s’activent après liaison 
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à l’ATPe, mais aussi l’ADPe, l’uracile triphosphate (UTP) et l’uracile diphosphate (UDP) ainsi 

que l’UDP-glucose. Ils sont capables de s’oligomériser avec de nombreuses autres protéines 

c’est pourquoi le répertoire fonctionnel est vaste est incomplètement élucidé. Leur structure 

générale comprend une extrémité N terminale qui à la différence des P2RX, est extracellulaire, 

7 domaines transmembranaires, et une extrémité C terminale intracytoplasmique. 

L’implication des récepteurs P2RY a été soulignée dans de nombreux processus 

physiopathologiques comme l’épilepsie, la douleur aigue et chronique, le syndrome dépressif, 

les processus neurodégénératifs en particulier la maladie d’Alzheimer et la maladie de 

Parkinson, mais aussi dans certains cancers neurologiques comme le gliome et le 

neuroblastome [44]. Cette famille de récepteurs serait également impliquée dans la mise en 

place de réponses immunitaires en synergie avec les récepteurs P2RX, comme détaillé dans la 

revue [45]. 

d. Rôle des P2RX 

i. P2RX 

Les purinorécepteurs P2X (P2XR ou P2RX) sont une famille de récepteurs-canaux essentiels à 

la physiologie humaine. Ces récepteurs ionotropiques, au nombre de sept, sont activés par 

l’ATPe. Ils présentent une structure oligomérique comportant trois monomères qui forment 

alors un canal ionique pouvant passer d’un état fermé à un état ouvert selon que l’ATP est lié 

au récepteur ou non. Après activation, ce canal permet un influx de sodium et de calcium et 

un efflux de potassium.  

Ces récepteurs comprennent entre 379 à 595 acides aminés et sont constitués d’une 

extrémité N-terminale, de deux domaines transmembranaires formés chacun de six hélices α, 

d’une boucle extracellulaire comprenant des sites de glycosylation, de domaines de liaison de 

l’ATPe, et d’une extrémité C-terminale. La boucle extracellulaire et l’extrémité N-terminale 

sont particulièrement conservées entre les différents membres de la famille des P2RX. L’unité 

fonctionnelle du récepteur est oligomérique ; en particulier il a été démontré par 

cristallographie que P2RX4 de poisson zèbre [46] et P2RX7 de panda [47] sont assemblés sous 

forme d’un trimère. À ce jour, 27 structures de P2RX ont été définies avec une haute résolution 

de modélisation graphique, à partir de formes tronquées à l'exception du P2RX7 de rat qui a 

pu être étudié sous sa forme pleine taille [48]. L’ensemble de ces études montre que les 

récepteurs de la famille P2RX partagent une structure tertiaire et quaternaire semblable [49]. 
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Les récepteurs P2RX sont subdivisés en deux sous-groupes, soient les récepteurs qui se 

désensibilisent très rapidement (de l’ordre de la centaine de millisecondes) après l’ajout du 

ligand, comme P2RX1 et P2RX3, et les autres qui se désensibilisent plus lentement, jusqu’à 

1000 fois moins rapidement. P2RX7 constitue une exception puisqu’il ne se désensibilise pas 

ou très peu [50].   

Le répertoire fonctionnel de chacun des récepteurs P2RX est varié et exhaustivement détaillé 

par Illes et al. [49]. Brièvement, P2RX1, est impliqué dans la motricité des canaux des voies 

excrétrices génitales, dans le chémotactisme des polynucléaires neutrophiles [51,52], et dans 

l’agrégation plaquettaire [53]. Les récepteurs P2RX2, P2RX3 sont notamment impliqués dans 

la perception douloureuse [54], dans les fonctions sensorielles gustatives et dans la douleur 

inflammatoire et neuropathique [55–58], le récepteur P2X4 est également impliqué dans la 

douleur neuropathique et la mémoire hippocampique [59,60], alors que le récepteur P2RX7, 

objet de notre étude, sera décrit plus en détail ci-après. 

 

ii. Le récepteur P2RX7 

1. Particularités de P2RX7  

P2RX7 a initialement été mis en évidence dans les mastocytes de rats [61], alors nommé 

récepteur P2Z. Ce récepteur se distingue des autres P2RX par son affinité particulièrement 

faible pour l’ATPe, par la présence d’une longue extrémité C-terminale impliquée dans sa 

capacité unique à former un large pore membranaire, et par un répertoire fonctionnel étendu. 

Ce récepteur est dit ubiquitaire, puisque virtuellement exprimé dans toutes les cellules 

mammifères. Il est particulièrement exprimé par les cellules du système immunitaire [62,63], 

et est impliqué dans la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives.  

Au cours de l’inflammation, l’expression de P2RX7 est régulée à la hausse sur les cellules 

immunitaires (neutrophiles, monocytes, éosinophiles, mastocytes, macrophages et 

lymphocytes) [64], et son activation par l’ATPe entraine la libération de cytokines pro-

inflammatoires [64,65]. Ainsi, P2RX7 est qualifié de récepteur immunomodulateur et attire 

beaucoup d’intérêt en pathologie humaine. Ses fonctions biologiques ont été étudiées 

exhaustivement dans les monocytes, les macrophages et la microglie, où il est exprimé à un 

niveau élevé [66–68]. 
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2. Structure du récepteur  

a. 2D : domaines fonctionnels de l’isoforme pleine taille 

P2RX7 code pour une protéine comprenant au total 595 acides aminés pour la forme pleine 

taille désignée P2RX7A. L’extrémité N-terminale est courte et comporte 26 acides aminés, la 

boucle extracellulaire est constituée de 282 acides aminés dont dix cystéines susceptibles de 

former des ponts disulfures, les deux domaines transmembranaires sont composés d’environ 

24 acides aminés chacun. L’extrémité C-terminale comprend 239 acides aminés. Ce domaine 

est une particularité fondamentale de P2RX7 qui lui confère ses propriétés spécifiques. Des 

expériences de mutagénèse dirigée ont permis de montrer que cette région avait un rôle dans 

l’adressage membranaire de P2RX7 [69] et la formation de larges pores membranaires [70]. 

De multiples motifs de liaison aux lipides et aux protéines ont été identifiés dans ce domaine, 

dont une région de liaison aux lipopolysaccharides circulants endotoxiniques. De plus, des 

régions d’homologies de séquences avec celles de protéines impliquées dans l’assemblage du 

cytosquelette (acides aminés 389 à 405 et acides aminés 494 à 508), ou encore d’ une partie 

du récepteur 1 du facteur de nécrose tumorale (TNFR1, acides aminés 436 à 531) ont été 

décrites [71]. L’ensemble de ces propriétés fait de P2RX7 un récepteur particulièrement 

intéressant sur un plan physiopathologique. 

 

b. 3D : structure trimérique 

L’association de trois monomères de P2RX7 forme l’unité fonctionnelle de ce récepteur canal. 

L’élucidation de la structure tridimensionnelle homotrimérique a été rendue possible par 

analyses cristallographiques, initialement conduites sur le récepteur P2RX4 de poisson zèbre 

[46] et sur le P2RX3 humain [72]. Dans tous les cas, c’est une forme tronquée pour la queue 

C-terminale qui a été étudiée. Ces analyses ont permis de montrer que les récepteurs P2RX 

présentent un site de liaison pour l’ATPe et que les monomères du récepteur prennent 

individuellement une forme décrite comme ressemblant à un « dauphin » [47,72]. 

L’association en trimère permet de former une tourelle dont la conformation est modulée par 

la fixation du ligand endogène, autorisant l’ouverture du récepteur canal [73]. Plus 

récemment, le P2RX7 de panda [47] et de poulet [74] tronqués pour l’extrémité C-terminale 

ont pu être cristallographiés. Ces résultats ont permis de de préciser l’emplacement d’un site 
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allostérique présent à l’interface interne entre deux sous unités successives, mais aussi des 

sites de liaison à l’ATPe qui se situent à la jonction entre chaque sous-unité successive 

constituant la tourelle du récepteur. Les auteurs ont modélisé le changement de conformation 

de la tourelle conduisant à l’ouverture du canal du P2RX7 de panda et l’ont illustré par une 

séquence vidéo [75] (Figure 6).  

C’est par analogie avec ces données qu’a pu être modélisé en trois dimensions le récepteur 

P2RX7 humain [73], puisque jusqu’à 85% d’homologie existe entre les récepteurs P2RX7 de 

panda et de poulet avec celui de l’humain P2RX7A pleine taille [47]. Il faut noter que les formes 

de poulet et de panda cristallisées étaient dépourvues de l’extrémité C-terminale, mais les 

auteurs ont tiré un avantage de cette limite en démontrant que la fonction d’ouverture du 

large pore n’est pas exclusivement dépendante de l’extrémité C-terminale mais aussi de la 

composition lipidique membranaire. En effet cette fonction restait présente pour le P2RX7 

tronqué C-terminal exprimé à la surface des liposomes, le taux élevé de cholestérol 

membranaire présent dans ce système d’étude étant corrélé avec une réduction de fluidité 

membranaire et une ouverture du large pore après stimulation du récepteur [75]. 

Plus récemment, la structure pleine taille du P2RX7 de rat [48] a pu être analysée par cryo-

microscopie électronique et a révélé la présence de zones riches en cystéines au sein de 

l’extrémité C-terminale et palmitoylées, s’opposant à la désensibilisation du récepteur, ainsi 

qu’un complexe d’ions zinc et un site de fixation de la guanosine, dont les fonctions sont à ce 

jour inconnues. 
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FIGURE 6 : Modélisation en trois dimensions de l’activation de la fonction canal de P2RX7 

Jusqu’à trois molécules d’ATPe se fixent sur les sites de liaison du récepteur situés à l’interface 
entre deux sous-unités successives de la tourelle du récepteur. Un changement de 
conformation se produit alors et le canal de P2RX7 s’ouvre. 

