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I- La signalisation purinergique et le récepteur P2X7 

 

Les nucléotides (ATP, ADP, UTP, UDP et UDP-glucose) sont des molécules ubiquitaires 

impliquées dans le contrôle de nombreux processus cellulaires, agissant comme coenzymes, 

intermédiaires énergétiques, modulateurs allostériques, aussi bien que messagers intracellulaires et 

intercellulaires. La première évidence que les nucléotides participent à la communication comme 

messagers intercellulaires a été établie dans le système nerveux périphérique par Geoffrey Burnstock, 

qui fut le premier à décrire la « signalisation purinergique » (Burnstock et al. 1970). Malgré un 

scepticisme initial largement répandu, il est désormais clair que les nucléotides extracellulaires, 

notamment l’adénosine-5’-triphosphate (ATP), sont des molécules de signalisation omniprésentes, 

principalement libérées lors de la neurotransmission, mais aussi en réponse à divers facteurs de stress 

cellulaire tels que la distorsion mécanique, le gonflement osmotique, l’hypoxie et les agents 

cytotoxiques. Ainsi les nucléotides peuvent être libérés à la suite d’une lésion cellulaire ou par des 

voies non lytiques telles que l’exocytose sécrétoire ou les canaux de la membrane plasmique (Forrester 

and Williams 1977). Une fois dans le compartiment extracellulaire, les nucléotides se lient et activent 

les récepteurs de la famille P2. Pratiquement toutes les cellules de mammifères expriment des 

récepteurs P2 avec une spécificité et une affinité différente, conférant ainsi au système purinergique 

une plasticité remarquable qui permet une régulation fine de nombreuses réponses 

physiopathologiques (Burnstock 2017). Parmi ces récepteurs P2, le récepteur P2X7 joue un rôle 

important dans de nombreux contextes physiopathologiques, notamment dans l’inflammation, les 

maladies auto-immunes et le cancer. Il semble donc être une piste thérapeutique potentielle. On le 

retrouve notamment surexprimé dans de nombreuses tumeurs humaines et murines mais il est aussi 

lié à l’inflammation et à l’immunité antitumorale. Son rôle reste cependant à éclaircir. Durant cette 

thèse nous nous sommes intéressés à la signalisation purinergique et plus particulièrement au 

récepteur P2X7 dans l’inflammation et le cancer.  

1- La signalisation purinergique en général et le récepteur P2X7 en 

particulier 

1.1. Les récepteurs purinergiques 

Les récepteurs purinergiques sont des protéines membranaires dépendantes d’un ligand. Elles 

sont exprimées par la plupart des tissus et jouent un rôle dans différentes conditions physiologiques 

et physiopathologiques telles que les maladies inflammatoires, les maladies neurodégénératives, les 

maladies cardiovasculaires et le cancer. Ces récepteurs sont activés par les nucléotides extracellulaires 
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ou par les nucléosides issus de leur dégradation. Ces récepteurs ont été définis pour la première fois 

en 1976 (Burnstock 1976) et ont été subdivisés deux ans plus tard en récepteurs P1 et P2 par Burnstock 

(Burnstock 1990). Puis une nouvelle classification sera proposée en 1985 dans laquelle les récepteurs 

P2 ont été subdivisés en P2Y et P2X (Burnstock and Kennedy 1985). (Figure 1)  

 

Figure 1 : La signalisation purinergique 
Les nucléotides (ATP, UTP, ADP et UDP) se lient aux récepteurs P2 tandis que le nucléoside, l’adénosine 
se lie au récepteurs P1. L’ATP/UTP sont catalysés en ADP/UDP puis en AMP/UMP par l’ectoenzyme 
CD39. L’AMP et l’UMP sont catalysés en Adénosine par l’enzyme CD73.  
 

1.1.1.  Les récepteurs P1 à l’adénosine 
Quatre sous-types de récepteurs P1 ont été clonés et caractérisés : les récepteurs A1, A2A, A2B 

et A3. Ce sont des récepteurs métabotropiques couplés à des protéines G et activés par l’adénosine 

extracellulaire. Ils sont formés d’une partie transmembranaire composée de sept hélices de 20 à 27 

acides aminés liés par trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. Chez l’homme, les 

récepteurs à l’adénosine présentent une homologie de séquence de 39 à 61% dans les régions 

transmembranaires. Leur queue C-terminale présente une longueur variable allant de 30 à 40 acides 

aminés pour les récepteurs A1, A2B et A3 jusqu’à 122 acides aminés pour le récepteur A2A. Leur partie 

N-terminale est relativement courte, de sept à treize acides aminés. Ils sont caractérisés par une 

distribution tissulaire et un couplage différent aux protéines G (Table 1), ainsi que par une forte affinité 

(A1, A2A, A3) ou faible affinité (A2B) pour l’adénosine. Les récepteurs A1 et A3 sont préférentiellement 

couplés aux protéines Gi/o, inhibant l’adénylate cyclase et la production de l’adénosine 

monophosphate (AMP) cyclique, tandis que les récepteurs A2A et A2B sont généralement couplés aux 

protéines Gs et déclenchent une accumulation intracellulaire d’AMP cyclique. Ces récepteurs sont 

associés à différents effets physiologiques, en particulier à la modulation du système cardiovasculaire, 

du système immunitaire et du système nerveux. Ceci a été confirmé par des souris déficientes pour 

ces récepteurs (Sun et al. 2001; Ledent et al. 1997). Les récepteurs P1 sont exprimés dans les systèmes 

nerveux, cardiovasculaire, respiratoire, gastro-intestinal, urogénital et immunitaire et également dans 

le tissu osseux, les articulations, les yeux et la peau (Table 1).  



 

11 
 

 

Récepteur Expression  Couplage  Messagers secondaires  

A1 

Système nerveux central, cœur, 
rein, tissus adipeux, pancréas, tissu 

épithélial des voies respiratoires, 
cellules musculaires lisses et cellules 

immunitaires (éosinophiles, 
macrophages, monocytes) (Poulsen 

and Quinn 1998) 

Protéine Gi et G0  
Activation de la 

phospholipase C, 
augmentation des IP3 et 

du Ca2+ intracellulaire 
qui va activer la PKC 

A2A 

Niveau central et périphérique, 
forte expression dans le striatum, 

tubercule olfactif et système 
immunitaire, niveaux plus faibles 

dans le cortex cérébral, 
l’hippocampe, cœur, poumons, 
vaisseaux sanguins (Fredholm, 

Cunha, and Svenningsson 2003) 

Protéine Gs 
Augmentation de 

l’AMPc, activation de la 
PKA  

A2B 

Largement exprimé, surtout en 
périphérie, intestin, vessie, 

poumons, canaux déférents, 
fibroblastes, muscles lisses, cellules 

endothéliales, immunitaires, 
épithéliales alvéolaires, cellules 

gustatives et les plaquettes, 
astrocytes, neurones et microglie 

(Cacciari et al. 2005) 

Protéine Gs 
Activation de l'adénylate 

cyclase, augmentation 
de l’AMPc, activation de 

la PKA 

A3 

Faiblement exprimé dans le 
cerveau, microglie, astrocytes, 

cœur, neurones entériques, cellules 
épithéliales, muqueuse colique, 

parenchyme pulmonaire et 
bronches, cellules inflammatoires 

(Poulsen and Quinn 1998) 

Protéine Gi  Réduction d'AMPc, 
inhibition de la PKA 

Table 1 : Expression et fonctions des récepteurs P1 à l’adénosine.  
Expression, couplage et messagers secondaires des récepteurs P1 à l’adénosine. IP3 : 
phosphatidylinositol, AMPc : adénosine 3',5'monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase A. D’après 
(Borea et al. 2018) 
 

1.1.2. Les récepteurs métabotropiques P2Y associés aux protéines G 
Les récepteurs P2Y sont couplés aux protéines G et ont pour ligands des nucléotides 

extracellulaires. Le premier récepteur P2Y a été cloné en 1993 (Webb et al. 1993). Chez l’homme, 8 

récepteurs P2Y ont été caractérisés : P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 et P2Y14. Ces 

récepteurs sont sensibles à divers nucléotides : P2Y1, P2Y12 et P2Y13 sont préférentiellement activés 

par l’adénosine 5-diphosphate (ADP) (Table 2) ; P2Y2 est aussi sensible à l’ATP et à l’uridine 5’-

trisphosphate (UTP) ; P2Y4 est préférentiellement activé par l’UTP, P2Y6 par l’uridine 5’-diphosphate 

(UDP) tandis que P2Y11 est le seul récepteur P2Y sélectif pour l’ATP (Communi et al. 2001). Les 

récepteurs P2Y ont une haute affinité pour leurs ligands. En effet, ils sont sensibles à des 

concentrations de l’ordre du nanomolaire. Ces récepteurs sont formés d’une région transmembranaire 

hydrophobe composée de sept feuillets connectés par trois boucles intracellulaires et trois boucles 

extracellulaires. Ils possèdent tous dans leurs domaines extracellulaires quatre résidus cystéines qui 
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permettent de former deux ponts disulfures. Ils peuvent former des homodimères ou hétérodimères 

(Figure 2). D’un point de vue structural et phylogénique, deux sous-groupes de récepteurs P2Y ont été 

caractérisés sur la base de leur homologie de séquence (Abbracchio et al. 2006). Le premier sous-

groupe comporte les récepteurs P2Y1, 2, 4, 6, 11. Ils sous couplés par l’intermédiaire des protéines Gq 

à la phospholipase C pour laquelle sa stimulation est suivie d’une augmentation des phosphates 

inositols (IP3) et de la mobilisation du Ca2+ à partir des réserves intracellulaires. Le récepteur P2Y11 

est, de manière additionnelle, associé aux protéines Gs, ce qui entraine une augmentation de l’activité 

de l’adénylate cyclase. Tandis que le second sous-groupe comprend les récepteurs P2Y12, 13 et 14 et 

est principalement associé aux protéines Gi et à l’inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase ou au 

contrôle de l’activité des canaux ioniques (Von Kügelgen and Hoffmann 2016).  

Récepteur Agoniste 
préférentiel 

Protéines 
G associées 

Signal de 
transduction  

Second messager 
intracellulaire Expression  

P2Y1 ATP et ADP Gq 
Activation de la 

PLC et 
production d'IP3 

Augmentation du Ca2+  

Largement exprimé, en particulier 
sur les astrocytes fibroblastes, 
cellules épithéliales, cellules 
endothéliales, macrophages, 
ostéoblastes, lymphocytes et 

plaquettes 

P2Y2 ATP et UTP Gq 
Activation de la 

PLC et 
production d'IP3 

Augmentation du Ca2+  

Cellules épithéliales, cellules 
endothéliales, fibroblastes, 
macrophages, ostéoblastes, 
neutrophiles et lymphocytes  

P2Y4 UTP Gq 
Activation de la 

PLC et 
production d'IP3 

Augmentation du Ca2+  

Cellules souches 
mésenchymateuses, cellules 

épithéliales, cellules endothéliales, 
macrophages, lymphocytes et 

chondrocytes 

P2Y6 UDP Gq 
Activation de la 

PLC et 
production d'IP3 

Augmentation du Ca2+  

Cellules endothéliales, 
macrophages, ostéoclastes, 

lymphocytes, fibroblastes et cellules 
gliales 

P2Y11 ATP Gq et Gs 

Activation de la 
PLC, production 

d'IP3 et 
stimulation de 

l'AC 

Augmentation du Ca2+ 
et du AMPc  

Cellules souches hématopoïétiques 
et cellules dendritiques 

P2Y12 ADP Gi Inhibition de l'AC Diminution du AMPc Lymphocytes et plaquettes 

P2Y13 ADP Gi Inhibition de l'AC Diminution du AMPc Monocytes 

P2Y14 

UDP-
glucose et 

UDP-
galactose 

Gi Inhibition de l'AC Diminution du AMPc 

Cellules souches hématopoïétiques, 
kératinocytes, neutrophiles, 

mastocytes, cellules épithéliales, 
lymphocytes et monocytes 

Table 2 : Description des récepteurs P2Y  
Agoniste préférentiel, mécanisme de couplage, signal de transduction, second messager intracellulaire 
et expression cellulaires des récepteurs P2Y. PLC : phosphatase lipase C, IP3 : phosphates inositols, AC : 
adenylate cyclase ; AMPc : AMP cyclique (Burnstock and Knight 2004) 
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Figure 2 : Structure des récepteurs P2Y 
Les récepteurs P2Y sont formés de sept feuillets transmembranaires notés TM1 à TM7, d’une queue 
N-terminale extracellulaire et d’une queue C-terminale intracellulaire couplée à des protéines G. PLC : 
phospholipase-C, AC : adénylate cyclase. D’après (Vultaggio-Poma et al. 2022). 
 

1.1.3.  Les récepteurs ionotropiques P2X 
Les récepteurs P2X sont des canaux ioniques membranaires qui s’ouvrent en réponse à la 

fixation de l’ATP extracellulaire entrainant notamment l’influx rapide de Ca2+, de Na+, et l’efflux de K+. 