 

3. Ligands  

a. Ligands nucléotidiques 

L’ATPe est l’agoniste naturel de P2RX7. L’affinité de P2RX7 pour l’ATP est faible (de l’ordre de 

la centaine de micromolaires) en comparaison aux autres récepteurs P2RX (de l’ordre du 

nanomolaire). Les concentrations d’ATPe requises pour activer P2RX7 peuvent être observées 

dans les milieux tumoraux [76], mais aussi inflammatoires. En effet, l’analyse de lavages 

broncho alvéolaires a montré que les concentrations d’ATPe sont plus élevées chez des 

patients souffrant de fibrose pulmonaire idiopathique que chez les contrôles sains [77].  

Chez la souris, un second mode d’activation a été décrit. Il repose sur le nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD) et l’enzyme mono-ADP-ribosyl-transférase (ART) 2, une enzyme présente 

au niveau de la surface membranaire cellulaire de lymphocytes T murins [78]. Le NAD est 

présent à de fortes concentrations dans les tissus inflammatoires [79] mais P2RX7 est 

insensible à la fixation directe du NAD. Néanmoins, ce dernier provoque l'activation du 

récepteur par un mécanisme indirect d'ADP-ribosylation des protéines membranaires, et ce à 

des concentrations de NAD cent fois plus faibles que celles nécessaires pour induire 
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l’activation de P2RX7 par l'ATPe. Cette activation est durable, elle se manifeste par un influx 

calcique, la formation d’un large pore membranaire et le clivage de CD62L. Elle induit 

également un mécanisme de mort cellulaire dépendant spécifiquement du NAD, appelé 

« NAD induced cell death » (NICD) [50,78–80]. Ce mécanisme n’est pas complètement élucidé, 

le NAD+ se comportant soit comme un véritable agoniste du P2RX7, soit comme un agent 

potentialisateur qui abaisse le seuil d'activation par l'ATPe. 

 

b. Ligands non nucléotidiques et modulateurs 

allostériques 

L’activation de P2RX7 par l’ATPe, bien qu’étant le mode d’activation le plus classique, n’est 

pas exclusif. En effet il a été montré que l’activation par des agonistes non nucléotidiques était 

possible [81]. Dans les cellules microgliales de souris, les fonctions d’influx calcium, de 

modification de la structure cellulaire, de libération d'IL-1β caractéristique de l’activation de 

P2RX7, d’ouverture du large pore et de l’augmentation de cytotoxicité, pouvaient être 

observées en réponse à la présence de peptides amyloïdogènes β  [82]. Le mécanisme 

d’activation direct par ligation, ou indirect par stimulation de la sécrétion d’ATP par P2RX7, 

reste discuté et non élucidé à ce jour [83]. 

Un autre agoniste non nucléotidique, le sérum amyloïde A (SAA) a également été étudié et 

montre une stimulation directe de la sécrétion d'IL-1β par P2RX7 [84], avec ici encore une 

question non résolue concernant le mode d’action engagé puisque, un pré-traitement par 

l’apyrase - une ATP-diphosphohydrolase dont la conséquence attendue est la réduction de la 

concentration en ATPe - potentialise l’activation de P2RX7 par le SAA, ce qui s’avère contre-

intuitif. Néanmoins cela confirme que le SAA n'induit pas de libération d'ATP par P2RX7 mais 

semble interagir avec P2RX7 en le potentialisant, avec un mode d’action incompris, 

potentiellement compétitif avec celui de l’ATPe. 

Certains antibiotiques naturels se comportent comme des agonistes de P2RX7. Les 

cathélicidines sont des peptides antimicrobiens endogènes exprimés chez les mammifères soit 

de manière constitutive, soit après une lésion tissulaire [85,86]. La cathélicidine LL-37, 

présente chez l’homme, est emmagasinée dans les cellules de l’immunité (granulocytes, 

lymphocytes, macrophages) et les cellules épithéliales. Ce peptide induit l’influx calcique, 
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l’ouverture du large pore et la libération IL-1β ainsi que la libération d’ATP par la cellule 

[87,88]. Il favorise la prolifération cellulaire via P2RX7 [89]. Ce peptide a aussi été décrit pour 

permettre la restauration d’une activité d’ouverture du large pore de P2RX7 sur un système 

d’expression hétérologue (cellules HEK293) qui exprime un variant de P2RX7 murin tronqué 

pour la queue C-terminale, un domaine historiquement décrit comme nécessaire à la 

formation du large pore [38].  

Le lipopolysaccharide (LPS), endotoxine bactérienne classiquement présente lors d’une 

décharge bactériémique toxinique, a été montré comme un agoniste de P2RX7 par un 

mécanisme au moins indirect lié à la stimulation de la sécrétion d’ATP cellulaire [90] couplé à 

l’abaissement du seuil d’activation de P2RX7 [91]. 

La fonction de P2RX7 peut être modulée par des modulateurs allostériques positifs (MAP) ou 

négatifs (MAN) [92]. Certains ions, en particulier Mg2+, Ca2+, Zn2+, des stéroïdes et des lipides 

dont les polyphosphates de phosphatidylinositol (PIP) [93] se comportent comme des MAN 

de P2RX4 et par extension pour P2RX7. Un antibiotique d'origine bactérienne, la polymyxine 

B, agit comme un MAP de P2RX7 en potentialisant l’influx calcique, l’ouverture du large pore 

et la cytotoxicité liée à P2RX7, chez des lignées murines et chez des macrophages humains 

[94,95]. L'ivermectine, utilisée comme agent antiparasitaire, interagit avec certains canaux 

ioniques [96,97] et agit comme un MAP de P2RX7 chez l’homme [98]. Sur la base de molécules 

antagonistes de P2RX7 dont la structure a été modifiée, des MAP ont été développés comme 

le dérivé anthraquinonique Cibacron Blue [99] et module positivement et de façon non 

sélective les récepteurs P2RX. Plus récemment, des ginsénosides structurellement apparentés 

aux stéroïdes et étant particulièrement présents dans le ginseng - une plante utilisée en 

phytothérapie - ont montré une activité de MAP pour P2RX4 et P2RX7 [100,101]. Ainsi, 

l’utilisation de MAP ou de MAN pourrait représenter une approche prometteuse pour cibler 

P2RX7. 

 

c. Site catalytique (ATP) 

P2RX7 est constitué de trois sous unités du récepteur formant un récepteur trimérique, et la 

poche de fixation de l’ATPe est située à l’interface entre deux sous unités successives [47] ce 

qui représente donc au total trois sites de liaison de l’ATPe pour un récepteur. Ces sites de 



20 
 

liaisons sont particulièrement peu accessibles sur un plan structurel et stéréochimique par 

rapport aux autres P2RX, ce qui explique la faible affinité de P2RX7 pour son ligand endogène. 

Une particularité pour P2RX7 réside dans la bordure de la poche de liaison qui comporte des 

acides aminés chargés positivement, au nombre de sept, et deux acides aminés hydrophobes 

[102,103], ainsi que quatre résidus lysines qui participent de la sensibilité particulièrement 

importante de ce récepteur à l’inhibition par de l’ATP oxydé [104]. De plus, l’absence du résidu 

isoleucine en 217 expliquerait également la moindre sensibilité de P2RX7 à l’ATPe et la 

nécessité de fortes concentrations de ce ligand pour entrainer une activation du récepteur 

[83]. 

 

d. Site allostérique 

P2RX7 possède comme d’autres P2RX, en plus de son site catalytique de liaison à l’ATPe, un 

site allostérique constitué d’une poche qui est située à l’interface entre deux sous-unités 

adjacentes, à proximité et en dedans du site de liaison à l’ATPe. Cette poche allostérique est 

particulièrement étudiée pour le développement pharmacologique de MAN ou MAP, qui 

constituent des candidats thérapeutiques potentiels pour traiter des maladies inflammatoires 

ou cancéreuses. L’analyse cristallographique de P2RX7 lié à des MAN a montré que lorsque 

ces derniers sont positionnés dans le site allostérique, ils empêchent la rotation de la tourelle 

de P2RX7 et de ce fait empêchent l’ouverture du canal cationique [47] (Figure 7).  

La connaissance de la structure et de l’emplacement des sites allostériques par rapport aux 

sites catalytiques est fondamentale et pose certaines questions. En effet, d’après les 

modélisations tridimensionnelles, le site allostérique se rétrécirait lors de la fixation de l’ATPe, 

le rendant moins accessible une fois le récepteur en conformation activée, suggérant que 

l’utilisation de modulateurs allostériques thérapeutiques positifs ou négatifs ciblant cette 

poche allostérique, soient d’utilisation peu aisée en termes de pharmacocinétique et de 

pharmacodynamique. Ainsi, un milieu tissulaire riche en ATPe pourrait rendre P2RX7 

insensible à l’usage de ce type d’agent pharmacologique, et pourrait nécessiter plutôt 

l’utilisation d’agent (agonistes ou antagonistes) compétitifs de très haute affinité ciblant le site 

catalytique pour moduler P2RX7 [83]. Néanmoins, sachant que l’affinité de ce récepteur pour 

l’ATPe est particulièrement faible [38], nous pouvons présumer que des modulateurs de haute 
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affinité pourront toujours accéder au site de fixation allostérique quelle que soit la 

concentration d’ATPe dans le MET.  

 

FIGURE 7 : Modélisation en trois dimensions de l’antagonisation du site allostérique de P2RX7 

L’utilisation d’antagoniste de P2RX7 n’est pas seulement possible par antagonisme compétitif 
du site catalytique mais aussi par l’utilisation de molécules spécifiques du site allostérique. 
L’occupation du site allostérique par de tels composés bloque la conformation de la tourelle 
du récepteur qui ne peut plus se mouvoir ni induire de rotation, ce qui verrouille le canal en 
position fermé, malgré la présence de son ligand endogène au niveau des sites de liaison.  

 

4. Eléments influençant la localisation du récepteur 

a. Extrémité C-terminale 

Pour être fonctionnel, le récepteur doit être correctement inséré dans la membrane, et 

certains domaines constitutifs ou éléments associés à P2RX7 sont en mesure de contrôler 

cette localisation.  

L'extrémité C-terminale constitue près de 40% de la protéine P2RX7. Elle est localisée en 

intracellulaire mais contient un segment lipophile de 21 amino-acides qui forme une boucle 

de réentrée intramembranaire. La présence de cette extrémité C-terminale est importante 

pour la formation du large pore membranaire [38,105] et la pleine fonction d’influx calcique 
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[105,106], et participe de façon non exclusive à l’adressage de P2RX7 à la surface cellulaire 

[105]. Des expériences de criblage par mutagénèse dirigée [69] ont permis de montrer que 

95% de l’extrémité C-terminale, étaient nécessaires à la fonction d’ouverture du large pore et 

que certains domaines (résidus 551-581 ainsi que certaines mutations ponctuelles 

notamment C572G, R574G, ou F581G) étaient indispensables à la localisation membranaire 

du récepteur [107]. Ceci souligne l’importance fondamentale portée par l’extrémité C-

terminale de P2RX7. En plus des fonctions sus-citées, l’extrémité C-terminale est impliquée 

dans la liaison au LPS [91,108] et à la calmoduline, un modulateur de l’influx calcique et un 

carrefour enzymatique et ionotropique essentiel [109,110]. Par ailleurs, certaines régions 

présentent une homologie avec les sites de liaison pour les protéines cytosquelettiques 

(discuté dans la section III.C.ii.2.a) et ont été identifiées comme permettant la liaison aux 

filaments d'actine [108,111], alors que d’autres (en amont des acides aminés 354 à 364 et en 

aval des acides aminés 378-387) présentent des motifs de reconnaissance du cholestérol [112] 

pouvant modifier l'angle d'inclinaison de TM2 ou agir comme un ancrage membranaire et ainsi 

faciliter les mouvements nécessaires à l'ouverture du canal et/ou des pores [75,107,113] 

(Figure 8). 

  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 8 : Sites de liaison et séquences homologues de l’extrémité C terminale de P2RX7 

L’extrémité C-terminale est symbolisée par l’encadrement rectangulaire, la position des sites 

de liaison est indiquée en regard du niveau de la séquence d’amino-acides. Les régions dont 

la séquence est homologue à la séquence codante pour d’autres protéines notables, sont 

indiquées en italique. 
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b. Extrémité N-terminale, influence des étiquettes 

peptidiques 

L’influence de l’extrémité N-terminale sur la fonction du récepteur est un élément qui a été 

très étudié et discuté. Ce domaine contient un site consensus de phosphorylation de la 

protéine kinase C conservé dans tous les sous-types P2X [65] (Figure 9). L’importance d’un 

domaine N-terminal intègre est souligné par une étude réalisée en 2018 qui a montré qu’une 

étiquette peptidique de petite taille, l’hémagglutinine (HA), impacte les fonctions d’ouverture 

du large pore de P2RX7 humain sans influencer les fonctions d’influx calcique, alors qu’une 

étiquette de plus grande taille, la protéine fluorescente verte (eGFP), impacte ces deux 

fonctions. En revanche, l’étiquette eGFP en C-terminal n’impacte aucune des fonctions 

biologiques de P2RX7. Ces données sont en contradiction avec des études réalisées sur p2rx7 

de rongeurs, dont le transcrit pleine taille partage 80% d’homologie avec celui du P2RX7 

humain [114]. En effet, si une étiquette en N-terminal impacte les fonctions de P2RX7 humain, 

il a été constaté que cette même étiquette sur le récepteur P2RX7 de rat, n’avait aucune 

conséquence sur la localisation (étude en microscopie confocale) et les fonctions d’influx 

calcique et d’ouverture du large pore [115,116]. Ces données corroborent une étude 

indépendante réalisée en 2002 par Smart et coll. qui a comparé l’étiquetage N-terminal à 

l’étiquetage C-terminal sur la localisation et les fonctions biologiques de P2RX7 de rat exprimé 

dans des ovocytes de Xénope ainsi que dans la lignée HEK293, et qui concluait à une absence 

d’impact de l’étiquette en N-terminal alors que celle en C-terminal impactait les fonctions 

d’influx calcique, bien que l’insertion à la membrane était conservée [117]. Collectivement, 

ces résultats soulignent l’importance d’une extrémité C-terminale intègre pour assurer la 

fonction canal de P2RX7, et posent la question de l’impact des étiquettes peptidiques utilisées 

dans les études fonctionnelles de P2RX7 humain et murin. 
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FIGURE 9 : Conservation au sein des récepteurs P2RX d’un site consensus de liaison à la 
protéine kinase C  

Le site de fixation à la protéine kinase C (tyrosine en position 28 et thréonine en position 30, 
indiquées par les flèches rouges) est consensuel à tous les récepteurs P2RX après alignement 
de séquences (Outil en ligne "Multiple sequence alignment with hierarchical clustering", F. 
Corpet, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890). 

 

c. Palmitoylation, glycosylation 

Alors que l’organisation spatiale de P2RX7 est fortement dépendante de son intégrité 

structurale (extrémité N-terminale, domaines transmembranaires, boucle extracellulaire, 

longue extrémité C-terminale), il a été suggéré que les phospholipides membranaires soient 

capables de moduler la localisation du récepteur. Cette régulation s’effectuerait par le biais 

d’interactions de ces phospholipides avec l’extrémité C-terminale, contrôlant le trafic 

membranaire de P2RX7 [108]. Une telle association entre P2RX7 et les radeaux lipidiques a 

été observée dans les cellules T [118], dans les cellules épithéliales alvéolaires de poumon de 

souris [119], et dans les cellules de la glande sous-mandibulaire de rat [120]. La régulation 

fonctionnelle de P2RX7 par le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) a également été 

démontrée dans des expériences de patch-clamp avec des ovocytes de Xenopus laevis, où 

certains acides aminés de P2RX7 humain se sont avérés importants pour l'interaction avec le 



25 
 

PIP2 [121]. De plus, comme vu précédemment, la composition lipidique membranaire 

conditionne les propriétés de la membrane cellulaire et l’opportunité de la formation du large 

pore membranaire, qui n’est donc pas exclusivement dépendant de la présence de l’extrémité 

C-terminale, bien que sa présence soit cruciale [83].  

Par ailleurs, le degré de palmitoylation est aussi nécessaire pour le bon adressage 

membranaire de P2RX7. La palmitoylation est une modification post-traductionnelle 

réversible qui est susceptible d’affecter la stabilité et le trafic des protéines entre les différents 

compartiments de la machinerie cellulaire [122]. Il existe 16 sites potentiels de palmitoylation 

de P2RX7 et cette palmitoylation du récepteur est fondamentale pour l'association de P2RX7 

à la surface membranaire et son maintien à la membrane en allongeant la demi-vie du 

récepteur [123]. Les mécanismes qui régulent la palmitoylation de P2RX7 ne sont pas décrits 

à ce jour ; néanmoins, il a été montré qu’ils ne sont pas influencés par la présence ou non 

d’ATPe. 

L’adressage membranaire de P2RX7 repose aussi sur son état de glycosylation. Le P2RX7 

humain est glycosylé sur cinq acides aminés (187, 202, 213, 241 et 284). Une mutation au 

niveau de l'acide aminé 187 impacte la localisation membranaire de P2RX7 et les événements 

de signalisation induits par les ligands nucléotidiques du récepteur. La région extracellulaire 

de P2RX7 entourant le site de glycosylation du résidu 187 est donc essentielle pour assurer 

l’adressage membranaire et la fonction de P2RX7 [124]. 

 

5. Fonctions biologiques du récepteur 

a. Fonction canal-macropore 

P2RX7 est un récepteur canal capable d’induire un influx calcique et influx de sodium, et un 

efflux de potassium, lorsqu’il est stimulé par son ligand. Cette fonction est partagée par 

l’ensemble des récepteurs P2RX, et est intimement liée à certains acides aminés présents dans 

le deuxième domaine transmembranaire [125]. La fonction d’influx calcique attire 

particulièrement l’attention dans la compréhension de phénomènes physiopathologiques, ce 

cation représentant un second messager essentiel dans les fonctions de signalisation cellulaire 

et en particulier dans la fonction immunitaire. En effet, le calcium, stocké dans le cytoplasme 

est impliqué dans la régulation de nombreux facteurs de transcription. Il est capable 
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d’interagir avec la calmoduline et de moduler sa conformation, permettant, via la fixation à la 

calcineurine, d’entrainer la localisation nucléaire des facteurs de transcription NFAT (facteur 

nucléaire des lymphocytes T activés) et NF-κB (facteur nucléaire kappa-B) qui régulent 

l’expression de gènes contrôlant des fonctions de réponses immunitaires lymphocytaires 

[126]. De plus, le calcium est impliqué dans la dégranulation mastocytaire, l’activation des 

macrophages, des cellules natural Killer (NK) et des cellules dendritiques [127]. Alors qu’une 

courte activation du récepteur P2RX7 est susceptible d’induire un influx calcique prolongé, il 

existe un fort potentiel pathogène théorique d’une stimulation au long cours de P2RX7 dans 

les tissus. Ce potentiel pathogène a été étudié notamment dans des états inflammatoires 

tissulaires chroniques comme l’ostéoporose, les pathologies inflammatoires chroniques 

(maladie inflammatoire chronique intestinale, broncho-pneumopathie chronique obstructive, 

fibrose pulmonaire idiopathique), les pathologies auto-immunes, les rejets de greffe, le cancer 

[127–130]. 