(Figure 3) Ils sont présents sur la plupart des cellules excitables et non excitables (North 2002). La 

famille des récepteurs ionotropiques P2X comporte sept membres, de P2X1 à P2X7 (Table 3). Un 

récepteur P2RXn est composés de trois sous-unités protéiques P2Xn. En effet, d’après la nomenclature 

officielle une protéine P2Xn correspond à une sous unité codée par le gène p2xrn et l’association de 

ces 3 protéines correspond à un récepteur P2RXn. Dans la suite de ce manuscrit, nous parlerons des 

protéines P2Xn et des récepteurs P2Xn. Ceux-ci présentent une affinité pour l’ATP, un profil de 

désensibilisation et une cinétique d’activation et d’inactivation très différents. En effet, les récepteurs 

P2X1 à 6 ont une EC50 de l’ordre du micromolaire tandis que le récepteur P2X7 est sensible à des 

concentrations d’ATP de l’ordre d’une centaine de micromolaire. Au moins deux sous-types de 

récepteurs P2X, les récepteurs P2X4 et P2X7, peuvent également être modulés par des composés non 

nucléotidiques agissant comme des modulateurs allostériques positifs (Di Virgilio, Giuliani, et al. 2018; 

Stokes et al. 2020).  
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Cette famille de récepteurs possède une homologie de séquence peptidique de l’ordre de 30 

à 50%. Les canaux sont formés par des multimères ou monomères de trois sous-unités composées 

généralement de la même protéine pour former un homotrimère, ou des protéines P2X différentes 

pour former un hétérotrimère (Table 3). Sur le plan topologique, chaque sous-unité présente des 

extrémités N et C-terminales intracellulaires présentant des motifs d’interaction avec des protéines 

kinases. Chaque sous-unité possède deux régions transmembranaires, la première étant impliquée 

dans la fermeture du canal et la seconde dans la sélectivité du pore ionique. La partie extracellulaire 

forme une grande boucle extracellulaire d’environ 280 acides aminés avec dix résidus cystéines 

conservés formant des ponts disulfures. On peut également noter la présence d’une région H5 

hydrophobe, proche du vestibule du pore, potentiellement impliquée dans la modulation du récepteur 

canal par les cations. Pour finir, ils sont pourvus d’un site de liaison à l’ATP, se localisant à l’interface 

entre deux sous-unités et impliquant des régions de la boucle extracellulaire, adjacentes aux régions 

transmembranaires (Figure 3).  

Récepteur Agoniste 
préférentiel 

Sous-unités 
hétéromiques 
fonctionnelles  

Transduction du 
signal  

Second messager 
intracellulaire Expression tissulaire et cellulaire 

P2X1 ATP P2X2, P2X4 et 
P2X5 

Canal ionique 
sélectif aux 

cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ 

Neurones, cellules épithéliales, 
cellules musculaires lisses, 

lymphocytes, macrophages et 
plaquettes 

P2X2 ATP P2X3 et P2X6 
Canal ionique 

sélectif aux 
cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ Cellules excitables 

P2X3 ATP P2X2 
Canal ionique 

sélectif aux 
cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ Cellules excitables, neurones 

P2X4 ATP P2X6 
Canal ionique 

sélectif aux 
cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ 

Principalement exprimé dans le 
compartiment intracellulaire et 
dans les neurones centraux et 

périphériques, microglie, cellules 
endothéliales, cellules 

épithéliales, monocytes et cellules 
dendritiques 

P2X5 ATP P2X1 
Canal ionique 

sélectif aux 
cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ Cellules excitables et lymphocytes 

P2X6 ATP P2X2 et P2X4 
Canal ionique 

sélectif aux 
cations  

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ Cerveau et muscles squelettiques 

P2X7 ATP P2X7 

Canal ionique 
sélectif aux 

cations ou pore 
non sélectif 

Augmentation du 
Ca2+ et du Na+ ou 

entrée et libération 
de petites 
molécules 
organiques  

Macrophages, cellules 
dendritiques, granulocytes 

polynucléaires, lymphocytes, 
MDSCs, microglie, ostéoblastes, 

ostéoclastes, astrocytes et 
cellules endothéliales, cellules 

épithéliales alvéolaires de type 1 
Table 3 : Description des récepteurs P2X 
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Agoniste préférentiel, sous-unités hétérotrimériques fonctionnelles, signal de transduction, second 
messager intracellulaire et expression cellulaire de chacun des récepteurs P2X. MDSCs : cellules 
suppressives dérivées de la myéloïde (myeloid-derived suppressor cells) (Burnstock and Knight 2004) 
 

 

Figure 3 : Structure des récepteurs P2X 
Les récepteurs P2X constitués de trois sous-unités pour former généralement des homodimères ou 
plus rarement des hétérotrimères, forment ensemble un récepteur canal perméable après activation 
par des cations. La topologie d’une sous-unité est représentée ici. Chaque sous-unité est constituée de 
régions transmembranaires (TM1 et TM2), d’une grande boucle extracellulaire avec 10 résidus 
cystéines (points noirs), d’une queue N-terminale et d’une plus longue queue C-terminale. La partie 
H5 est située entre les acides aminés 320 et 340 (carré rouge). D’après (Vultaggio-Poma et al. 2022). 
 

L’ATP est le seul agoniste physiologique connu pour tous les récepteurs P2X. L’ouverture des 

récepteurs P2X permet un important influx de Ca2+ et de Na+ et un efflux de K+, ce qui entraine une 

augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+, une surcharge cellulaire en Na+ et une 

déplétion en K+. La perturbation de la distribution des ions monovalents entraine une dépolarisation 

de la membrane qui peut à son tour déclencher l’ouverture de canaux calciques dépendant du voltage, 

favorisant ainsi un nouvel influx de Ca2+. L’augmentation de la concentration cytoplasmique de Ca2+ 

active une multitude de voies de transduction supplémentaires telles que les phospholipases, les 

MAPK et les enzymes dépendantes de la calmoduline. En outre, la forte baisse du K+ intracellulaire 

provoquée par l’ouverture du récepteur P2X7 est un puissant stimulus pour l’activation de 

l’inflammasome NLRP3, et donc pour la maturation et la libération de l’IL-1β et l’IL-18. L’activation des 

récepteurs P2X a également un rôle dans la neurotransmission et la nociception (Figure 4). En effet 
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l’ATP extracellulaire (ATPe) joue un rôle accessoire de neurotransmetteur rapide dans le système 

nerveux central où il agit principalement comme modulateur de la libération d’autres 

neurotransmetteurs. De plus la glie ainsi que les neurones expriment différents sous-types de 

récepteurs P2X, tels que P2X1 et P2X5, P2X4 principalement sur les astrocytes, le récepteur P2X7 sur 

la microglie et les oligodendrocytes et le récepteur P2X2 sur les neurones du tronc cérébral. Les 

récepteurs P2X2 et P2X3 se trouvent principalement dans les terminaisons nerveuses périphériques 

où ils interviennent dans la stimulation sensorielle. Les récepteurs P2X interviennent également que 

dans la cytotoxicité et la prolifération cellulaire comme il le sera décrit par la suite pour le récepteur 

P2X7.  

 Les récepteurs P2Y sont couplés et génèrent des messagers intracellulaires différents comme 

il l’a été mentionné précédemment. Comme les récepteurs P2X, les récepteurs P2Y sont distribués de 

manière ubiquitaire et exprimés par pratiquement tous les types cellulaires, qu’elles soient saines ou 

malignes, et participent à une multitude de réponses cellulaires, de la prolifération à la mort cellulaire, 

de la motilité à la différenciation, de la sécrétion de cytokines à la libération d’hormones (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Rôles des récepteurs P2 
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Les récepteurs P2X et P2Y sont souvent associés à la génération de messagers secondaires (flux d’ions, 
mobilisation de calcium intracellulaire ou modulation de la concentration d’AMPc). Cependant, 
l’augmentation de la concentration intracellulaire ionique causée par les récepteurs P2X peut aussi 
conduire à des réponses cellulaires plus tardives telles que la prolifération ou la libération de cytokines. 
L’augmentation intracellulaire de Ca2+ causée par la stimulation des récepteurs P2Y peut entrainer des 
réponses rapides telle que la sécrétion de neurotransmetteurs. Le seul nucléotide actif pour les 
récepteurs P2X est l’ATP, tandis que plusieurs nucléotides peuvent activer les récepteurs P2Y. CD39 
joue un rôle central dans la signalisation purinergique car elle met fin à la stimulation des récepteurs 
P2X en hydrolysant l'ATP et génère l'ADP, un agoniste de certains des récepteurs P2Y (P2Y1, P2Y12/13). 
D’après (Vultaggio-Poma et al. 2022).  
 

1.2.  Structure et expression du récepteur P2X7  

1.2.1. Distribution tissulaire et cellulaire  
Chez l’homme, le récepteur P2X7 était initialement décrit comme principalement exprimé sur 

les cellules de la lignée hématopoïétique. Cependant, il apparait désormais que le récepteur P2X7 a 

une distribution plus large, bien que les niveaux d’expression puissent varier de plusieurs ordres de 

grandeur. Dans les cellules hématopoïétiques, le récepteur P2X7 est exprimé, par ordre décroissant 

d’expression, par les macrophages suivis par les cellules dendritiques (DC), les monocytes, les cellules 

natural killer (NK), les lymphocytes B, les lymphocytes T (LT) et les érythrocytes (Sluyter 2015). Il est 

aussi présent sur les mastocytes et les éosinophiles tandis que les neutrophiles ne montrent aucune 

expression de surface mais semblent l’exprimer de façon intracellulaire. Enfin, P2X7 est également 

exprimé sur d’autres cellules dont l’origine s’apparente à celle des cellules hématopoïétiques, 

notamment les ostéoclastes et la microglie. P2X7 est présent sur les cellules épithéliales de la peau, du 

rein, du tractus urinaire et reproductif et de diverses glandes exocrines. Il est également exprimé par 

certaines régions du système nerveux central et périphérique avec un fort niveau dans la microglie en 

particulier après leur activation, mais il est aussi exprimé par les astrocytes, les oligodendrocytes et les 

cellules de Schwann (Cotrina and Nedergaard 2009). L’expression de P2X7 par les neurones est 

controversée mais serait possiblement exprimé dans les neurones de la moelle épinière (Wang et al. 

2004) mais une absence dans les neurones corticaux (Cotrina and Nedergaard 2009). Cependant, les 

neurones du granule cérébelleux ainsi que les neurones de l’hypothalamus et de la substance noire 

(substantia nigra) expriment P2X7 (Sánchez-Nogueiro, Marín-García, and Miras-Portugal 2005). Les 

fibroblastes, les cellules endothéliales et les glandes exocrines (glandes salivaires et le pancréas) 

l’expriment également (Woods et al. 2012). 

Chez le rat, le récepteur P2X7 est fortement exprimé dans le cerveau du nouveau-né et de 

l’adulte, dans la moelle osseuse, la rétine, les glandes salivaires, la glande parotide, les glandes 

lacrymales, les poumons, la rate, le pancréas, le foie, les testicules, l’épendyme, les neurones des 

noyaux olfactifs, le cortex cérébral, le striatum, le cortex piriforme, les noyaux septaux latéraux, les 
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cellules pyramidales, les oligodendrocytes, la microglie, les macrophages, et les ostéoclastes (Collo et 

al. 1997). 

Chez la souris, le récepteur P2X7 est fortement exprimé dans la moelle osseuse, les glandes 

submandibulaires, les poumons, le foie, les reins, les macrophages, les granulocytes, les lymphocytes 

B, les mastocytes, la microglie, les cellules de Schwann, les ostéoclastes et les ostéoblastes (Collo et al. 

1997). 

1.2.2. Structure de P2X7 
Le récepteur P2X7 a été initialement nommé P2Z afin de le distinguer des autres récepteurs 

P2X, en raison des concentrations plus élevées d’ATP (supérieures à 100 µM) nécessaires pour l’activer 

(Gordon 1986). Le récepteur P2Z a été cloné pour la première fois à partir d’une bibliothèque d’ADNc 

de cerveau de rat en 1996 (Surprenant et al. 1996). Les 395 premiers acides aminés, tels que déduits 

de ce récepteur cloné, présentaient une homologie de séquence de 35 à 40% avec les six autres 

récepteurs P2X connus, ce qui a conduit à la reclassification du récepteur P2Z dans cette famille sous 

la dénomination de P2X7 (Surprenant et al. 1996). L’organisation du gène et sa localisation 

chromosomique ont été identifiés pour la première fois chez l’homme en 1998 (Buell et al. 1998). Le 

gène humain de P2X7 comprend 13 exons et est localisé sur le chromosome 12q24 proche du gène 

codant pour le récepteur P2X4, suggérant une origine par duplication de gène.  

Après cette découverte chez le rat (Surprenant et al. 1996) le gène a été ensuite identifié et 

cloné chez d’autres espèces de mammifères. La comparaison des protéines correspondantes montre 

une homologie de séquence avec les protéines provenant de mammifères non humains de 77 à 97% 

et de 42 à 47% avec les protéines provenant des mammifères comparativement avec la protéine 

humaine. Chaque sous-unité du récepteur P2X7 chez le mammifère est composée de 595 acides 

aminés et comprend 2 domaines transmembranaires, une queue C-terminale, une queue N-terminale 

intracellulaires et une large région extracellulaire contenant le site de liaison à l’ATP (Jiang et al. 2013). 