Une des spécificités de P2RX7 au sein de la famille des récepteurs P2RX, est sa fonction 

d’ouverture d’un large pore membranaire autorisant le passage de molécules dont la taille 

peut aller jusqu’à 900 Da [131]. Cette caractéristique positionne l’intérêt de P2RX7 en 

pathologie humaine inflammatoire et cancéreuse. En effet une stimulation soutenue et 

prolongée dans le temps, peut conduire à la lyse cellulaire par perméabilisation membranaire 

[132]. La faible affinité de P2RX7 pour l’ATPe s’oppose à une sur-stimulation et une mort 

cellulaire exagérée médiée par ce récepteur, qui pourrait entrainer un cercle vicieux avec 

libération d’ATP intra-cellulaire dans le milieu extracellulaire, et de dommages associés aux 

motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPS) [133].  

Deux mécanismes de formation du large pore ont été proposés, avec en premier lieu une 

hypothèse de dilatation du canal de P2RX7 qui passerait d’un état de canal sélectif aux cations 

à un état de pore non sélectif qui autorise le passage de larges molécules. Une autre 

hypothèse, faisant intervenir d’autres protéines pourvoyeuses de pores membranaires 

notamment la Pannexine 1, a été soulevée [134]. Finalement, des études plus récentes ont 

permis, par analyses électrophysiologiques et photochimiques, de montrer que l’hypothèse 

de dilatation d’un seul et même pore intrinsèque à la structure de P2RX7, serait à privilégier 

et constituerait la voie de passage de larges molécules comme le N-méthyl-D-glucamine ou la 
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spermidine [83], et que la perméabilisation aux cations serait quasiment simultanée à la 

perméabilisation aux larges molécules [75,135–138].  

 

b. Activation de l’inflammasome 

Le système immunitaire inné est la première ligne de défense de l’hôte et c’est par les 

récepteurs de reconnaissance de motifs ou « patterns » (PPR) reconnaissant les DAMPS, dont 

l’ATPe, ou les PAMP (motifs moléculaires associés aux agents pathogènes), que les voies 

inflammatoires vont s’activer [139]. Les inflammasomes sont définis comme des complexes 

protéiques de détection (PPR) qui, en réponse aux DAMPs ou PAMP, s’oligomérisent pour 

former une plate-forme d’activation de la pro-caspase-1 en caspase-1 qui est une voie 

inflammatoire majeure. L’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain 

containing 3) est un complexe protéique constitué d’un domaine pyrine amino-terminal (PYD), 

un domaine central de liaison aux nucléotides et d'oligomérisation (NOD ; aussi appelé 

NACHT), et un domaine répété riche en leucine (LRR) [140]. Le domaine pyrine du NLRP3 

interagit avec le domaine pyrine du domaine de recrutement de la caspase (ASC) pour initier 

l'assemblage de l'inflammasome [141]. Le domaine NOD a une activité ATPase qui est 

nécessaire pour l'oligomérisation de NLRP3 après son activation [142]. La voie 

ATP/P2RX7/NLRP3 est étroitement liée à la production des cytokines pro inflammatoires IL-

1β et IL-18. [90,143,144]. L’évènement initial est la stimulation de P2RX7 par l’ATPe et 

l’ouverture des larges pores membranaires qui permettent l’entrée de DAMPs dans la cellule, 

et ces DAMPs induisent l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 [145,146]. Ce complexe va 

recruter la protéine accessoire ASC, qui elle-même recrute la pro-caspase-1 inactive, 

entrainant un clivage en caspase-1 active à capacité protéolytique, et cette dernière clive les 

formes immatures pro-IL-1β et pro-IL-18 en formes matures IL-1β et IL-18 [147,148]. Ces 

données sont soutenues par les études qui montrent que les macrophages isolés de souris 

dépourvues d'ASC ou de NLRP3 sont incapables de sécréter de l’IL-1β en réponse à l'ATPe 

[148–151].  

La production des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18 par les cellules dendritiques et 

les macrophages, qui sont des cellules présentatrices d’antigènes, est requise pour activer et 

différencier les lymphocytes T naïfs en lymphocytes T effecteurs afin d’induire une réponse 
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immunitaire  [152]. Ainsi, sous la dépendance d’une forte stimulation par l’ATPe, l’ouverture 

du large pore et l’activation de l’inflammasome par P2RX7 conditionnent une fonction de 

modulation positive de l’immunité [152]. 

En contraste, une libération prolongée d’ATPe, comme nous pouvons l’observer dans les 

inflammations tissulaires chroniques, qu’elles soient d’origine infectieuses, inflammatoires ou 

cancéreuses, a pour conséquence un effet anti-inflammatoire et une condition d’immuno 

dépression localisée [153,154]. Cette condition est potentialisée par l’action des 

ectonucléotidases impliquant l’hydrolyse de l’ATPe en ADPe [40] qui active les récepteurs P1R. 

En conséquence  de cette activation, la sécrétion de l'interleukine IL-12 et des cytokines pro-

inflammatoires est inhibée, tandis que celle des cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 est 

potentialisée [155]. 

 

e. P2RX7 et contrôle du développement tumoral  

i. Rôle pro tumoral 

De nombreux auteurs ont étayé un rôle pro-tumoral à P2RX7 après avoir observé sa 

surexpression dans plusieurs cancers comme le sein [156], la prostate [157], le colon [158], la 

thyroïde [159], le pancréas [160], le cholangiocarcinome. Cette action pro tumorale passerait 

par l’activation des voies de signalisation intracellulaires (AKT, MAPK) par les cellules 

tumorales, qui promeuvent croissance, prolifération, migration et invasion cellulaire [161–

164]. Cette hypothèse est soutenue par l’observation que des niveaux élevés d’ATPe sont 

observés dans les tissus tumoraux [23] et ceci se vérifie dans le cancer du sein, où l’activation 

de P2RX7 augmente l’influx de calcium et la croissance et migration des cellules tumorales 

[165].  Dans le cancer du sein mais aussi de la prostate, l’expression à un niveau élevé du 

récepteur P2RX7 activerait les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et ERK1/2, et 

augmenterait le niveau d’expression de l’IL-8 et de la métalloprotéase 3 et favoriserait la 

transition épithélio-mésenchymateuse [166,167] et une prolifération tumorale. Un rôle pro-

tumoral a aussi été décrit dans le cancer du côlon, par activation de la voie de signalisation 

AKT/mTOR [168] par les cellules tumorales et dans le cancer du pancréas par activation de la 

protéine kinase C, de ERK1/2 et de la kinase c-Jun N-terminale par les cellules tumorales [169]. 

Des études sur le craniopharyngiome et les carcinomes épidermoïdes ORL ont montré que 



29 
 

l’expression de P2RX7 à un niveau élevé, corrélait avec l’accumulation de corpuscules de 

l’inflammasome NLRP3, entrainant une prolifération tumorale [170,171]. De plus, des études 

de survie in silico montrent que la surexpression de P2RX7 serait corrélée avec une moindre 

survie globale dans le cancer du côlon [171,172]. Néanmoins, comme discuté en III.C.e, une 

surexpression in silico ne veut pas dire que la protéine est fonctionnelle et capable d’induire 

la lyse cellulaire. 

ii. Rôle anti tumoral 

Bien que de nombreuses études aient soulevé l’hypothèse d’un rôle pro-tumoral de P2RX7 

notamment en démontrant l’intérêt d’antagoniser P2RX7 dans des modèles de lignées 

tumorales comme vu en section III.C.f, la croissance tumorale est significativement plus 

importante chez les souris p2rx7 KO. En effet, une étude de carcinogénèse in situ colique 

induite par le dioctyl sodium sulfosuccinate (DSS), réalisée par l’équipe de mon laboratoire de 

thèse, a montré que l'inactivation génétique et pharmacologique de P2RX7 atténue 

l'inflammation colique induite par le DSS [173]. Cette même étude a également montré que 

la progression tumorale de souris ayant subi une injection sous-cutanée de la lignée de cellules 

de cancer du poumon Lewis Lung Carcinoma (LLC), était plus importante pour les souris 

excisées pour p2rx7  que pour les souris sauvages [173]. Des résultats similaires ont été 

obtenus dans deux autres modèles tumoraux, de mélanome (B16) et de cancer colorectal 

(CT26) par une équipe indépendante [174]. Cette dernière étude a montré qu’il existe une 

moindre infiltration en cellules immunitaires intratumorales chez les souris p2rx7 KO que chez 

les souris contrôles [174]. Ces résultats démontrent l’importance de P2RX7 dans le 

recrutement de cellules immunitaires intratumorales. L’équipe de De Marchi a ensuite 

démontré que l’infiltrat immunitaire intra-tumoral de souris p2rx7 KO était appauvri en 

lymphocytes CD8+ et plus riche en lymphocytes T régulateurs surexprimant OX40, PD-1, et 

CD73, à la faveur d’un MET peu favorable à une réponse immunitaire anti tumorale et d’un 

infiltrat tumoral plus agressif [161]. Ces études mettent en exergue le rôle 

immunomodulateur positif de P2RX7.  

Ces différents résultats soulignent la controverse qui existe quant au rôle de P2RX7 dans la 

carcinogenèse. Son expression non seulement par les cellules tumorales pour lesquelles le 

maintien d’une fonction d’ouverture du large pore et de perméabilisation cellulaire 

contrôlerait le développement tumoral, doit être mis en balance avec les fonctions pro-



30 
 

prolifératives du récepteur, ainsi qu’avec l’état d’immunomodulation qu’il exerce sur les 

cellules de l’hôte. Il est vraisemblable que le récepteur ne présente pas un rôle statique, mais 

que son rôle pro ou antitumoral dépend des concentrations de ligand (ATPe) présentes dans 

le milieu, de la structure conformationnelle du récepteur, de sa topographie spatiale 

d’expression cellulaire et tissulaire, du cancer étudié, et de l’ensemble de ces éléments 

combinés.  

 

f. Expression de P2RX7 dans les tumeurs humaines solides 

L’expression de P2RX7 a été largement étudiée dans les tumeurs solides, et il a été 

historiquement affirmé que le récepteur y était surexprimé. Le MET étant un milieu riche en 

ATPe, et P2RX7 étant impliqué dans la perméabilisation et la lyse cellulaire sous la dépendance 

de ce ligand, objectiver l’expression et la fonction de P2RX7 par les cellules tumorales est 

d’une importance cruciale [175]. En pratique, la plupart des études ayant étudié l’expression 

de P2RX7 dans les tumeurs, ont utilisé des outils d’immunohistochimie qui ciblaient soit un 

épitope en C-terminal, soit en N-terminal, soit au niveau de la boucle extracellulaire, ou des 

outils de qPCR, qui ne permettent pas d’objectiver les fonctions biologiques du récepteur. Un 

anticorps ciblant spécifiquement les formes non fonctionnelles, nommé nfP2RX7, est utilisé 

dans certaines études.  

L‘expression de P2RX7 dans le cancer de prostate a été montrée en immunohistochimie (IHC) 

[176]. Une étude mettant en œuvre l’usage de l’anti-nfP2RX7, a mis en évidence un lien entre 

cette expression du nfP2RX7 et un moins bon pronostic des patients souffrant de cancer de 

prostate [177].  

Le carcinome rénal à cellules claires a été étudié par IHC (anti-N-terminal), dans lequel 

l'expression de P2RX7 est plus faible en zone tumorale qu’en zone non tumorale, avec un 

impact sur la survie lorsque P2RX7 était surexprimé en zone tumorale [178].  

Le récepteur a été identifié dans le cancer colorectal par IHC (anti-C-terminal) [179], et une 

corrélation entre la surexpression du récepteur tumoral et un plus gros volume tumoral avec 

moindre survie a été retenue [172], avec des disparités de niveau d’expression entre les 

patients, et une présence du nfP2RX7 [177,180]. L’expression de P2RX7 a aussi été montrée 
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dans le cancer gastrique, avec une corrélation entre le niveau d’expression élevé et la moindre 

survie des patients [181], ainsi que dans le carcinome épidermoïde œsophagien [182]. 

L’étude de P2RX7 dans le cancer du sein en IHC a été réalisée et a montré que les carcinome 

lobulaire et canalaires exprimaient des niveaux élevés de nfP2RX7 [183] alors que le sein non 

tumoral ne l’exprimait pas. Une diminution de l’expression de P2RX7 en zone tumorale versus 

non tumorale a été montrée en IHC (anti-C-ter) [179,184]. 

Les carcinomes basocellulaires étudiés en IHC (anti-C-ter), expriment P2RX7 à un niveau élevé 

[185], et nfP2RX7 a été montré comme étant surexprimé dans ce cancer [186]. 

P2RX7, étudié en IHC (anti-C-ter), est surexprimé par le mélanome [187], et le nfP2RX7 a été 

également détecté dans cette tumeur alors qu’il n’est pas présent en peau saine. 

Le neuroblastome exprime P2X7 à un niveau élevé en IHC, quel que soit le grade de la tumeur 

[188], et une corrélation entre surexpression de l’ARNm et moindre survie a été établie dans 

une étude indépendante [189].  

L'expression de P2X7 a été analysée par IHC (anticorps et épitope inconnus) dans le carcinome 

ovarien et comparée à l'épithélium ovarien sain [20], l’expression était présente à un niveau 

équivalent entre les deux zones, et nfP2X7 était exprimé dans le carcinome ovarien  [180,190]. 

P2RX7 est exprimé en IHC (anti-C-ter) dans le cancer de l’endomètre, mais à un niveau moins 

élevé en zone tumorale par rapport à la zone non tumorale du cancer de l’endomètre [179]. 

Par ailleurs, les cellules dysplasiques du col de l'utérus expriment nfP2X7 par rapport au tissu 

sain adjacent [190]. 

Le cancer de vessie exprime P2RX7 en analyse en IHC (anti-C-ter), et une étude distincte a 

confirmé l'expression de nfP2X7 dans le tissu tumoral vésical [180,190]. 

Le cancer papillaire de la thyroïde exprime P2RX7 en analyse en IHC (anti-C-ter) et en analyse 

de l’ARNm, avec une expression à un niveau plus élevé dans la zone tumorale par rapport à la 

zone saine adjacente [191]. Cette observation est aussi vraie pour le cancer du pancréas qui 

montre une hyperexpression en zone tumorale par rapport à la zone saine, en IHC (anti-C-ter) 

et en ARNm [192], par ailleurs nfP2R7 est exprimé dans le tissus cancéreux pancréatique 

[180,190]. Cette hyperexpression en zone tumorale par rapport à la zone saine, est une 

particularité propre au cancer papillaire thyroïdien et au cancer du pancréas [179]. 
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L’expression de P2RX7 dans le cancer du poumon a été observée en IHC (anti-N-ter) dans le 

LUAD et le carcinome épidermoïde bronchique [193], et également en PCR temps réel (qPCR) 

qui objective une surexpression du messager de P2RX7 dans les cellules du lavage broncho-

alvéolaire de tumeurs métastatiques [194]. 

 

Bien que la mise en évidence du nfP2RX7, qui dépend d’un anticorps non commercialisé, 

puisse objectiver la présence un récepteur non fonctionnel sur tissu tumoral fixé, l’expression 

en IHC et de l’ARNm ne permet pas de préjuger factuellement de la fonction de P2RX7, et peu 

d’études ont analysé la fonction de P2RX7 exprimé par les cellules tumorales issues de cancers 

solides ex vivo chez l’homme.  

Les cellules tumorales humaines ex vivo prouvées fonctionnelles pour P2RX7 sont, à notre 

connaissance, le carcinome ovarien où la stimulation de P2RX7 conduit à l’activation des voies 

AKT/mTOR et ERK [20] ; le carcinome papillaire thyroïdien où l’activation de P2RX7 conduit à 

la sécrétion d’IL6, un effet reversé par un antagoniste de P2RX7 [191] ; le mélanome où 

l’activation de P2RX7 conduit à l’ouverture de son large pore [187] ; les cellules de carcinome 

épidermoïde œsophagien cultivées en culture primaire pour lesquelles la stimulation de 

P2RX7 conduit à un effet antiprolifératif, effet reversé par l’utilisation d’un antagoniste 

spécifique et d’un ARN interférant [182].  

P2RX7 est exprimé dans le CNPC, mais ses fonctions biologiques n’ont pas été caractérisées. 

Le fait que des cellules tumorales humaines de CNPC expriment P2RX7 qui est impliqué dans 

la lyse cellulaire, pose la question de la fonction de ce récepteur dans ces cellules. En effet, les 

niveaux d’ATPe dans le tissu tumoral sont compatibles avec l’activation de P2RX7 et nous 

avons émis l’hypothèse que P2RX7 exprimé dans le CNPC devait être peu ou non fonctionnel. 

 

g. P2RX7 : Génétique descriptive 

i. Le gène P2RX7 

 

P2RX7 est un gène qui s’étend sur 53 Kilobases et comprend 13 exons. Il est situé à la position 

chromosomique 12q24 (Figure 10). L’organisation de ce gène a été décrite pour la première 
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fois chez l’humain par Buell et al. [195]. Il possède une région 3’ non traduite (UTR) qui 

contient des cibles accessibles à des micro-ARN (miR) régulateurs, notamment les miR-150 et 

miR-186. Ces derniers ont été décrits pour réprimer la traduction de P2RX7 [196], mais ces 

miRs n’ont pas montré de conséquence physiopathologique dans le CNPC à ce jour. 

 

 

FIGURE 10 : Le gène P2RX7 

Les domaines transmembranaires et la boucle extracellulaire sont représentés en beige, les 
extrémités intracytoplasmiques N terminale et C terminale sont représentées en bleu. Les 
exons sont positionnés en regard des domaines pour lesquels ils codent. 

 

ii. Polymorphismes nucléotidiques simples 

Le gène P2RX7 est hautement polymorphe et contient de nombreux polymorphismes de 

nucléotides simples (SNPs) dont de nombreux sont synonymes ou présents en région 

intronique et peu étudiés. Certains SNPs non synonymes de P2RX7 ont été étudiés plus 

particulièrement comme détaillés par Sluyter [197] et ont été associés à un impact fonctionnel 

de P2RX7 dans la physiopathologie de certaines affections chroniques infectieuses comme la 

tuberculose [198], inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde [199], mais aussi 

cancéreuses comme la leucémie lymphoïde chronique [200] ou le cancer du sein [152]. 

Cependant, aucun de ces SNP n’est à ce jour utilisé en pratique clinique. 

iii. Epissage alternatif  

1. Description générale 

L'épissage est un mécanisme de régulation de l'expression des gènes omniprésents qui permet 

la génération de plus d'une espèce d’ARN messagers (ARNm) à partir d'un seul gène. La 

majorité des gènes sont épissés, et ce mécanisme est impliqué dans la différenciation 

cellulaire en lignée et dans l’acquisition d’une différenciation tissulaire et le maintien 

structurel des organes [201]. Il s’agit non seulement d’un mécanisme physiologique de 
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modulation du protéome [202], mais aussi d’un mécanisme de pathogénie impliqué dans des 

affections variées [203]. L'épissage alternatif peut générer des ARNm qui diffèrent dans leurs 

régions non traduites (UTR) ou dans leurs régions codantes par de multiples mécanismes. 