Les sous-unités P2X7 s’assemblent principalement en tant que récepteur homotrimérique (Nicke 

2008), mais dans certains cas elles peuvent s’assembler avec les sous-unités P2X4 pour former des 

récepteurs hétérotrimériques (Pérez-Flores et al. 2015).  

Le cristal de la sous-unité du récepteur P2X7 du panda géant a été récemment caractérisé 

(Karasawa and Kawate 2016) (Figure 5). Ce cristal est obtenu sur la forme tronquée de P2X7. La 

structure globale est similaire à celle de la protéine P2X4 du poisson zèbre (Kawate et al. 2009) et à 

celle présente dans le récepteur P2X3 humain (Mansoor et al. 2016). Le cristal du récepteur P2X7 du 

panda a également permis de démontrer la structure trimérique du récepteur. Chaque sous-unité 

évoque la forme schématique d’un dauphin, la région extracellulaire (contenant 14 feuillets β) et les 
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deux régions transmembranaires représentant respectivement le corps (avec la tête et les nageoires) 

et la queue (Figure 5A). Le récepteur trimérique à la forme schématique d’un « calice », les trois 

régions extracellulaires interagissant en plusieurs points et les régions transmembranaires formant des 

hélices individuelles, la seconde région transmembranaire (TM2) étant situé au centre pour former le 

pore du canal tandis que la première région transmembranaire (TM1) est quant à elle située à la 

périphérie du récepteur. Cette cristallographie a également permis de mettre en évidence une 

structure en « tourelle » composée des feuillets β13 et β14 (Figure 5C). La fermeture de cette structure 

en forme de tourelle semble nécessaire pour induire un changement conformationnel du corps 

inférieur et l’ouverture ultérieure du canal. Ce processus peut être inhibé par certains antagonistes tel 

que A804598 (Figure 5D). La structure cristallographique du récepteur P2X7 de panda a été résolue à 

l’état fermé et sans ligand. Cependant, l’analyse du récepteur P2X4 du poisson zèbre à l’état basal, 

après fixation de l’ATP et dans sa conformation ouverte (Hattori and Gouaux 2012) a défini la base 

structurelle de liaison à l’ATP, de la perméabilité ionique et de la régulation du canal. Trois poches de 

liaison à l’ATP sont situées aux interfaces des sous-unités, chacune étant constituée de résidus 

conservés provenant de deux sous-unités adjacentes. L’occupation de ces sites par l’ATP ou par un 

agoniste induit des changements conformationnels de la région extracellulaire ce qui permet d’ouvrir 

le canal ionique formé par les trois TM2 (Wei et al. 2016). Les deux parties C- et N- terminales du 

récepteur P2X7 jouent un rôle important dans sa fonction. La partie N-terminale d’une longueur de 26 

acides aminés, régule d’une part le flux de Ca2+ à travers le canal (Liang et al. 2015) et l’activation de 

kinases régulées par des signaux extracellulaires (Amstrup and Novak 2003a) et d’autre part le contrôle 

du déclenchement et de la stimulation des récepteurs P2X7 (Allsopp and Evans 2015). Le récepteur 

P2X7 possède la plus longue queue C-terminale de la famille des récepteurs P2X. Cette extrémité C-

terminale de 239 acides aminés est essentielle à la fonction du récepteur, et contient un certain 

nombre de motifs ou régions établis et putatifs. La partie C-terminale semble également nécessaire à 

l’incorporation du récepteur dans les micro-domaines membranaires (radeaux lipidiques (Murrell-

Lagnado 2017)) et à l’interaction avec de nombreuses protéines cytosoliques pour former un complexe 

de signalisation (Kim et al. 2001). Des études provenant de différents laboratoires montrent que la 

queue C-terminale est nécessaire pour la fonction du large pore (ou macropore) et donc pour la 

perméabilisation membranaire, mais pas pour l’activité canal cationique (Surprenant et al. 1996; Smart 

et al. 2003; Adinolfi et al. 2010). Cependant des travaux plus récents démontrent que ce n’est pas 

toujours le cas en fonction des conditions expérimentales, et suggèrent que l’absence de la queue C-

terminale n’abolit pas mais ralentit la formation du macropore et par conséquent l’incorporation de 

molécules fluorescentes (Karasawa et al. 2017).  
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Plus récemment, des expériences de cryo electromicroscopie du récepteur P2X7 complet ont 

permis de mettre en évidence pour la premiere fois un apercu de l’architecture du domaine 

cytoplasmique de ce récepteur. En plus de réveler comment la palmitoylation module directement la 

fonction de P2X7 pour empécher la désensibilisation du récepteur, les structures révèlent de manière 

inattendue un complexe dinucléaire d’ions zinc et un site de liaison de nucléotide guanosine de haute 

affinité dans le domaine cytoplasmique (McCarthy, Yoshioka, and Mansoor 2019). 

Le récepteur P2X7 possède un domaine d’interaction avec des lipides et il a été suggéré que le 

motif d’interaction lipidique de P2X7 sert non seulement de domaine de liaison pour le LPS, mais aussi 

pour les phospholipides, modulant ainsi la localisation du récepteur (Denlinger et al. 2001) comme 

dans les radeaux lipidiques. Une association entre P2X7 et les radeaux lipidiques a été étudiée dans les 

LT, où P2X7 est ADP-ribosylé par ART2.2 (Bannas et al. 2005). Juste en amont du motif de liaison au 

LPS, une étude de Gonnord et collaborateurs a identifié deux résidus cystéines palmitoylés (C572, 

C573) dans le P2X7 murin qui étaient essentiels au trafic à la surface cellulaire. De même, deux groupes 

plus proximaux de résidus cystéines (C477, C479, C482, C498, C499, C506) étaient palmitoylés et requis 

pour l’expression en surface du récepteur. La mutation des résidus cystéines juxtamembranaires C371, 

C373 et C374, cependant, n'a montré qu'une diminution de 50% de la palmitoylation et une localisation 

de surface réduite (Gonnord et al. 2009). La palmitoylation est une modification post-traductionnelle 

réversible qui augmente l'association membranaire et peut également affecter la fonction, la stabilité 

et le trafic subcellulaire des protéines dans les compartiments membranaires, comme par exemple les 

radeaux lipidiques enrichis en cholestérol et en sphingolipides. 

Il est intéressant de noter que la perméabilité du récepteur P2X7 semble dépendre non 

seulement de l’extrémité C-terminale, mais aussi de la composition lipidique de la membrane cellulaire 

(Karasawa et al. 2017). Lors d'expériences in vitro avec le P2X7 tronqué purifié de panda dans des 

liposomes artificiels, le phosphatidylglycérol et la sphingomyéline ont facilité la perméation du YO-

PRO-1, tandis que le cholestérol a eu un effet inhibiteur. Il a été conclu que les résidus cystéines 

palmitoylés dans les récepteurs complets empêchent l'effet inhibiteur du cholestérol en protégeant 

les domaines TM, tandis que dans le P2X7 tronqué en C-terminal, le cholestérol peut interagir avec les 

hélices transmembranaires et limite ainsi sa perméabilité. Ainsi, les propriétés de formation de pores 

du récepteur P2X7 pourraient être influencées par la modulation de la composition de la membrane 

et pourraient être spécifiques du type cellulaire (Di Virgilio, Schmalzing, and Markwardt 2018). 
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Figure 5 : Cristallographie du récepteur P2X7 
(A) Représentation d’une des sous-unités du récepteur P2X7 du panda présentant une forme 
schématique de « dauphin ». On retrouve quatorze feuillets bêta numéroté β1-14. (B) Représentation 
de la structure trimérique du récepteur P2X7 de panda, le carré noir représente l’emplacement 
approximatif des régions du corps supérieur présentées en C et D. (C) Vue latérale des régions du corps 
supérieur montrant les sites de liaison à l’ATP (lignes pointillées oranges). A804598, un inhibiteur de 
P2X7 est représenté sous forme de sphères. (D) Vue supérieure de la structure du récepteur P2X7 de 
panda par rapport aux poches de liaison à l’ATP (lignes pointillées oranges) et à l’une des poches de 
liaison à l’antagoniste (ligne pointillée verte). D’après (Karasawa and Kawate 2016). 
 

1.3. Variants de P2X7 

Chez l’homme, neuf variants d’épissage du gène P2RX7 ont été décrits (de P2X7B à P2X7J), le 

variant P2X7 commun étant définie comme P2X7A (Figure 6). P2X7A code pour la forme canonique de 

taille entière (595 acides aminés). Les autres variants codent pour des protéines plus courtes. Les 

protéines issues des variants de P2X7B, P2X7H et P2X7J ont été étudiées (Adinolfi et al. 2010; Feng et 
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al. 2006). Trois d’entre eux, les variants C, E et G codent pour des protéines très courtes et sont 

supposés être incapables de former un canal récepteur. En revanche les variants B et J ont été décrits 

comme étant exprimés dans des conditions normales et/ou pathologiques et comme interférant avec 

les réponses biologiques induites par le récepteur P2X7 (Benzaquen et al. 2019). P2X7B, une isoforme 

tronquée fréquemment exprimée dans presque toutes les cellules eucaryotes, semblant être régulée 

dans les cellules immunitaires, contient 364 acides aminés et ne comporte pas les 249 acides aminés 

C-terminaux. Le récepteur résultant de l’assemblage de monomères de P2X7B montre une activité 

canal ionique mais semble incapable de former le macropore. Ce variant semble impliqué dans la 

prolifération cellulaire notamment des cellules tumorales (Adinolfi et al. 2010). Cependant, la co-

expression de P2X7B avec P2X7A conduit à la formation du récepteur hétérotrimérique P2X7A-P2X7B 

avec une fonction de macropore. Cet hétérotrimère montre également une affinité plus importante 

pour l’ATP et une capacité plus élevée à promouvoir le métabolisme énergétique et la prolifération 

cellulaire. Tandis qu’une autre étude a démontré que les cellules exprimant à la fois les isoformes 

P2X7A et P2X7B étaient moins enclines que les cellules exprimant uniquement P2X7A a former un 

macropore, alors qu’elles conservaient la même capacité de canal ionique (Benzaquen et al. 2020). Ce 

résultat ne confirme pas ce qui a été publié précédemment indiquant que l’expression de P2X7B 

module positivement la fonction de P2X7 (Adinolfi et al. 2010) mais ils confirment que l’expression de 

P2X7B pourrait occulter l’activité de macropore de P2X7 (Ulrich et al. 2018; Ziberi et al. 2019). Le 

variant P2X7H a une longueur de 274 acides aminés et ne semble pas s’assembler en tant que 

récepteur fonctionnel (Cheewatrakoolpong et al. 2005). Le variant P2X7J est long de 258 acides aminés 

et peut s’assembler avec P2X7 pour former un récepteur hétérotrimérique non fonctionnel ce qui 

pourrait protéger certains types cellulaires de la mort cellulaire induite par l’ATP, comme les cellules 

épithéliales oculaires et des cellules malignes (Feng et al. 2006; Guzman-Aranguez, Pérez de Lara, and 

Pintor 2017). (Figure 6). 

Le récepteur P2X7 exprimé à la surface des cellules malignes possède une conformation non 

fonctionnelle. La première description de l’expression d’un récepteur P2X7 non fonctionnel (nfP2X7) a 

été faite dans les lésions cancéreuses. Dans cette étude un anticorps conçu contre un épitope situé 

dans la boucle extracellulaire proche de la poche de liaison de l’ATP et qui est inaccessible dans les 

cellules exprimant un récepteur P2X7 fonctionnel a permis de mettre en évidence ce récepteur (Barden 

et al. 2003). nfP2X7 a été également été décrit par Gilbert et collaborateurs dans un panel de lignées 

cellulaires tumorales en utilisant un nouvel anticorps humanisé (BIL03) spécifique de la région 

extracellulaire du récepteur nfP2X7 (Gilbert et al. 2019). nfP2X7 est caractérisé par l’exposition d’un 

épitope normalement caché, E200, et par une absence d’ouverture du macropore. Ce variant est 

nécessaire à la survie de plusieurs lignées cancéreuses potentiellement grâce à sa fonction canal 
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ionique qui reste conservée. En effet, dans le TME, on observe une augmentation de la concentration 

d’ATP extracellulaire qui semble permettre la délocalisation du variant nfP2X7 intracellulaire vers la 

membrane plasmique. Ce dernier n’entraînant pas la mort cellulaire provoquée par l’ouverture 

macropore, il confère ainsi un avantage de survie aux cellules cancéreuses. Il est montré dans cette 

étude que nfP2X7 est exprimé largement à la surface de nombreuses cellules cancéreuses et dans un 

large spectre de tumeurs. Cependant le variant d’épissage codant pour la forme non fonctionnelle du 

récepteur n’est pas encore connu. 

Quatre variants d’épissage ont été décrits pour le récepteur P2X7 murin (P2X7b, P2X7c, P2X7d 

et P2X7k), P2X7a la forme canonique représentant la protéine entière correspondante (Figure 6). Les 

variants P2X7b et P2X7c ont une longueur de 431 et 442 acides aminés respectivement (Haanes, 

Schwab, and Novak 2012; Kido et al. 2014; Masin et al. 2012). Ils sont tronqués dans la partie C-

terminale dû à un épissage alternatif conduisant à l’exclusion de l’exon 13. Ils forment des récepteurs 

ayant conservés l’activité canal et n’ont pas la faculté de former un macropore (Masin et al. 2012). Le 

variant P2X7d est composé de 153 acides aminés et, comme observé pour le variant P2X7b, il peut 

inhiber l’activité basale de la sous-unité P2X7 complète (Kido et al. 2014).  