Le saut d'exon correspond à la suppression d'exons, soit par exons mutuellement exclusifs, 

soit par la sélection de sites d'épissage alternatif donneurs 5’ ou accepteurs 3’, soit par 

rétention d'introns, soit par un promoteur alternatif, soit par un site alternatif de 

polyadénylation (Figure 11). Par ailleurs, la modification du cadre de lecture peut aussi 

conduire à un épissage alternatif, entraînant la génération de différentes isoformes de 

protéines aux fonctions diverses. Des études génomiques ont permis de montrer que jusqu’à 

95 % des pré-ARNm humains subissent un épissage alternatif [202,204] et plus d’un tiers 

d'entre eux génère de multiples isoformes protéiques [205], augmentant la diversité 

protéique. Ces protéines ne sont néanmoins pas toutes fonctionnelles. En effet, un transcrit 

d’ARNm peut être non codant et donc ne pas être traduit en une protéine.  

 

FIGURE 11 : Les mécanismes de l’épissage alternatif 
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2. Implications fonctionnelles 

a. Sur les fonctions des protéines 

Plusieurs modèles d'épissage alternatif plus ou moins complexes existent et participent à la 

diversité protéique de l’organisme. Ces combinaisons peuvent être spécifiques d’un organe, 

d’un tissu ou d’un type de cellule [203,206], les événements d’épissage alternatif conférant 

un gain biologique de fonctions étant étroitement liés au phénomène d'évolution de l’espèce. 

Pour mettre en évidence les épissages alternatifs conservés au cours de l’évolution d’un 

organisme, une approche utilisant des analyses de séquençage du transcriptome (ARN Seq) 

sur neuf tissus de cinq vertébrés [207] a permis de conclure que 500 exons avec des épissages 

alternatifs sont très bien conservés chez les mammifères. Ces exons codent pour des sites de 

phosphorylation, et leur épissage spécifique aux tissus peut avoir un effet important sur les 

voies de signalisation cellulaire. Il existe de fortes variations de ces épissages alternatifs inter-

espèces, à un niveau qui dépasse les différences d’épissage alternatif entre les tissus au sein 

d’une même espèce [207]. Ainsi l’épissage alternatif ne dépend pas exclusivement d’une 

régulation locale inhérente à un organe ou un tissu, mais également de caractéristiques 

propres à une espèce et à son adaptation à son environnement, comme nous le détaillons 

dans la revue [63].  

L'épissage et la régulation de la transcription permettent de contrôler la physiologie cellulaire, 

mais peuvent volontiers être impliqués dans diverses maladies humaines en modifiant ou 

même en supprimant certaines régions fonctionnelles de protéines essentielles. Les facteurs 

permettant la régulation précise de l’épissage alternatif sont eux-mêmes soumis à des 

régulations, qui peuvent à leur tour moduler tous les processus biologiques. En particulier, la 

phosphorylation des facteurs d'épissage est impliquée dans la régulation de l’épissage 

alternatif de gènes suppresseurs de tumeurs et de gènes régulateurs de la signalisation 

cellulaire et de l’apoptose, et joue un rôle dans le contrôle du développement tumoral [208]. 

La relation entre ce type de mutations et l’évolution vers un état pathologique a été étudiée 

par des approches informatiques [209] et des modèles animaux [210].  

L’épissage alternatif est ainsi non seulement impliqué dans la diversité du protéome 

physiologique, mais aussi dans des pathologies aussi diverses que le diabète, les maladies 

neurologiques, les maladies cardiovasculaires, les maladies immunologiques et infectieuses 

ainsi que le cancer.  
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b. Sur la carcinogénèse chez l’homme  

De nombreux exemples de pathologies cancéreuses ont été rattachées à un épissage alternatif 

pathogène. Cependant, dans quelques cas seulement, une relation de cause à effet a été 

démontrée.  Parmi ces exemples, nous pouvons citer certains gènes notables, connus pour 

être impliqués en carcinogénèse [211].  

LKB1 est un gène suppresseur de tumeur qui code pour une protéine kinase sérine/thréonine 

impliquée dans le contrôle de plusieurs processus cellulaires, notamment l'arrêt du cycle 

cellulaire, l'apoptose médiée par p53, la transformation induite par RAS, la polarité des 

cellules. L’épissage alternatif affectant l’intron 2 de LKB1 conduit à une protéine tronquée par 

codon stop prématuré, que l’on observe chez des patients atteints du syndrome de Peutz-

Jeghers, un trouble autosomique dominant associé à une polypose gastro-intestinale et à un 

surrisque de cancer [212].  

Un autre exemple concerne le proto-oncogène cKIT, qui code pour une tyrosine kinase dont 

l'activation promeut la croissance de tumeurs stromales gastro-intestinales. L’épissage 

alternatif de l’exon 11 a été retrouvé chez des patients qui voient l’activité kinase décuplée 

avec perte du rétro-contrôle négatif [213].  

Le gène KLF6 est également cité, il s’agit d’un facteur de transcription considéré comme un 

suppresseur de tumeur, qui est impliqué dans le cancer de la prostate [214] et qui présente 

un site de régulation de l’épissage intronique qui peut entrainer un épissage alternatif de 

l’exon 2 et conduire à une protéine tronquée pour certains domaines fonctionnels. Cette 

protéine perd alors sa fonction suppresseur de tumeur, et se comporte comme un dominant 

négatif [214].  

Le gène CDH17 (Cadhérine 17) exprimé dans les carcinomes hépatocellulaires, conduit à un 

mauvais pronostic et à un surrisque de récidive tumorale [215] lorsque se produit un épissage 

alternatif de son exon 7.  

Enfin, le gène BRCA1, gène classiquement recherché dans les cancers du sein et de l’ovaire 

familiaux, peut être affecté par une mutation ponctuelle héréditaire dans l'exon 18 en 

provoquant un saut d'exon [216].  
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Ainsi, l’épissage alternatif est en mesure de moduler la fonction de protéines impliquées dans 

la carcinogénèse, et nous avons émis l’hypothèse que les fonctions de P2RX7 dans le CNPC 

pourraient être impactées par l’expression de variants d’épissage. 

 

3. Epissage alternatif de P2RX7 chez l’homme 

L'épissage constitutif de P2RX7 conduit à l'ARNm commun P2RX7A pleine taille, mais 12 

transcrits supplémentaires ont été décrits issus d’épissages alternatifs (Figure 12) [217]. Parmi 

ces variants d'épissage, dix ont été étudiés plus en détail. Quatre d'entre eux, les variants 

P2RX7C, P2RX7E, P2RX7F et P2RX7G, codent pour des protéines très tronquées qui ne sont 

pas en mesure d’être associées à un quelconque adressage membranaire ni fonctionnalité.  

Les variants d’épissage P2RX7B et P2RX7J ont été décrits comme potentiellement exprimés 

chez l’homme, et pouvant impacter les fonctions biologiques de P2RX7 [217].  

Le variant P2RX7B en particulier, dont l’ARNm est présent dans presque toutes les cellules 

eucaryotes, est caractérisé par l’excision de ses 249 derniers acides aminés situés au niveau 

de l'extrémité C-terminale, et ces résidus sont remplacés par 18 acides aminés alternatifs 

[217]. P2RX7, pour être fonctionnel, doit s’associer sous forme d’un trimère membranaire, 

l'homotrimère décrit comme conservant une activité de canal ionique et d’ouverture du large 

pore étant celui de P2RX7A.  Des homotrimères de P2RX7B ont été retrouvés dans les cellules. 

Ces homotrimères ont été décrits comme incapables d’ouvrir le large pore.  Néanmoins, 

l’hétérotrimère P2RX7A/P2RX7B, qui existe dans des modèles d’expression hétérologue,  a été 

décrit comme ayant une fonction d’ouverture du large pore incrémentée, et comme 

favorisant la croissance cellulaire [105].  

L'épissage alternatif de l'exon 8, qui conduit à une mutation par modification du cadre de 

lecture avec apparition d’un codon stop prématuré, produit le variant P2RX7J [217]. La 

protéine résultante est composée de l'extrémité N-terminale, du premier domaine 

transmembranaire et des 2/3 de la boucle extracellulaire. Le récepteur P2RX7J est inactif seul, 

mais lorsqu'il est co-exprimé avec P2RX7A, il hétéro-oligomérise et confère un effet dominant 

négatif, ce qui peut protéger certains types de cellules de la mort cellulaire induite par l’ATPe 

[70].  
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P2RX7H, P2RX7D et P2RX7F résultent d'un épissage alternatif conduisant à l'insertion d'un 

exon supplémentaire et à la délétion des exons 5 et 8, respectivement [217]. Les protéines 

correspondantes sont dénuées d’extrémité N-terminale, du premier domaine 

transmembranaire et d’une partie de la boucle cytoplasmique. Ces isoformes ne sont donc 

pas correctement insérées dans la membrane cellulaire et conduisent à des formes non 

fonctionnelles, mais pourraient théoriquement être localisées dans le cytoplasme ou dans des 

vésicules intracellulaires. 

L’épissage alternatif résultant d’un exon N3 additionnel, dont la structure est celle de P2RX7H 

mais que les auteurs nomment P2RX7-V3 non codant, a été décrit comme exprimé à des 

niveaux élevés dans des lignées cellulaires issues de mélanome uvéal [218]. Il se comporterait 

comme un long ARN non codant oncogène et les auteurs le positionnent comme un 

biomarqueur intéressant dans cette pathologie.  

Plus récemment, l’épissage alternatif P2RX7L a été décrit, résultat d’un saut d’exons 7 et 8 

conduisant à une perte des sites de liaison de l’ATPe, et pouvant être induit par l’expression 

du SNP rs208307 capable de réguler cet épissage alternatif [219]. Les auteurs montrent que 

P2RX7L est capable d’hétéro-oligomériser avec P2RX7A et d’impacter la fonction d’ouverture 

du large pore du récepteur. 

La formation d’hétéro-oligomères de P2RX7 associant P2RX7A et P2RX7B a été documentée 

dans la littérature, et serait en mesure d’augmenter les fonctions d’ouverture du large pore 

de P2RX7 [105]. Néanmoins, le delta d’augmentation d’EC50 de l’ouverture du large pore, de 

quelques micromolaires entre P2RX7A monotransfecté versus la transfection de l’hétéro-

oligomère P2RX7AB, associé à l’absence de documentation des niveaux précis d’expression 

relative de l’isoforme P2RX7A et P2RX7B, devrait conduire à interpréter ces données 

prudemment. En effet, l’expression relative non pas de la protéine mais des ARNm de P2RX7A 

et P2RX7B seulement, était analysée en guise de contrôle. Certains auteurs ont en outre 

démontré dans un modèle d’ostéosarcome que les cellules exprimant les deux isoformes 

étaient plus prolifératives et plus enclines à induire une minéralisation [220]. 

Les variants d’épissage de P2RX7 sont en mesure d’affecter ses fonctions biologiques. Nous 

avons émis l’hypothèse que de tels variants d’épissage pourraient être exprimés dans le CNPC. 

Ainsi, l’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser les fonctions biologiques de 
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P2RX7 dans le CNPC et d’étudier l’impact de l’expression de variants d’épissages de P2RX7 sur 

les fonctions biologiques du récepteur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 12 : Variants d’épissage de P2RX7 
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D. Revue de la littérature. Etat des lieux de l’épissage alternatif de P2RX7, 

conséquences physiopathologiques 
                            Article publié (Biomedical Journal 2019, 42(3):141-154. doi: 10.1016/j.bj.2019.05.007) 

Dans cette revue, nous présentons l’épissage alternatif de P2RX7, ses conséquences 

fonctionnelles et son retentissement en pathologie humaine.  

Nous proposons une description générale de l’épissage alternatif des ARNm et des 

mécanismes impliqués, puis introduisons le récepteur P2RX7. Nous présentons les études qui 

documentent l’expression d’un récepteur fonctionnel dans les cellules humaines ex vivo non 

tumorales et tumorales, puis décrivons les épissages alternatifs connus pour P2RX7 et leurs 

implications fonctionnelles. Nous analysons ensuite si des SNPs sont en mesure de réguler ces 

épissages alternatifs et présentons leur distribution chez l’homme. Nous concluons que les 

SNPs situés dans les zones de régulation de l’épissage de P2RX7 sont faiblement distribués 

chez l’homme, ce qui rend improbable leur implication dans la promotion d’un épissage 

alternatif particulier. Il est à noter que ces données sont antérieures à la récente description 

du variant d’épissage P2RX7L dont la régulation dépend d’un SNP [221]. 

L’analyse des variants d’épissage de P2RX7 utilise classiquement des outils de PCR qualitative 

et quantitative dont la stratégie est celle d’utiliser des amorces qui superposent les zones 

d’épissage alternatif comme illustré en Figure 13. Ceci pose une certaine limite quant à 

l’amplification du variant pleine taille P2RX7A, qu’il n’est à notre connaissance pas possible 

d’amplifier de façon spécifique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 13 : Exemple de stratégie d’amplification de variants d’épissage de P2RX7    



41 
 

  



42 
 

  



43 
 

 

  



44 
 

 

  



45 
 

  



46 
 

  



47 
 

  



48 
 

  



49 
 

  



50 
 

  



51 
 

  



52 
 

  



53 
 

  



54 
 

  



55 
 

  



56 
 

IV. Objectifs de la thèse 

 

L’objectif principal de cette thèse était de définir si le récepteur P2RX7, impliqué dans 

la perméabilisation membranaire et la lyse cellulaire, est fonctionnellement exprimé par les 

cellules du LUAD. Je me suis donc attaché à caractériser l’expression et la fonction de P2RX7 

dans le LUAD chez l’humain, et de tester l’hypothèse selon laquelle l’expression de variants 

d’épissage pourraient impacter les fonctions biologiques du récepteur dans cette pathologie.  

La revue présentée en III.D fait un état de la littérature et a permis de guider la mise en œuvre 

des travaux de recherche afin de répondre à cet objectif. La publication scientifique présentée 

en V.A étaye les résultats obtenus pour cet objectif, ainsi que les outils spécifiquement 

élaborés à cette fin. 

 

L’objectif complémentaire de cette thèse, était de participer à la caractérisation d’un 

nouveau modulateur chimique positif de P2RX7 dans le CNPC chez la souris. 

Les outils de caractérisation de P2RX7 utilisés dans la publication présentée en V.A ont été 

utilisés pour cet objectif, dont les résultats sont présentés en V.B. 
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V.        Résultats 

A. Publication scientifique N°1. Les cellules immunitaires infiltrant la tumeur d'un 

adénocarcinome pulmonaire humain expriment un variant d’épissage tronqué 

de P2RX7 ce qui entrave la localisation membranaire et l'activité macropore du 

récepteur. 

                             Article publié (Theranostics 2020; 10(24):10849-10860. doi:10.7150/thno.48229) 

 

Dans ce travail nous analysons l’expression chez l’homme de P2RX7 et de ses variants 

d’épissage dans les cellules immunitaires et non immunitaires du LUAD et de la zone tissulaire 

non tumorale adjacente.  

Nous montrons que P2RX7 et ses variants d’épissage P2RX7B, H, J sont exprimés mais 

négativement régulés dans la zone tumorale de l’adénocarcinome pulmonaire. Nous 

montrons que les cellules immunitaires pulmonaires intra et extratumorales expriment un 

récepteur P2RX7 dont la fonction d’ouverture du large pore est conservée. Nous montrons 

que, bien que les cellules immunitaires infiltrant la tumeur conservent cette fonction 

d’ouverture du large pore, elle y est altérée, et ceci corrèle avec l’expression du variant 

d’épissage P2RX7B. Nous montrons que les patients dont l’expression de P2RX7B est la plus 

forte dans les cellules immunitaires infiltrant la tumeur, présentent des tumeurs très 

faiblement infiltrées en cellules immunitaires. Nous montrons enfin dans un modèle 

d’expression hétérologue que P2RX7B est capable d’hétéro-oligomériser avec la forme pleine 

taille P2RX7A, impactant la localisation membranaire du récepteur et sa fonction d’ouverture 

du large pore. 

Ce travail montre que P2RX7B pourrait représenter un marqueur théranostique prometteur 

dans le LUAD dans une perspective translationnelle. 
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B. Publication scientifique N°2. La modulation positive de P2RX7 potentialise 

l’immunothérapie par inhibition de checkpoint de l’immunité chez la souris, et 

induit une réponse immunologique mémoire. 

                             Article accepté (Nature Communications 2020) 

 

Dans cet article, nous présentons une nouvelle molécule modulatrice chimique positive de 

P2RX7, qui potentialise le traitement par anti-PD1 dans le CNPC dans un modèle de souris 

transplantées ainsi que dans un modèle de souris induites par oncogène. Cette association 

thérapeutique induit des réponses immunitaires antitumorales durables par un mécanisme 

impliquant les cellules dendritiques exprimant P2RX7 et générant de l’interleukine 18 

conduisant à la production d’interféron γ par les cellules NK et les lymphocytes T CD4. Les 

souris guéries présentent une protection à long terme de type T CD8 mémoire.  

Cette nouvelle molécule représente une stratégie prometteuse dans le traitement du CNPC. 

Ma participation pour cette publication, qui ne constituait pas le cœur de mon travail de thèse, 

a constitué en pratique à l’élaboration des outils d’analyses de l’expression et de la fonction 

de P2RX7 ainsi qu’aux analyses in silico de son expression. 
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VI. Discussion 

Le cancer du poumon est un cancer fréquent et particulièrement grave lorsqu’il est découvert 

à un stade tardif. La découverte de nouveaux outils théranostiques est d’une importance 

majeure. Le récepteur P2RX7, particulièrement exprimé dans les tissus tumoraux et par les 

cellules de l’immunité, a été récemment défini comme un immunomodulateur des réponses 

antitumorales. L’expression d’un récepteur P2RX7 par les cellules tumorales, capable de les 

perméabiliser en présence du ligand endogène présent à forte concentration dans ces tissus, 

nous apparaissait contre-intuitif. L’objectif de cette thèse était de définir l’expression de 

P2RX7 dans le CNPC en émettant l’hypothèse que des variants d’épissage pourraient impacter 

les fonctions biologiques de P2RX7 dans cette pathologie. 

 

L’étude présentée en III.D. est une revue de la littérature dans laquelle nous avons discuté les 

rôles de l'épissage alternatif de P2RX7 en pathologie humaine. Nous avons résumé les 

connaissances actuelles concernant les SNPs affectant la fonction biologique de P2RX7, et 

n’avons notamment pas relevé d’étude retrouvant une association entre un SNP et la 

condition tumorale du CNPC, ni de données en faveur d’un outil pronostic représenté par les 

SNPs dans cette pathologie. Nous avons fait la liste des épissages alternatifs connus pour 

affecter les fonctions de P2RX7, et avons analysé les sites de fixation des protéines régulant 

l’épissage de l’ARNm. Certains SNPs étaient identifiés dans ces zones régulant l’épissage de 

P2RX7, mais la fréquence de distribution dans les analyses bioinformatiques était si basse que 

nous ne pensons pas qu’ils puissent réguler l’épissage alternatif de P2RX7 et avoir une 

traduction physiopathologique chez l’humain. Il est à noter que, postérieurement à cette 

revue, la mise en évidence d’une régulation par le SNP rs208307 du variant d’épissage P2RX7L, 

a été rapportée comme vu en section III.C.g.iii.3. 