P2X7k a une longueur de 592 acides aminés (Nicke et al. 2009) et s’assemble en récepteur 

ayant une activité plus importante et une plus grande sensibilité aux agonistes que P2X7a (Schwarz et 

al. 2012; Xu et al. 2012). Des résultats similaires ont été initialement observés avec le variant P2X7k du 

rat (Nicke et al. 2009). Le variant P2X7k échappe à la délétion dans la souris déficiente pour P2X7 

« GlaxoSmithKline » (Nicke et al. 2009). En effet, le variant P2X7k est exprimé dans les LT (Schwarz et 

al. 2012; Xu et al. 2012) et expriment un récepteur P2X7 fonctionnel. Ce variant diffère du P2X7a par 

42 acides aminés englobant la région cytosolique N-terminale et une partie du TM1. Sur le plan 

fonctionnel, on a constaté que le variant P2X7k était 8 à 10 fois plus sensible aux agonistes de P2X7 

que le variant P2X7a. Il déclenche rapidement la perméabilisation de la membrane mesurée par 

l’incorporation d’éthidium. De plus, il est exprimée de manière plus sélective, le variant P2X7k est le 

variant prédominant exprimé par les LT tandis que P2X7a est le variant prédominant exprimé par les 

macrophages (Xu et al. 2012). 

Il existe deux souches de souris dans lesquelles le gène P2X7 a été perturbé l’une provient de 

Glaxo, avec un gène LacZ et une cassette néomycine (Neo) insérés dans l’exon 1, et l’autre de Pfizer, 

avec une insertion Neo dans l’exon 13 (Solle et al. 2001; Sim et al. 2004). Certaines différences 

importantes, inexpliquées au départ, ont été signalées pour les deux souches. Par exemple, les 

macrophages des souris Pfizer présentent une forte réduction de la production d’IL-6 stimulée par 

l’ATP tandis que les macrophages des souris Glaxo présentent une très forte augmentation de la 
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production d’IL-6 (Chessell et al. 2005). Dans un modèle de sclérose en plaques (EAE) chez la souris, 

les souris Pfizer ont montré une exacerbation de la maladie. En revanche, les souris Glaxo ont montré 

une réduction de l’incidence de la maladie (Sharp et al. 2008). Les LT des souris Glaxo ont 

étonnamment produit une plus grande libération d'IFN-γ et d'IL-17 que les cellules sauvages, et des 

réponses médiées par le récepteur P2X7 ont été trouvées dans les LT des souris Glaxo KO par rapport 

aux cellules sauvages (Taylor et al. 2009). Un hybride de P2X7 a été décrit dans la souris déficiente pour 

P2X7 « Pfizer ». Cet hybride est une conséquence de la manipulation génétique entre une sous-unité 

P2X7 tronquée et une partie du vecteur utilisé pour déstabiliser le gène p2rx7, et forme également des 

récepteurs avec une faible activité canal (Masin et al. 2012). Dans la souris déficiente pour P2X7 de 

Lexicon Pharmaceuticals, une lignée générée en ciblant les exons 2 et 3 de P2X7, l’échappement de 

certains variants de P2X7 n’est pas encore connu (Basso et al. 2009). Ainsi la souris de Lexicon 

Pharmaceuticals peut ne pas exprimer de variants de P2X7. En outre, toutes les versions connues du 

récepteur P2X7 murin restent absentes dans une souris humanisée pour le récepteur P2X7 après 

inactivation du récepteur humanisé par la recombinase Cre (Metzger et al. 2017). 

De plus, dans notre projet INCA, il a été généré des souris déficientes pour P2X7 ainsi que des 

souris génétiquement modifiées afin d’inhiber le récepteur P2X7 dans des tissus ou des populations 

cellulaires particulières avec notamment des souris Tau déficientes pour P2X7 dans des modèles de 

Tauopathies (Carvalho et al. 2021).  

 

Figure 6 : Variants du récepteur P2X7 chez l’humain et la souris.  
Liste et taille des variants humains et murins ainsi que leurs mutations. D’après (Benzaquen et al. 2019) 
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1.4. Polymorphisme de P2X7  

1.4.1. Polymorphisme humain  
Le récepteur P2X7 humain est polymorphique avec un certain nombre de mutations faux-sens 

(substitution ou non synonymes). Les premières études sur l’activité des récepteurs P2X7 dans les 

lymphocytes (Wiley et al. 1992) et les macrophages (Lammas et al. 1997b) ont révélé que certains 

individus présentaient des réponses médiées par les récepteurs P2X7 déficientes dans ces cellules. 

D’autres études ont mis en évidence que l’activité de P2X7 dans les leucocytes varient entre les 

individus (Gu et al. 2000; Wiley and Dubyak 1989), variations qui ne s’expliquent pas par les différences 

d’expression de P2X7 à la surface des cellules. Le séquençage ultérieur du gène P2RX7 humain a permis 

d’identifier la présence d’un SNP faux-sens codant pour une substitution en position 496 de l’acide 

glutamique en alanine qui entraine une perte de fonction du récepteur (Gu et al. 2001). Depuis cette 

découverte, un total de seize SNP codants pour des mutations faux-sens ont été caractérisés dans la 

région codante du gène P2RX7 humain et nombre d’entre elles sont associées à une augmentation ou 

une diminution de susceptibilité aux maladies. La conséquence d’une mutation SNP présente sur l’un 

des allèles sur la fonctionnalité du récepteur P2X7 est difficile à prédire sans prendre en considération 

l’allèle sauvage co-exprimé chez les individus hétérozygotes. Par exemple, l’expression de la forme 

mutée Q460R, conduit à une activité semblable à l’allèle sauvage ou partiellement réduite (Stokes et 

al. 2010; Roger et al. 2010). Cependant, lorsque ce mutant est co-exprimé avec l’allèle sauvage dans 

les cellules hétérologues HEK-293, l’activité du récepteur P2X7 est plus fortement réduite qu’elle ne 

l’est lorsque le mutant Q460R est exprimé seul (Aprile-Garcia et al. 2016). Inversement, la co-

expression de l’allèle mutant Q460R avec des allèles codant pour des mutations perte de fonction 

E496A ou I568N augmente l’activité du récepteur P2X7 dans les monocytes humains par rapport à la 

co-expression de l’allèle Q460 de type sauvage avec ces mêmes allèles perte de fonction (Denlinger et 

al. 2006).  

Une autre considération concernant l’activité du récepteur P2X7 est la transmission des SNP 

dans le déséquilibre de liaison ou les haplotypes. Cinq haplotypes, représentant 99% des sujets, ont 

été identifiés initialement chez les caucasiens (Figure 7) (Table 4) (Fuller et al. 2009), avec une autre 

étude étendant le nombre d’haplotypes à six (Backlund et al. 2012) pour tenir compte du rare SNP 

codant pour la mutation perte de fonction, I568N. Parmi les cinq haplotypes initiaux, P2X7-1 a été 

défini comme l’haplotype sauvage, P2X7-2 et P2X7-4 comme gain de fonction (dû principalement à la 

mutation A348T cependant l’allèle T est retrouvé chez les primates et semblerait donc correspondre à 

l’allèle sauvage) et P2X7-3 et P2X7-5 comme perte de fonction (dû aux mutations E496A et T357S, 

respectivement) (Stokes et al. 2010).  
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Figure 7 : Analyse haploview du déséquilibre de liaison dans le gène P2RX7.  
Cet haploview utilise dix SNP marqueurs qui modifient la fonction des récepteurs. Les couleurs 
représentent le score D'/LOD relatif, où le rouge vif correspond à D'=1 ; LOD≥2 et le bleu à D'=1 ; LOD 
< 2, les nuances de rose à D'< 1 ; LOD≥2, le blanc à D'<1; LOD < 2. Les chiffres représentent les scores 
D' pour le déséquilibre de liaison par paires. D’après (Fuller et al. 2009). 
 

  1068 1096 1405 1513 Fréquence 
Haplotype 

1 G C A A 0,341 
Haplotype 

2 A C A A 0,226 
Haplotype 

3 G C A C 0,185 
Haplotype 

4 A C G A 0,173 
Haplotype 

5 G G A A 0,075 
Table 4 : Haplotypes présent dans 99% de la population caucasienne 
Position, Acide aminé et fréquence des cinq haplotypes les plus fréquemment retrouvés dans la 
population caucasienne.  D’après (Fuller et al. 2009). 
 

1.4.2. Polymorphismes murins 
La caractérisation des polymorphismes murins n’est pas étudiée. En effet, seuls ceux exprimés 

par les souches de souris consanguines utilisés en laboratoire peuvent être étudiés, ce qui entraine le 

peu de caractérisation de ceux-ci. Un SNP codant pour une mutation faux sens (P451L) a été caractérisé 

dans le récepteur P2X7 murin. Cette mutation entraine une activité fonctionnelle réduite (Adriouch et 

al. 2002; Young, Pelegrin, and Surprenant 2006). Ce SNP est pertinent dans les souches de souris 

utilisées en laboratoire. Par exemple, l’allèle correspondant à la forme P451 est présent chez BALB/c, 

NOD et les souches 129, tandis que l’allèle correspondant à la mutation L451 est présent dans les 

souches C57BL, DBA et CH3 (Adriouch et al. 2002; Syberg, Schwarz, et al. 2012). Cependant, il est à 
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noter qu’une autre étude a observé des réponses aux agonistes et des profils pharmacologiques 

similaires entre les récepteurs P2X7 provenant des lignées BALB/c et C57BL/6 exprimés de manière 

stable dans la lignée astrocytaire 1321N (Donnelly-Roberts, Namovic, Han, et al. 2009). Néanmoins, du 

fait de l’expression de P2X7 à la surface des ostéoclastes, la mutation P451L est associée à une 

réduction de la densité osseuse (Syberg, Schwarz, et al. 2012). Cela est également le cas chez les souris 

déficientes pour P2X7 avec des différences plus importantes entre les BALB/c sauvages et celles 

déficientes pour P2X7 en comparaison aux différences observées entre les lignées C57BL/6 sauvages 

et C57BL/6 déficientes pour P2X7 (Syberg, Petersen, et al. 2012). Finalement, la mutation P451L 

impacte également l’homéostasie du glucose, avec une tolérance au glucose et une réponse à l’insuline 

altérée chez les souris congéniques P451L par rapport aux souris sauvages 129Sv (Todd et al. 2015). Le 

mécanisme par lequel la mutation P451L modifie l’activité du récepteur P2X7 n’est pas complétement 

connu. Lorsque cette mutation est artificiellement introduite dans le contexte du récepteur P2X7 

humain, celle-ci ne semble pas affecter son activité fonctionnelle (Adamczyk et al. 2015).  

1.5 . Formation du macropore 

Les mouvements déclenchés par les ligands de P2X7 sur les domaines TM2 des sous-unités du 

récepteur P2X7 permettent d’ouvrir le canal ionique conduisant alors à l’influx de Na+ et Ca2+ et à 

l’efflux de K+. La stimulation prolongée du récepteur P2X7 pendant des dizaines de secondes ou de 

minutes entraine, une augmentation importante de la perméabilité membranaire à des molécules de 

plus grandes tailles pouvant atteindre 900 Daltons. La formation de ce « large pore » ou macropore a 

été initialement décrite dans les cellules immunitaires en 1979, avec l’observation que l’ATP permettait 

de perméabiliser les membranes cellulaires et permettait de faire pénétrer différentes catégories de 

molécules (Cockcroft and Gomperts 1979) (Gomperts 1983). Outre ces cellules immunitaires qui 

expriment naturellement le récepteur P2X7, l’expression hétérologue dans des cellules transfectées 

leur conféraient la capacité de former un macropore induit par l’ATP (Surprenant et al. 1996). Cette 

formation de macropores a également été observée dans une moindre mesure lors de l’activation 

prolongée d’autres récepteurs P2X, notamment les récepteurs P2X2, P2X2/3, P2X2/5 et P2X4 (Khakh 

et al. 1999; Virginio et al. 1999; Compan et al. 2012). Cette observation a inspiré l’hypothèse selon 

laquelle les macropores se forment parallèlement à l’ouverture rapide du canal ionique, mais ces 

hypothèses restent à être confirmées. Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer la formation 

du macropore : 

i) la dilation progressive du canal ionique formé par P2X7 lui-même à la suite d’une activation 

prolongée ou répétée du récepteur par l’ATP. La dilatation du macropore membranaire de P2X7 est 

corroborée par l’observation dans des expériences de patch clamp sur cellules entières de l’entrée 

d’un cation de taille plus importante, le N-méthyl-D-glucamine (NMDG, d’une masse de 195 Da) 
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devenait plus perméable au cours du temps, pendant l’application d’ATP (Yan et al. 2008). Lorsque de 

fortes concentrations en ATP se lient au récepteur P2X7 un influx de cations et des cascades de 

signalisation intracellulaire ont lieu. La structure en hélices α dans la région TM2 prend alors une 

configuration permettant le passage de molécules jusqu’à 900 Da, le canal agissant transitoirement 

comme un macropore. Des études de patch clamp ont permis non seulement d’éviter l’altération des 

courants dépendants du récepteur P2X7, mais aussi d’observer directement les effets des modulateurs 

sur la conductance et la probabilité d’ouverture des canaux ioniques du récepteur P2X7. Dans les 

ovocytes exprimant de façon hétérologue le récepteur P2X7 humain, les canaux cationiques ayant une 

conductance d’environ 10 pS et un diamètre de pore de 8,5 Å ont été fermés par l'ATP4- en quelques 

ms (Riedel, Schmalzing, and Markwardt 2007). Des canaux activés par l’ATP de conductance similaire 

ont été enregistrés précédemment dans les macrophages (Buisman et al. 1988), les mastocytes 

(Tatham and Lindau 1990) et les lymphocytes B (Markwardt et al. 1997). L’élimination de Na+, Cl- ou H+ 

extracellulaires a augmenté la probabilité d’ouverture du canal du récepteur P2X7 en prolongeant le 

temps que le canal passe à l’état ouvert (élimination de Na+ (Riedel, Schmalzing, and Markwardt 2007)) 

ou en raccourcissant les temps à l’état fermé (élimination de Cl- (Kubick, Schmalzing, and Markwardt 

2011)) ou de H+ (Flittiger et al. 2010). De plus des mesures de courant monocanal ont démontré que le 

récepteur P2X7 humain n’est pas perméable aux anions (Kubick, Schmalzing, and Markwardt 2011). 