 

L’étude présentée en V.A. a constitué les principaux travaux de ma thèse. Nous avons 

caractérisé les niveaux d'expression et la fonctionnalité ex vivo de P2RX7 chez les patients 

atteints de LUAD, couplée à l’analyse des variants d’épissage du récepteur. A cette fin, la mise 

au point d’outils durant la première année de cette thèse, permettant d’analyser 

spécifiquement P2RX7 dans cette pathologie, a représenté une étape majeure et 
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indispensable. En effet nous avons établi un protocole de dissociation des tissus pulmonaires 

adénocarcinomateux et adjacents non tumoraux prélevés à l’état frais suivi d’un tri des 

fractions cellulaires immunitaires et non immunitaires dans ces tissus. Nous avons sélectionné 

des amorces spécifiques permettant d’étudier l’expression des messagers de P2RX7, P2RX7B, 

P2RX7H et P2RX7J dans ces fractions cellulaires. Seuls ces variants ont été étudiés car nous 

avions mis en évidence ces seuls variants dans les cellules mononucléées du sang périphérique 

humain. Il est à noter que, concernant l’isoforme pleine taille P2RX7A il n’a pas été possible 

de produire un outil n’amplifiant spécifiquement que cet isoforme, du fait de l’absence de 

zone propre de cet épissage alternatif permettant le couplage des amorces de qPCR, ce qui 

impose certaines limites dont nous avons tenu compte pour l’analyse de nos données.   

Nous avons choisi dans cette étude de démontrer non seulement l’expression du récepteur 

dans le LUAD mais surtout sa fonction biologique. En effet, de nombreuses études se sont 

attachées à mettre en évidence l’expression du récepteur avec des techniques d’IHC, certaines 

utilisant des méthodes soustractives avec des anticorps reconnaissant différents domaines du 

récepteur afin d’en déduire les variants d’épissage exprimés et même l’impact fonctionnel. 

Cependant comme nous le discutons, ces méthodes ne permettent pas d’être formel sur la 

nature du récepteur exprimé dans les tissus analysés, puisque le signal de fluorescence 

dépend de la spécificité de chaque anticorps, rendant peu commode l’usage de méthodes 

soustractives. Nous avons donc choisi d’utiliser un protocole de test fonctionnel en cytométrie 

de flux optimisé pour les tissus pulmonaires humains, permettant d’étudier l’ouverture du 

large pore membranaire dépendant spécifiquement de P2RX7. En effet, la détection d’un 

signal dépendant spécifiquement de P2RX7 signe sa présence dans les compartiments 

cellulaires étudiés, cette approche étant appropriée pour la mise en évidence de l’expression 

fonctionnelle de P2RX7 dans le LUAD. Cette technique a aussi été adaptée pour étudier 

simultanément les fonctions d’ouverture du large pore et d’influx calcique dépendant de 

P2RX7 dans un modèle d’expression hétérologue sur la lignée HEK293T décrite pour ne pas 

exprimer de récepteur P2RX. Une limite importante est liée au fait que le test fonctionnel de 

P2RX7 dans ces travaux concerne des cellules en suspension, et il serait également important 

de caractériser ces fonctions sur des cellules adhérées à une matrice. 

Alors que P2RX7 est exprimé à la fois dans les cellules tumorales et immunitaires, seules les 

cellules immunitaires exprimaient un récepteur fonctionnel dans le LUAD. Cette donnée est 
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d’autant plus importante que P2RX7 est avant tout exprimé par les cellules de l’immunité, ce 

qui corrobore son implication dans l’immunomodulation du MET soulignée par de nombreux 

travaux. Nous avons ensuite analysé l’expression différentielle des variants d’épissage de 

P2RX7 et avons montré que l’épissage alternatif P2RX7B est particulièrement exprimé dans 

les cellules immunitaires infiltrant la tumeur, et est associé de façon intéressante à un désert 

immunitaire chez les patients présentant les plus hauts niveaux d’expression de P2RX7B. Cette 

donnée pourrait conduire à proposer l’analyse de l’expression de P2RX7B par les cellules 

immunitaires intratumorales en tant que biomarqueur prédictif d’un désert immunitaire 

tumoral et d’une possible non-réponse à l’immunothérapie par ICI, qui reste cependant à 

objectiver. 

Sur un plan mécanistique, nous avons montré que P2RX7B impacte négativement la 

localisation membranaire de P2RX7 et sa fonction d’ouverture du large pore du fait d’une part 

de l’expression vraisemblable d’homotrimères P2RX7B dans une même cellule, et d’autre part 

de l’hétéro-oligomérisation de P2RX7AB. La séquence conduisant au désert immunologique 

observé chez les forts expresseurs de P2RX7B pose en revanche question. En effet nous 

n’expliquons pas pourquoi des cellules immunitaires exprimant l’hétéro-oligomère P2RX7AB 

- dont la susceptibilité à la lyse cellulaire induite par l’ATPe est moindre - se trouvent en plus 

faible abondance dans la zone tumorale. Nous pourrions présumer que la forme P2RX7AB 

impacterait les capacités de différenciation des cellules qui l’expriment. Pour adresser cette 

question, il conviendrait de définir exactement les populations immunitaires qui expriment 

particulièrement ce variant d’épissage dans la zone tumorale ; en effet notre protocole 

expérimental dichotomisait les populations cellulaires immunitaires et non immunitaires 

selon l’expression du CD45+, et cela ne renseigne pas sur le type de cellules immunitaires 

impliquées. S’il s’agit de cellules immunitaires suppressives, on peut aisément imaginer que la 

surexpression de ce variant par ces dernières aura une conséquence péjorative sur l’évolution 

tumorale, en revanche s’il s’agit de cellules immunitaires antitumorales alors l’expression de 

P2RX7B serait providentielle puisque les épargnant de la cytolyse dépendante de l’ATPe. 

L’analyse de l’infiltrat immunitaire tumoral et de l’expression par les sous types de cellules 

immunitaires de P2RX7B, pourrait apporter des éléments de réponse quant à l’absence 

d’infiltrat immunitaire tumoral chez les patients surexprimant ce variant. 
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L'étude présentée en V.B., qui n’était pas le cœur de mon travail de thèse, avait pour objectif 

d'étudier l'effet d’une nouvelle molécule activatrice de P2RX7, le HEI3090, sur l’évolution des 

tumeurs pulmonaires dans un modèle murin. Nous avons utilisé des modèles de souris 

immunocompétentes syngéniques de tumeurs et avons montré que l’utilisation de cette 

molécule améliorait la SG. Le mécanisme qui conduit à cet effet est associé à l’augmentation 

de la production d'IL-18 dépendamment de l’inflammasome NLRP3 en aval de l’activation de 

P2RX7, NLRP3 qui à son tour active les cellules T NK et CD4+ pour produire de l'interféron 

gamma augmentant ainsi l'immunogénicité tumorale. Enfin, l'activation de P2RX7 combinée 

à l'inhibiteur de point de contrôle immunitaire PD-1 permet la régression de la tumeur, suivie 

par l'établissement d'une réponse immunologique mémoire. 

 

Les données de l’étude V.A. montrant que P2RX7 est exprimé et fonctionnel sur les cellules 

immunitaires pulmonaires essentiellement, et les données de l’étude V.B. montrant que les 

fonctions anti-tumorales de HEI3090 dépendent d’une mise en jeu de réponses immunitaires 

anti-tumorales par les cellules de l’hôte et non d’une activation directe du P2RX7 tumoral, 

sont en adéquation sur un plan mécanistique. La question de l’action éventuelle du HEI3090 

sur P2RX7B exprimé par les cellules immunitaires intratumorales, demeurse ouverte. 

 

VII. Perspectives 

Cette thèse a permis de positionner P2RX7B comme un nouveau marqueur prometteur dans 

le LUAD.  L’expression de ce variant par les cellules immunitaires intratumorales est associée 

à des tumeurs peu infiltrées et ainsi, nous pouvons présumer que l'expression de P2RX7B 

pourrait être associée à un défaut de réponse immunitaire anti-tumorale dans le LUAD. 

D'un point de vue diagnostique et pronostique, ces résultats pourraient constituer un support 

intéressant pour évaluer le pronostic des patients et éventuellement inclure ces données dans 

le cadre des biomarqueurs de réponse aux immunothérapies.  

A visée thérapeutique, l'utilisation de modulateurs pharmacologiques ciblant P2RX7 semble 

prometteuse pour cibler le MET, cependant nous ne pouvons pas préjuger si P2RX7B doit être 

modulé positivement ou négativement, puisqu'il s'agit d’un variant "perte de fonction". Nous 
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pourrions imaginer que P2RX7B devrait être activé pour restaurer la fonction du récepteur 

dans la tumeur, mais cela est hautement spéculatif en l'absence de données étayant cette 

question. A court terme, il serait intéressant de caractériser précisément l’infiltrat 

immunitaire tumoral du LUAD en identifiant quelles cellules expriment particulièrement 

P2RX7B, puis de réaliser des expériences mettant en jeu des modulateurs positifs comme le 

HEI3090 pour tenter de réactiver les fonctions d’ouverture du large pore de P2RX7B in vitro 

et d’en étudier les voies de signalisation d’aval et les conséquences biologiques. A plus long 

terme nous pourrions envisager de cultiver les tumeurs humaines par technique en trois 

dimensions avec un maintien du flux. Cette approche permet d’assurer la survie des cellules 

qui composent la tumeur mais également d’étudier leur évolution (immunitaires, stromales 

et cancéreuses) en réponse à des molécules comme le HEI3090. Enfin, nous pourrions 

envisager d’étudier l’efficacité de telles molécules sur un modèle de souris immunodéprimées 

puis reconstituées d’un système immunitaire humain et transplantée avec une tumeur 

humaine, dans une perspective translationnelle. 
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VIII. Publications annexes 

A. Revue      de      la     littérature annexe N°1.         Rationnel biologique de 
l’immunothérapie des cancers 

Article publié (Revue des Maladies Respiratoires 2018 Feb;35(2):206-222. doi: 
10.1016/j.rmr.2017.11.008.)  
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B. Revue      de      la     littérature annexe N°2.          Rationnel biologique de 

l’immunothérapie du cancer bronchique non à petites cellules  

Articlé publié (Current Molecular Medecine 2017;17(8):527-540. doi: 

10.2174/1566524018666180222114038) 
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