Une analyse électrophysiologique plus récente a clairement démontré que les petits (Ca2+ ou Na+) et 

les plus gros cations (NMDG+ ou spermidine) traversent sans délai le macropore du récepteur P2X7 

(Harkat et al. 2017; Pippel et al. 2017). Ce point de vue est étayé par des expériences portant sur les 

propriétés de perméabilité des récepteurs formés par l’assemblage de sous-unités P2X7 mutées ou 

tronquées : celles-ci annulaient l’absorption de marqueurs fluorescents et diminuaient également de 

manière drastique les flux de cations (Smart et al. 2003; Adinolfi et al. 2010; Becker et al. 2008). 

 ii) le recrutement d’une protéine accessoire formant un pore en aval de l’activation de P2X7 (Pelegrin 

and Surprenant 2006; North 2002). P2X7 serait uniquement responsable de la perméabilité aux cations 

de petite taille. Il interagirait directement ou par l’intermédiaire de seconds messagers avec une 

protéine canal permettant la perméabilité à des cations de plus grande taille. Les hémi-canaux de la 

pannexine-1 font partis des protéines activées par P2X7 et associées à l’ouverture du pore permettant 

le passage d’ions et de molécules comme l’ATP entre l’espace intracellulaire et l’espace extracellulaire. 

Cela permet alors une activation renforcée de P2X7 et induit des réponses physiologiques telles que la 

propagation d’ondes calciques cytoplasmiques. Une autre protéine accessoire, la connexine-43, a été 

proposée comme nécessaire à la formation de macropores associés à P2X7 (Beyer and Steinberg 1991). 

Cependant, les antagonistes de la connexine et de la pannexine-1 ainsi que les ARNsi dirigés contre la 

pannexine-1 ne permettent pas d’inhiber la formation de macropores dans des macrophages murins 
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(Alberto et al. 2013). De plus des souris déficientes pour la pannexine-1 ne permettent pas d’inhiber 

la formation du macropore. Une récente étude a également identifié l’Anoctamine 6 (ANO6), un autre 

canal cationique non sélectif, comme un nouvel acteur clé dans la formation de pores membranaires 

après activation du récepteur P2X7 dans les macrophages (Ousingsawat et al. 2015). L’implication de 

ANO6 dans la formation de pores médiée par P2X7 dans les LT reste à élucider. De plus l’activation de 

P2X7 conduit à l’activation de l’inflammasome NLRP3 entrainant alors le clivage de la gasdermine D 

(GSDMD). La GSDMD a été identifiée en 2015 comme l’exécuteur de la pyroptose activée par les 

caspases-1/4/5/11 (Shi et al. 2015; Broz, Pelegrín, and Shao 2019; Aglietti and Dueber 2017). La 

GSDMD entière comprend le domaine répresseur N-terminal (GSDMD-N) et C-terminal (GSDMD-C) qui 

interagissent entre eux en l’absence de stimulation. Cette conformation auto-inhibitrice est libérée 

lors d’un clivage au niveau d’un résidu d’acide glutamique conservé (D276 chez la souris et D275 dans 

la GSDMD humaine) par la capsase-1/4/5/11, divisant ainsi la GSDMD en GSDMD-N et GSDMD-C. La 

génération de GSDMD-N lui permet de s’insérer dans la membrane plasmique et de former des 

macropores oligomériques, ce qui entraine la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 ainsi que la pyroptose. 

Kayagaki et ses collaborateurs et Shi et ses collaborateurs ont signalé que le potassium passe à travers 

la GSDMD qui forme des pores, ce qui entraîne l'activation de l'inflammasome NLRP3 pendant 

l'activation non canonique de l'inflammasome (Kayagaki et al. 2015; Shi et al. 2015). 

Toutes ces données suggèrent que la formation du macropore peut être induite de manière 

intrinsèque au récepteur P2X7 lui-même ou en association avec des protéines accessoires. La part 

relative de ces deux types de mécanismes, et l’identité précise de ces protéines accessoires, dans 

chaque type cellulaire, reste cependant à être exploré plus précisément. (Di Virgilio et al. 2018). 

2. Fonctions du récepteur P2X7 

Le récepteur P2X7 remplit des fonctions variées dans de nombreuses populations cellulaires 

distinctes, voire au sein d’un même type cellulaire. Le récepteur P2X7 fonctionne en tant que canal 

cationique en réponse à l’ATP. Une brève activation de quelques secondes par son agoniste 

physiologique l’ATP, ou par son agoniste synthétique le BzATP, ouvre une voie cationique qui permet 

l’influx de Na+ et de Ca2+ et l’efflux de K+ (North and Surprenant 2003). Cela conduit alors à une forte 

augmentation de Na+ intracellulaire entrainant une dépolarisation membranaire. L’influx de Ca2+ 

augmente sa concentration intracellulaire et déclenche alors des voies de signalisation dépendantes 

du Ca2+. En parallèle, l’efflux de K+ diminue sa concentration cytosolique et favorise l’activation d’autres 

processus importants, tels que l’assemblage et l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Sanz and Virgilio 

2000). Initialement, le « large pore » ou macropore, associé à l’activation de P2X7, ne semblait être 

obtenue qu’après une stimulation prolongée du récepteur. Cependant, il semble désormais possible 
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que l’augmentation de la conductance se produisent sans délai après l’activation de P2X7 permettant 

ainsi des flux de cations de petite et grande taille simultanément (Riedel, Schmalzing, and Markwardt 

2007). Une autre caractéristique des récepteurs P2X7 des mammifères est l’absence de 

désensibilisation suite à la stimulation répétée par ses agonistes. Elle conduit à l’inverse à une 

augmentation progressive de son activité, une propriété appelée facilitation (Roger, Pelegrin, and 

Surprenant 2008). 

2.1. Stimulation de l’inflammasome et sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 

L’activation de P2X7 joue un rôle central dans les réponses immunitaires innées et adaptatives 

à travers la sécrétion des cytokines proinflammatoires IL-1β et IL-18 par les cellules d’origine myéloïde, 

notamment les cellules dendritiques, les macrophages et la microglie. L’activation canonicale de 

l’inflammasome NLRP3 inclue deux signaux : le priming et l’activation. Le processus de priming est 

dépendant des récepteurs de l’immunité innée tels que les PRR, et conduit à l’expression de NLRP3, 

pro-IL-1β et pro-IL-18. le signal 2 est nécessaire à la synthèse et l’assemblage de l’inflammasome, un 

complexe multiprotéique comprenant les protéines NLRP3, une protéine adaptatrice ASC et la 

procaspase-1 (Mariathasan et al. 2004). De multiples ligands peuvent stimuler l’activation de 

l’inflammasome. L’un des évènements connus pour l’activer est l’efflux de potassium (qui peut être 

mimer par la nigericine). Le récepteur P2X7, en permettant l’efflux de K+ peut activer l’inflammasome 

NLRP3. L’ATP extracellulaire en activant l’inflammasome initie une cascade d’évènements 

protéolytiques commençant par la conversion de la procaspase-1 en caspase-1, la transformation et la 

sécrétion de l'IL-1β et de l'IL-18. En outre, la caspase-1 activée clive également la GSDMD pour libérer 

son domaine N-terminal, qui forme des pores au niveau de la membrane plasmique et sert de 

médiateur pour la libération de l’IL-1β et de l'IL-18 matures. Ceci induit une forme rapide et pro-

inflammatoire de mort cellulaire appelée « pyroptose » (Piccini et al. 2008) (Figure 7). Ce mécanisme 

sera détaillé dans la suite de ce manuscrit.  

2.2. Libération d’espèces réactives de l’oxygène et activation de la voie NF-κB 

L’influx de Ca2+ à la suite de l’activation de P2X7 active des kinases permettant alors la 

phosphorylation de différentes protéines, notamment de NADPH oxydase (NOX) ce qui conduit ensuite 

à la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La phosphorylation de la sous-unité NOX et la 

production de ROS ont été démontrées dans différents types cellulaires, notamment dans la microglie 

et les macrophages (Moore and MacKenzie 2009; Wang and Sluyter 2013). Ce mécanisme semble 

impliqué dans l’activation de kinases via un influx de Ca2+ (Martel-Gallegos et al. 2013). Après activation 

du récepteur P2X7, la production de ROS est augmentée. A leur tour, les ROS amplifient la signalisation 

dans le cytosol et dans le noyau. Dans le cytosol, les ROS activent de multiples kinases, notamment des 
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membres de la famille des MAPK comme JNK, p38 et ERK1/2 (Pfeiffer et al. 2007). Les ROS peuvent 

également activer la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) (Cruz et al. 2007). Les évènements nucléaires 

déclenchés par les ROS comprennent la translocation du facteur de transcription NF-κB (Ferrari et al. 

1997) et la régulation de l’expression de gènes tel que le glutathion nécessaire pendant une réponse 

oxydative. Il est important de noter, que ces évènements sont atténués en présence d’antioxydants 

(N-acétylcystéine ou ascorbate), ce qui suggère que la signalisation des ROS induite par l’activation du 

récepteur P2X7 est physiologiquement importante. Dans les cellules immunitaires telles que les 

macrophages (Lenertz et al. 2009; Pfeiffer et al. 2007; Noguchi et al. 2008; Da Cruz et al. 2006), les 

monocytes humains primaires (Lenertz et al. 2009) et les éosinophiles (Davide Ferrari, Idzko, et al. 

2000), l’activation de P2X7 induit la production de ROS principalement en favorisant l’assemblage du 

complexe 2 de la NADPH oxydase (NOX2).  

NF-κB est un facteur de transcription exprimé dans presque tous les types cellulaires et joue 

un rôle important dans la régulation des réponses immunitaires contre les infections. L’activation du 

récepteur P2X7 conduit à l’activation de NF-κB qui contrôle l’expression de cytokines et l’apoptose. 

Cette activation dépendante de P2X7 semble nécessaire à la production de ROS. En effet, l’utilisation 

d’un antioxydant, la pyrrolidine dithiocarbonate (PDTC) inhibe cette voie. De même, l’utilisation d’un 

inhibiteur de la caspase-1, YVAD, a permis de suggérer l’implication de cette protéase dans ce 

processus. De manière intéressante, l’activation de NF-κB par la voie passant par P2X7 semble aboutir 

à la formation uniquement de l’homodimère p65 et non à la formation des homodimères p50 et des 

hétérodimères p50/p65 qui caractérisent classiquement la voie NF-κB. Ceci suggère que les gènes 

cibles contrôlés par la voie P2X7 dépendante puissent ne représenter qu’une fraction des gènes 

dépendant de ce facteur de transcription. Ces données ouvraient ainsi la voie à un lien mécanistique 

entre P2X7 et la transcription de gènes dépendant de NF-κB, au moins dans les cellules de la microglie 

utilisées comme modèle dans cette étude. D’autres études ultérieures ont ensuite montré que P2X7 

pouvait amplifier l’activation de NF-κB dans la lignée macrophagique RAW264 par un mécanisme 

impliquant la queue C-terminale de P2X7 et MyD88 (Liu, Xiao, and Li 2011). Enfin une étude portant 

sur l’évaluation d’un inhibiteur de P2X7 (AZD9056) utilisé dans un modèle d’osteo-arthrite chez le rat, 

a permis d’établir à nouveau un lien entre P2X7 et la voie NF-κB (Hu et al. 2016) (Ferrari et al. 1997). 

2.3. Organisation et perméabilité membranaire 

Le récepteur P2X7 a également des effets sur l’organisation et la perméabilisation 

membranaire. Il joue notamment un rôle dans l’exposition des phosphatidylsérines à la surface des 

cellules. Dans les tissus sains, ces phosphatidylsérines sont situées dans le feuillet interne de la 

membrane plasmique. A l’inverse, dans certaines conditions pathophysiologiques, telle que 

l’apoptose, des flippases sont activées et vont permettre la translocation des phosphatidylsérines à la 
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surface des cellules. Une activation brève de P2X7 va permettre une translocation réversible des 

phosphatidylsérines tandis qu’une activation prolongée du récepteur va entrainer une translocation 

irréversible et conduire à la mort cellulaire (Mackenzie et al. 2005). L’activation de P2X7 sur les LT 

provoque des modifications de volume cellulaire et de composition de la membrane plasmique, 

associé notamment à l’exposition précoce des phosphatidylsérines sur le feuillet externe de la 

membrane plasmique (Taylor et al. 2008; Adriouch et al. 2001). Cette externalisation des 

phosphatidylsérines est liée à l’influx d’ions Ca2+ et Na+ qui inhibe les aminophospholipides 

translocases responsables du maintien de la phosphatidylsérine au niveau du feuillet interne de la 

membrane plasmique. De plus, il active simultanément les scramblases qui catalysent le mouvement 

bidirectionnel de la phosphatidylsérine dans la couche intermédiaire (Courageot et al. 2004; Bratton 

et al. 1997). L’activation prolongée de P2X7 conduit ensuite à la mort des LT, l’entrée de molécules 

liant l’ADN telle que l’iodure de propidium, peut être visualisée, associée à la perte de l’intégrité de la 

membrane. L’exposition des phosphatidylsérines après stimulation par l’ATP est réversible si l’ATP est 

éliminée durant les trente premières minutes de l’exposition (Mackenzie et al. 2005). Inversement, 

l’exposition des phosphatidylsérines par l’ADP-ribosylation de P2X7 est irréversible même après 

l’élimination du NAD+ (Scheuplein et al. 2009). 

2.4. Stimulation des métalloprotéases  

L’activation de P2X7 peut conduire à la perte de la L-selectine (CD62L), une molécule 

d’adhésion qui initie la fixation des leucocytes et donc une première étape dans la cascade d’adhésion 

et de migration des leucocytes (Elliott et al. 2005) (Figure 8). En plus de la perte de CD62L, l’activation 

de P2X7 entraine la perte du récepteur de faible affinité au fragment Fc de l’immunoglobuline epsilon 

(CD23) (Pupovac et al. 2015), le récepteur du complément de type 2 (CD21) (Sengstake, Boneberg, and 

Illges 2006), le membre sept de la superfamille des récepteurs au TNF (CD27) (Moon et al. 2006), le 

récepteur à l’IL-6 (Garbers et al. 2011), CXCL16 (Pupovac, Foster, and Sluyter 2013) ainsi que la 

molécule d’adhésion des cellules vasculaires 1 (VCAM1) (Mishra et al. 2016). Ces pertes sont 

principalement liées à l’activation de métalloprotéases associées à la membrane, en particulier les 

protéines ADAM (a distintegrin and metalloprotease domain-containg proteins) 10 et ADAM 17. Ces 

deux protéines sont largement exprimées par les cellules immunitaires et leur activité est contrôlée 

par de nombreux mécanismes (Grötzinger, Lorenzen, and Düsterhöft 2017; Lambrecht, Vanderkerken, 

and Hammad 2018). De façon intéressante, il a été montré que l’exposition des phosphatidylsérines à 

la surface des cellules est requise pour l’activité des protéines ADAM17 (Sommer et al. 2016), que 

l’anoctamine-6 (ANO6) régule cette activité, (Veit et al. 2018) que la phosphorylation par ERK et p38 

est importante pour son activation (Díaz-Rodríguez et al. 2002) et son trafic membranaire (Soond et 

al. 2005). Ainsi, il existe un lien direct entre l’activité des métalloprotéases et ces voies de signalisation 
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médiées par P2X7. Le récepteur P2X7 est également associé au bourgeonnement (« cell blebbing ») de 

la membrane plasmique. Ce bourgeonnement est issu de la formation de protrusions sphériques de la 

membrane plasmique, nécessitant le détachement et/ou la rupture locale du cortex d’actomyosine de 

la membrane (initiation du bourgeonnement) ainsi qu’une augmentation de l’activité de la myosine et 

de la pression intracellulaire (expansion du bourgeonnement). Bien que ce bourgeonnement soit 

généralement considéré comme une caractéristique de l’apoptose, il est aussi impliqué dans la 

migration cellulaire et la genèse des cytokines (Charras 2008; Paluch and Raz 2013). L’activation du 

récepteur P2X7 cause un bourgeonnement réversible dépendant de la queue C-terminale de P2X7 

(Wilson et al. 2002) dans des systèmes natifs et recombinants (Mackenzie et al. 2005). P2X7 a 

également des effets sur le trafic et l’organisation de la membrane cellulaire. Cela inclus les 

phénomènes de microvésiculation (Mackenzie et al. 2001; Pizzirani et al. 2007), la libération 

d’exosomes (Qu and Dubyak 2009), la maturation de phagosome (Fairbairn et al. 2001) et la formation 

de cellules géantes multinucléées (Lemaire et al. 2006).  

2.5. Stimulation de la phospholipase D et A2 

La phospholipase D est localisée dans la membrane plasmique et catalyse l’hydrolyse de la 

phosphatidylcholine pour former l’acide phosphatidique, libérant ainsi la choline soluble dans le 

cytosol. La phospholipase A2, quant à elle, hydrolyse des phospholipides, libérant des 

lysophospholipides et de l’acide arachidonique qui est modifié en médiateurs inflammatoires, les 

eicosanoïdes. L’ATP stimule l’activité de la phospholipase D dépendante et indépendante du Ca2+ (El-

Moatassim and Dubyak 1992; Gargett, Cornish, and Wiley 1996) et l’activité de la phospholipase A2 

(Alzola et al. 1998) qui se produit dans les minutes après l’exposition des macrophages, des 

lymphocytes B ou des cellules du canal exocrine à l’ATP. L’activation de la phospholipase D médiée par 

P2X7 a été liée à d’autres effets en aval de P2X7, notamment dans les réponses antibactérienne suite 

aux infections par Mycobacterium tuberculosis (Kusner and Barton 2001) et par chlamydia (Coutinho-

Silva et al. 2003). Elles impliquent toutes deux la fusion phagosome-lysosome (Kusner and Barton 

2001), ainsi que le bourgeonnement membranaire et la libération de microvésicules (Thomas and 

Salter 2010).  

2.6. Activation et Prolifération 

P2X7 joue également un rôle dans l’activation et la prolifération cellulaire. Il est 

communément admis que l’activation du récepteur P2X7 se produit principalement dans des 

conditions physiopathologiques du fait de la nécessité de fortes concentrations d’ATP. Ce récepteur 

devrait donc théoriquement être principalement inactif dans les tissus sains. Cependant certaines 

données suggèrent que P2X7 est également impliqué dans la génération d’un niveau basal d’activation 
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dans les cellules en conditions physiologiques. Cette activité basale, stimulation tonique, établit 

l’équilibre ionique intracellulaire, soutient le métabolisme mitochondrial basal et donc la synthèse 

d’ATP, favorise la motilité et soutient la prolifération ou la différentiation cellulaire (Adinolfi et al. 2005; 

Borges da Silva et al. 2018). La stimulation tonique par de faibles niveaux d’ATP a permis 

d’hyperpolariser le potentiel mitochondrial, d’augmenter le contenu mitochondrial en Ca2+ et 

d’augmenter le contenu en ATP des cellules transfectées. Cet effet dépendait de l’extrémité C-

terminale de P2X7 et il a été proposé qu’il soit dû à un transfert constant mais faible de Ca2+ dans les 

mitochondries, médié par P2X7 qui stimule alors les effets trophiques. A l’inverse, une forte 

stimulation de P2X7 provoque une surcharge et un effondrement du Ca2+ mitochondrial et entraine 

alors la mort cellulaire (Adinolfi et al. 2005). Dans la microglie, la surexpression du récepteur P2X7 

recombinant peut augmenter l’activation et la prolifération cellulaire (Monif et al. 2009). Dans les LT, 

la libération de l’ATP autocrine et la stimulation tonique de P2X7 contribuent également à l’activation 

des LT et à la synthèse d’IL-2 (Yip et al. 2009a).  

Le rôle joué par le récepteur P2X7 dans la croissance tumorale n’est pas facile à rationaliser 

puisque ce récepteur est censé rendre les cellules tumorales susceptibles d’être éliminées par les 

concentrations élevées d’ATPe que l’on trouve habituellement dans le microenvironnement tumoral. 

Cependant les cellules tumorales pourraient avoir contourner ce danger en mettant en œuvre de 

multiples stratégies, telles que l’augmentation des ecto-nucléotidases à la surface membranaire, 

l’augmentation du seuil d’ouverture du macropore de P2X7, le découplage de l’activation du récepteur 

P2X7 de la voie de mort intracellulaire, la synthèse d’isoformes de P2X7 dépourvues de la capacité de 

former le macropore ou une combinaison différente de ces mécanismes. Un des variants d’épissage 

de P2X7 dépourvu de l’extrémité C-terminale, P2X7B, est proposé comme médiateur des effets 

trophiques de P2X7 par l’activation du facteur de transcription NFATc1 (Adinolfi et al. 2010). Ce variant 

d’épissage est associé à l’expression d’un récepteur P2X7 incapable de former un macropore, mais qui 

reste capable de former un canal cationique et de permettre un influx calcique. Cependant, il peut 

potentialiser la fonction du variant P2X7A complet coexprimé, y compris la fonction du macropore 

(Adinolfi et al. 2010). Un grand nombre de preuves in vitro et in vivo indiquent que le récepteur P2X7 

est le médiateur d’effets trophiques et de stimulation de la croissance. Les expériences précliniques 

montrent que la croissance tumorale et, dans certains cas, la formation de métastases peuvent être 

inhibées par l’administration de molécules antagonistes de P2X7 (Lara et al. 2020; Adinolfi et al. 2009; 

2015; Amoroso et al. 2012; Ziberi et al. 2019; Brisson et al. 2020). Biochimiquement, l’effet trophique 

de P2X7 n’est pas clair, bien que plusieurs voies favorisant la croissance aient été associées à 

l’expression ou à l’activation de P2X7. La transfection de ce récepteur augmente l’activité de NFAT et 

NF-κB, les niveaux de Ca2+ de la matrice mitochondriale et la production d’ATP et active l’oncogène c-
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myc (Adinolfi et al. 2005; 2009). Dans les cellules de neuroblastome, la stimulation du récepteur P2X7 

renforce la voie PI3K/Akt et réduit l'activité de GSK3β (Amoroso et al. 2015). Ces effets sont inversés 

par l’inhibition du récepteur P2X7 ou par des antagonistes de ce récepteur.  

2.7. Mort cellulaire 

Le récepteur P2X7 est impliqué dans l’induction de la mort cellulaire ce qui a valu à ce 

récepteur d’être qualifié de « récepteur cytolitique » (Surprenant et al. 1996). La stimulation prolongée 

de P2X7 induit une mort cellulaire d’abord qualifiée d’apoptose ou aponécrose (Figure 8). Cependant 

plusieurs autres formes de morts cellulaires alternatives ont été récemment décrites telles que la 

pyroptose, la nécroptose ou la mort cellulaire autophagique (Yang et al. 2015; Young et al. 2015). 

Tandis que le gonflement cellulaire et la formation du macropore peuvent expliquer les propriétés du 

récepteur P2X7 à perméabiliser la membrane plasmique, les mécanismes exactes des formes de morts 

cellulaires ne sont pas connus en détail. Néanmoins, des marqueurs typiques de l’apoptose tels que la 

libération de cytochrome C, la délocalisation des phosphatidylsérines, le bourgeonnement 

membranaire et le clivage des caspases 3, 8 et 9 ont été décrits dans de nombreux systèmes (Ferrari, 

Chiozzi, et al. 1997; Humphreys et al. 2000; Mackenzie et al. 2005). De plus comme décrit 

précédemment on connait maintenant le lien clair entre l’activation de P2X7 et la pyroptose dans les 

cellules myéloïdes qui expriment NLRP3 et P2X7, conduisant au travers de la caspase-1 à induire une 

pyroptose GSDMD dépendante. 
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Figure 8 : Principales fonctions de P2X7 dans les LT : Modulation du phénotype des LT, de la réponse 
à la stimulation mitogénique et régulation de la survie 
La stimulation de P2X7 peut entraîner différentes conséquences qui dépendent de la concentration 
extracellulaire d’ATP, de la densité du récepteur P2X7, de l’expression d’ATPases notamment CD39, de 
la nature du sous-groupe de LT et de leur état d’activation. (A) De fortes concentrations extracellulaires 
d’ATP conduisent à l’induction de la mort cellulaire, probablement par dépolarisation et 
perméabilisation massive de la membrane. (B) Dans le cas de plus faibles concentrations d’ATP et/ou 
une plus faible expression de surface de P2X7 et/ou une forte concentration d’enzymes catabolisant 
l’ATP, l’activation de P2X7 pourrait participer à la costimulation des LT en augmentant le niveau 
intracellulaire du second messager, le Ca2+. Cela peut entrainer la stimulation de NFAT, MAPK et la 
sécrétion d’IL-2, ainsi que l’activation de métalloprotéases qui catalysent le relargage de CD62L et 
d’autres protéines de surface cellulaire. (C) Dans certaines études, il a été démontré que la stimulation 
du TCR par des activateurs mitogéniques favorise la libération d'ATP par la pannexine-1, ce qui favorise 
la costimulation autocrine/paracrine des LT. La stimulation du TCR stimule la translocation de la 
pannexine-1 au niveau de la synapse immunologique. (D) Ce mécanisme peut donc fournir un signal 
tonique de costimulation pendant l’activation physiologique d’un LT en contact avec une cellule 
présentatrice d’antigènes (CPA), en favorisant la libération locale d’ATP dans la synapse 
immunologique et l’activation locale des récepteurs P2X exprimés à la surface des LT et des CPA. 
D’après (Rissiek et al. 2015). 
 
 Par ses rôles dans la libération d’interleukines, la prolifération et la mort cellulaire, le récepteur 

P2X7 semble jouer un rôle important dans les troubles inflammatoires chroniques, dans les 

dysfonctionnements métaboliques tels que le diabète de type 2, dans les maladies neurodégénératives 

et le cancer. Ces aspects seront approfondis dans la suite de ce manuscrit.  

 

3. Sources et devenir des molécules capables d’activer P2X7 

3.1. L’ATP 

L’adénosine-5’-triphosphate (ATP) est le principal ligand naturel du récepteur P2X7 chez 

l’homme et chez la souris. Elle est presque exclusivement présente dans le milieu intracellulaire à de 

fortes concentrations allant de 1 à 10 mM. Dans le milieu extracellulaire, les concentrations d’ATP sont 

significativement plus faibles, de l’ordre du nanomolaire (Trautmann 2009). L’ATP étant la source 

majeure d’énergie de la cellule, et de transfert d’électrons. L’ATP peut être libérée dans 

l’environnement extracellulaire en cas d’apoptose et de nécroptose, de manière passive à travers la 

membrane des cellules mortes. Ce nucléotide peut également être libéré par les cellules vivantes lors 

de dommages ou de stress cellulaires. Cette libération peut se faire en réponses à différents types de 

stress, par des stimulations mécaniques (Homolya, Steinberg, and Boucher 2000), par l’hypoxie ou lors 

d’infection par des organismes pathogènes (McNamara et al. 2001). Celle-ci se produit via plusieurs 

mécanismes spécifiques comprenant l’exocytose de granules de sécrétion, le transport vésiculaire, au 

travers de canaux membranaires tels que les transporteurs ABC (ATP binding cassette), les pannexines 

(Chekeni et al. 2010) et les connexines (Anselimi et al. 2008). L'ATPe et ses dérivés jouent donc un rôle 
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important en tant que molécules de signalisation, participant à des voies autocrines et paracrines. 

Celles-ci régulent le métabolisme cellulaire, la migration, la prolifération et l'apoptose par des voies de 

signalisation déclenchées via les récepteurs P2Y et P2X purinergiques/pyrimidinergiques de type 2. 

(Figure 9) 

3.2. Le NAD+ 

Le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) comme l’ATP est un métabolite intracellulaire 

jouant un rôle central dans le métabolisme. La concentration intracellulaire du NAD+ est autour de 1 

mM tandis que sa concentration plasmatique est de l’ordre de 0,1 µM. Dans des conditions 

physiologiques, le NAD+ est stocké et utilisé dans les mitochondries à des fins métaboliques. Dans le 

cytoplasme et dans le noyau, le NAD+ remplit des fonctions de signalisation cellulaire, en tant que 

précurseur de métabolites mobilisateurs du calcium (comme NAADP) et en tant que substrat pour 

deux familles d’enzymes nucléaires, la poly-ADP-ribosylpolymérases (PARPs) et la famille des sirtuines. 

Cette famille de lysines déacétylases dépendantes du NAD+ joue un rôle important dans la coordination 

de la réparation de l’ADN, la régulation des niveaux de transcription et le contrôle de la progression 

vers l’apoptose (Burnstock and Knight 2004). Dans des conditions physiopathologiques telles que 

l’ischémie, le stress oxydatif ou en réponse à des agents endommageant l’ADN, les cellules libèrent 

leur contenu en NAD+ mitochondrial dans le cytoplasme et le noyau par des mécanismes encore 

inconnus. Le NAD+ semble également être libéré dans l’espace extracellulaire par des processus non 

lytiques dans diverses conditions physiopathologiques telles que l’hypoxie, l’inflammation et 

l’activation mécanique ou chimique (Bruzzone et al. 2001). Les connexines 43 permettent des flux de 

NAD+ à travers des cellules intactes. De plus, de fortes concentrations locales de NAD+ peuvent être 

libérées dans diverses situations physiologiques et physiopathologiques permettant l’ADP-ribosylation 

de protéines membranaires sur les cellules avoisinantes exprimant des enzymes de la classe des ADP-

Ribosyl transferase (ART). Certaines formes d’ART telle que ARTC2.2 est impliquée dans la régulation 

immunitaire (Adriouch et al. 2008; Haag et al. 2007). Il n’est donc pas surprenant que le NAD+ joue un 

rôle essentiel dans la réponse cellulaire au stress. Le devenir des concentrations de NAD+ générées 

dans ces conditions est contrôlé par des ecto-NADases incluant CD38 et CD157.  

P2X7 peut être activé par une voie indépendante à l’ATP qui a été découverte et caractérisée 

dans les LT murins. Ce mécanisme implique l’ecto-ADP-ribosyltransferase ARTC2.2 qui, en présence de 

son substrat le NAD+, catalyse l’ADP-ribosylation d’un résidu arginine en position 125 dans le domaine 

extracellulaire du récepteur P2X7 proche de la poche de liaison à l’ATP. Les ADP-ribosylations sont des 

modifications post-traductionnelles covalentes et peuvent activer continuellement P2X7. Cependant 

ce mode d’activation de P2X7 est spécifique d’une espèce, il agit sur les variants du récepteur P2X7 

murin mais pas sur le récepteur humain. En effet, le gène Art2b codant l’ADP-ribosyl transferase 
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ARTC2.2 est exprimé différemment entre l’homme et la souris. Les souris ont hérité de deux copies 

actives de ce gène tandis que chez l’homme, la transcription du seul gène orthologue est silencieuse 

due à la présence de trois codons stops qui sont apparus chez les primates. De plus, ce mécanisme 

d’activation est connu pour fonctionner dans les LT murins mais pas dans les macrophages. Par 

conséquent, cet effet peut également être spécifique à un type cellulaire ou à une isoforme. La souris, 

contrairement à l’homme, possède deux isoformes N-terminaux du récepteur P2X7 codés par les 

P2X7a et P2X7k. Le récepteur codé par le variant P2X7k prédomine dans les LT et est particulièrement 

sensible à l’ADP-ribosylation. De ce fait, seule cette isoforme P2X7k spécifique à la souris est capable 

d’être stimulée par le NAD+. Les enzymes ADP-ribosyltransférases présentent également des profils 

d’expression spécifiques de tissus, ce qui contribuerait à la régulation de la signalisation de P2X7 

passant par le NAD+. (Figure 9) 

 

Figure 9 : Structure et site de catalyse des enzymes de l’ATP et du NAD+ 

Structure biochimique de l’ATP et du NAD+ ainsi que les sites catalytiques des principales enzymes les 
clivant. (Haag et al. 2007b) 

3.3. Régulation de la concentration d’ATP extracellulaire : les 

ectonucléosidases  

La demi-vie de l’ATPe est relativement faible du fait de son hydrolyse rapide en AMP et 

adénosine à la suite de l’activité combinée d’ectonucléotidases. Les ectonucléotidases sont des 

enzymes capables d’hydrolyser les nucléotides extracellulaires, principalement l‘ATP, l’UTP et le NAD+, 

en générant des métabolites capables à leur tour de réguler les réponses physiologiques ainsi que les 

réponses immunitaires et inflammatoires. Elles sont exprimées à un niveau élevé par les cellules du 

système immunitaire, principalement à la surface des cellules et classées en quatre grandes familles : 
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les ectonucléosides triphosphate diphosphydrolases (NTPDases), les nicotinamides adénine 

dinucléotide glycohydrolase (NAD glycohydrolase), l’ADP-rybosile cyclase/cyclique ADP-ribose 

hydrolase 1’‐ ecto-5′-nucléotidase (NT5E/CD73) et les ecto-nucléotides 

pyrophosphatase/phosphodiestérases (NPPs). Les NTPDases sont exprimées dans tous les tissus et 

hydrolysent des nucléosides triphosphates et diphosphates produisant des nucléosides 

monophosphates. Parmi celles-ci, la NTPDase1/CD39, la NTPDase2/CD39L1, la NTPDase3/CD39L3 et la 

NTPDase8/hATPDase sont exprimées à la surface des cellules, les NTPDases 4-7 sont présentes dans 

les organelles intracellulaires, tandis que les NTPDases 5 et 6 sont également présentes sous forme 

sécrétée. Les NTPDases sont très probablement les plus importantes enzymes extracellulaires 

hydrolysant les nucléotides. Les NTPDases exprimées sur la membrane plasmique, c'est-à-dire les 

NTPDases 1, 2, 3 et 8, hydrolysent à la fois les nucléosides triphosphates et diphosphates, tandis que 

les autres membres de la famille présentent une sélectivité de substrat plus restreinte. Ainsi l’ATP, 

l’UTP, l’ADP et l’UDP extracellulaires sont hydrolysés en AMP et UMP. La NTPDase1/CD39 est 

l’ectonucléotidase la mieux caractérisée. Elle est largement exprimée sur différents types de cellules 

immunitaires, tels que les monocytes, les cellules dendritiques (DC), les lymphocytes T régulateurs 

(Tregs) et les NK, ainsi que les cellules endothéliales vasculaires (Deaglio et al. 2007; Deaglio and 

Robson 2011). CD39 possède cinq domaines très fortement conservés dit « régions apyrases 

conservées » qui participent à la formation du site actif et à la catalyse des nucléotides extracellulaires. 

CD39 partage également des motifs de séquence communs ainsi que des similarités de structure 

secondaire et tertiaire avec les membres de la superfamille ASKHA (« acetate and sugar 

Kinases/HSP70/Actin »). CD39 est ancrée à la membrane cellulaire par deux domaines 

transmembranaires qui sont essentiels au maintien de l’activité catalytique et à la spécificité pour le 

substrat. CD39 subit des modifications post-traductionnelles, notamment une protéolyse et une 

glycosylation, cette dernière étant déterminante pour lui conférer une activité catalytique. Le domaine 

N-terminal intracytoplasmique subit une palmitoylation pour permettre l’association de l’enzyme avec 

les radeaux lipidiques. Les expériences menées pour interférer avec les niveaux de cholestérol par le 

biais de molécules chimiques, qui appauvrissent ou séquestrent le cholestérol membranaire, ont 

montré une forte inhibition de l’activité enzymatique de CD39 (Allard et al. 2017). Une activité 

NTPDase a été trouvé dans des microvésicules circulant dans le sang (Jiang et al. 2014). Ces 

microvésicules, produites et libérées par différents types cellulaires, agissent au niveau intercellulaire 

et permettent le transport d’enzymes, de récepteurs et de microARN de cellule à cellule. Une étude a 

démontré que l’activité NTPDase associée aux microvésicules atténue l’activation des cellules 

endothéliales en modulant l’échange de signaux régulateurs entre les leucocytes et les cellules 

vasculaires (Banz et al. 2008). 
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Un rôle clé de la signalisation purinergique est joué par CD73, l’enzyme principale produisant 

l’adénosine extracellulaire à partir de l’AMP. Bien que dans plusieurs tissus les phosphatases telles que 

les NTPDases contribuent à la conversion de l’AMP en adénosine, CD73 est l’enzyme dominante 

générant l’adénosine (Figure 10). CD73 est principalement une protéine membranaire homodimérique 

à ancrage glycosylphosphatidylinositol (GPI) se liant au Zn2+ orientée vers le compartiment 

extracellulaire. Cependant une forme soluble a également été décrite (Airas et al. 1997; Yegutkin, 

Samburski, and Jalkanen 2003). Les deux sous-unités de 70 kDa sont complexés avec les ions 

catalytiques dans le domaine N-terminal, héberge un site de liaison à l’AMP dans le domaine C-

terminal, et présente une courte hélice alpha entre les domaines N et C terminaux. CD73 est exprimée 

par les cellules stromales, les DC folliculaires, les cellules endothéliales, les neutrophiles, les 

macrophages et par des sous-populations de LT humains (Bono et al. 2015). La forme soluble de CD73 

est principalement excrétée par les cellules endothéliales et les lymphocytes. Elle est présente à la fois 

dans le sérum et la lymphe dans les conditions physiologiques (Yegutkin et al. 2015). Sa concentration 

augmente cependant dans les conditions inflammatoires (Schneider et al. 2019). CD73 hydrolyse les 

ribo- et les déoxyribo-nucléoside 5’-monophosphates parmi lesquels l’AMP avec une forte efficacité, 

et le CMP, l’UMP, l’IMP et le GMP avec une plus faible efficacité. L’ADP se lie au site catalytique de 

CD73 mais n’est pas hydrolysé, agissant ainsi comme un inhibiteur compétitif (Naito and Lowenstein 

2002). L’ADP généré à partir de l’ATP, par les NTPDases principalement, inhibe CD73 et retarde la 

formation d’adénosine, favorisant ainsi l’inflammation (Vieira et al. 2014). L’hydrolyse de l’ADP 

extracellulaire par les ectonucléotidases est donc nécessaire pour empêcher l’inhibition de CD73. 

L’ATPe est ainsi séquentiellement hydrolysée en ADP et AMP par les NTPDases (principalement 

CD39) ou peut être directement hydrolysée en AMP par les NPPs. L’AMP peut également être générée 

à partir du NAD+ par l’activité séquentielle de CD38 et NPP1 pour être ensuite catabolisée en adénosine 

par CD73. En conclusion, les ectonucléotidases régulent la concentration extracellulaire d’ATP, de 

NAD+ ainsi que d’autres nucléotides extracellulaire, et catabolise leur conversion en plusieurs 

métabolites bioactifs (Giuliani, Sarti, and Di Virgilio 2019; Boison and Yegutkin 2019). (Figure 10) 

 

3.4. Dégradation du NAD+ extracellulaire  
Les enzymes qui peuvent hydrolyser le NAD+ impliquent trois familles d’ecto-enzymes 

connues : i) les NAD+-glycohydrolases/ADP-ribose cyclases (CD38 et CD157), ii) les ecto-nucléotides 

pyrophosphatases / phosphodiestérases (NPPs) telles que CD203 et iii) la 5’-ecto-nucleotidase, CD73, 

qui pourrait dégrader directement le NAD+ mais avec une efficacité environ vingt fois inférieure à son 

substrat naturel l’AMP (Garavaglia et al. 2012)(Figure 10). En dégradant le NAD+ extracellulaire, ces 

enzymes entrent directement en compétition avec l’ADP-ribosylation catalysé par les ecto-ARTs.  
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CD38 est une glycoprotéine de surface exprimée par les thymocytes, les LT et les lymphocytes 

B activés, les plasmocytes et les DC. Son activité NAD-glycohydrolyse permet hydrolyse du NAD+ en 

ADP ribose (ADPR). Cependant CD38 possède également une activité ADP-ribose cyclase qui permet 

de générer de l’ADP-ribose cyclique (ADPRc). Comme elle peut être libérée sous forme soluble ou être 

internalisée, CD38 a probablement à la fois une fonction extracellulaire et intracellulaire. Dans l’espace 

intracellulaire, l’ADPRc est un messager qui déclenche la libération de Ca2+ à partir des réserves 

intracellulaires. L’ADPR extracellulaire est au contraire convertie en adénosine par l’action combinée 

des NPP et de CD73. Chez la souris, CD38 est nécessaire à la migration des DC matures vers les tissus 

lymphoïdes secondaires et par conséquent la déficience en CD38 entraine une altération de l’immunité 

contre les antigènes dépendant des LT (Wykes et al. 2004). L’activité combinée de CD38, des NPP, et 

CD73 semble importante pour la génération d’adénosine immunosuppressive dans les sites 

inflammatoires et dans l’environnement tumoral. L’hydrolyse du NAD+ extracellulaire affecte la 

réponse immunitaire de multiples façons, notamment en exerçant une activité protectrice sur les Tregs 

et les NK (Linden, Koch-Nolte, and Dahl 2019). En effet, en éliminant le NAD+ extracellulaire, CD38 

inhibe l’activité de l’ARTC2.2, qui catalyse l’ADP-ribosylation du récepteur P2X7, une voie parallèle 

d’activation irréversible de ce récepteur conduisant à la mort cellulaire (Adriouch et al. 2007; 

Scheuplein et al. 2009; Schwarz et al. 2009). Les lymphocytes B qui expriment de fort niveau de CD38 

rentrent alors en compétition avec l’activité de l’ARTC2.2 exprimée par les LT et limitent 

significativement l’ADP-ribosylation à la surface des LT dans des conditions normales (Krebs et al. 

2005). Par conséquent, lorsqu’il est libéré dans l’espace extracellulaire à la suite d’un stress cellulaire, 

le NAD+ peut être utilisé par les ecto-ART pour modifier les protéines cibles de manière covalente par 

ADP-ribosylation ou pour être dégradé en métabolites telle que l’adénosine. L’adénosine peut ensuite 

stimuler les récepteurs P1 ou être convertie en inosine par l’adénosine deaminase (ADA) avant d’être 

internalisée dans les cellules par des transporteurs de nucléosides et finalement être recyclée par la 

voie de récupération des nucléotides (nucleotide salvage pathway) (Seman et al. 2004; Deterre et al. 

1996). Par conséquent, l’effet biologique net du NAD+ extracellulaire dépend de la quantité de NAD+ 

libérée dans l’espace extracellulaire, de la qualité et de la quantité de récepteurs/enzymes spécifiques 

exprimés par les cellules environnantes et de l’activité des enzymes cataboliques (Haag et al. 2007a; 

Koch-Nolte and Ziegler 2013). Un tel équilibre entre la production locale d’une molécule de 

signalisation qui est normalement absente de l’espace extracellulaire et sa 

dégradation/consommation rapide est caractéristique des signaux de danger qui peuvent alerter les 

cellules immunitaires (Figure 10).  
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Figure 10 : Devenir de l’ATP et du NAD extracellulaire et signalisation purinergique induite par ces 
molécules et leurs catabolites.  
Activité des ectonucléosidases présentes dans l’espace extracellulaire et dégradation de l’ATP et le 
NAD+ que la signalisation purinergiques induite par ces molécules et leurs métabolites. ADO, 
adénosine. D’après (Giuliani, Sarti, and Di Virgilio 2021). 
 

4. Le récepteur P2X7, la signalisation purinergique et le système 

immunitaire  

Au sein des récepteurs purinergiques, P2X7 semble jouer un rôle privilégié dans la régulation des 

réponses immunitaires. Il est en effet largement exprimé par les cellules immunitaires innées et 

adaptatives.  

4.1. P2X7 et système immunitaire innée 

Dans le contexte du système immunitaire, P2X7 est surtout connu pour son rôle dans la 

promotion de la formation de l’inflammasome et la libération de cytokines pro-inflammatoires, telles 

que l’IL-1β, par les cellules de l’immunité innée, telles que les macrophages, les monocytes et les DC 

après exposition à l’ATP et aux LPS.  

4.1.1. L’inflammasome NLRP3 

Les pattern recognition receptor (PRRs) reconnaissent la présence de composants microbiens 

uniques appelés les pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) ou damage-associated 

molecular patterns (DAMPs) qui sont générés par un stress endogène et déclenchent des voies 

inflammatoires afin d’éliminer l’infection et permettre la réparation tissulaire. L’activation des 

inflammasomes, des complexes protéiques multimériques intracellulaires activant la caspase-1, est 
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une voie majeure de l’inflammation. Un inflammasome est définie par une protéine de détection 

(appartenant à la classe des PRR), qui s’oligomérise pour former un complexe d’activation de la 

procaspase 1 en réponse à des DAMPS ou des PAMPs.  

Des membres des PRRs ont été démontrés comme pouvant constituer des inflammasomes : le 

domaine d’oligomérisation se liant aux nucléotides (nucleotide-binding oligomerization domain NOD), 

les membres de la famille des protéines contenant des répétitions riches en leucine (leucine-rich repeat 

(LRR)-containing proteins NLR) NLRP1, NLRP3 et NLRC4, ainsi que l’AIM2 (absent in melanoma) et la 

pyrine. En plus de ces membres, d’autres PRRs tels que NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP12 et IFI16 ont été 

rapportés comme pouvant former des inflammasomes. Dans le cas de certains de ces PRRs tels que 

NLRP1, NLRP3, AIM2 et la pyrine, une protéine adaptatrice connue sous le nom de protéine ASC 

(Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD, speck-like contenant un domaine de 

recrutement de la caspase) facilite le recrutement de la pro-caspase 1 dans le complexe. 

 La caspase 1 est activée par un clivage autocatalytique à la suite de son recrutement dans le 

complexe que forme l’inflammasome. La caspase 1 activée clive ensuite les cytokines pro-IL-1β et pro-

IL-18 sous leurs formes matures et biologiquement actives qui s’accumulent ainsi dans le cytoplasme 

et qui sont dépourvues de séquences signales permettant leur sécrétion vers l’espace extracellulaire. 

La caspase-1 va également cliver la GSDMD, libérant son extrémité N-terminale capable de 

s’oligomériser et de former des pores dans la membrane plasmique, déclenchant ainsi une forme 

lytique et pro-inflammatoire de mort cellulaire appelée pyroptose (Shi et al. 2015; He et al. 2015). Les 

pores membranaires formés par l’oligomérisation des régions N-terminales de la GSDMD ; permettent 

parallèlement à la mort cellulaire, la libération des formes matures d’IL-1β et IL-18 vers le 

compartiment extracellulaire. La pyroptose force les pathogènes intracellulaires à sortir de leur niche 

de réplication, les exposant à d’autres facteurs immunitaires et déclenchant également la libération 

de cytokines et la génération de DAMPs afin de renforcer le système immunitaire à répondre à 

l’infection. L’IL-1β induit l’expression de gènes contrôlant la fièvre, le seuil de douleur, la 

vasodilatation, l’hypotension. Son activation entraine une réponse des cellules endothéliales qui 

facilite l’infiltration des cellules immunitaires dans les tissus infectés ou endommagés. Tandis que l’IL-

18 est une cytokine co-stimulatrice intervenant dans l’immunité adaptative et est nécessaire pour la 

production d’IFN-γ (Dinarello 2009). 

L’inflammasome NLRP3 est essentiel à la réponse immunitaire contre les bactéries, les 

champignons et les infections virales (Allen et al. 2009; Gross et al. 2009). NLRP3 est une protéine 

tripartite constituée d’un domaine pyrine amino-terminal (PYD), un domaine central de liaison aux 

nucléotides et d’oligomérisation (NOD, ou domaine NACHT) et d’un domaine C-terminal répété riche 

en leucine (LRR) C-terminal (Franchi et al. 2009). Le domaine pyrine de la protéine NLRP3 interagit avec 

le domaine pyrine de la protéine ASC afin d’initier l’assemblage de l’inflammasome (Vajjhala, Mirams, 
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and Hill 2012). Le domaine NOD possède une activité ATPase qui est nécessaire à l’oligomérisation de 

NLRP3 suivant son activation (Duncan et al. 2007). De plus, la protéine never-in-mitosis A(NIMA)-

related kinase 7 (NEK7) a récemment été identifiée comme un composant essentiel de l’inflammasome 

NLRP3 (Shi et al. 2016). 

L’ATPe est un puissant activateur de l’inflammasome NLRP3. Il a été démontré que l’efflux de 

K+ constituait l’une des voies permettant d’activer directement l’inflammasome NLRP3 et la production 

d’IL-1β. La génération de la première souris déficiente pour P2X7 a démontré son implication dans la 

production de cytokines proinflammatoires et notamment de l’IL-1β dans un modèle d’arthrite induite 

par le collagène (Solle et al. 2001). Cependant, alors que le récepteur P2X7 était généralement proposé 

comme responsable directement de l’efflux de K+, une étude récente a identifié un autre canal, TWIK2, 

appartenant à la famille des canaux potassiques K2P (two pore domain K+ channel) (Di et al. 2018). 

Selon cette étude, l’influx de cations induit par P2X7 génère la force motrice de l’efflux de K+. Cette 

étude démontre très clairement que l’inhibition de l’inactivation de TWIK2 dans les macrophages 

murins inhibe l’activation de l’inflammasome NLRP3, l’activation de la caspase-1 et la libération d’IL-

1β. Cependant, les mécanismes moléculaires de l’assemblage de l’inflammasome et de l’activation des 

caspases restent peu connus. Sur la base d’études d’immunoprécipitation et de colocalisation dans des 

lignées cellulaires, il a été suggéré que le récepteur P2X7 pourrait également interagir directement 

avec NLRP3 (Franceschini et al. 2015). 

Actuellement, un modèle à deux signaux a été proposé pour l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 (Figure 11). Dans ce modèle, le premier signal fourni par des composants microbiens ou des 

cytokines endogènes amorce (« priming ») l’inflammasome NLRP3. Le second signal provenant de 

l’ATPe, de toxines formant des pores ou d’autres mécanismes, active l’inflammasome NLRP3. NLRP3 

peut être en effet activé par une variété de stimuli, par des infections bactériennes, virales ou 

fongiques ou bien, dans le cas de l’inflammation stérile, par des DAMPs endogènes (ATP, cristaux de 

cholestérol ou d’acide urique) et des irritants environnementaux (amiante, cristaux de silices). Ces 

activateurs provoquent un stress cellulaire qui va être reconnu par NLRP3. L’activation de NLRP3 

comprend de multiples signaux en amont, dont la plupart ne sont pas mutuellement exclusifs, 

notamment l’efflux d’ions K+ ou Cl-, le flux d’ions Ca2+, la perturbation des lysosomes, le 

dysfonctionnement mitochondrial, les changements métaboliques, la production de ROS et le 

désassemblage du trans-Golgi. En plus de la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et IL-18), 

l’activation de l’inflammasome conduit à la pyroptose, qui est une forme rapide et inflammatoire de 

mort cellulaire lytique programmée. Comme décrit précédemment, des études récentes ont identifié 

que la GSDMD est le médiateur de la pyroptose. (Shi et al. 2015; He et al. 2015). Sa partie N-terminale 

se lie aux phosphates des phosphatidylinositols et de la phosphatidylsérine dans le feuillet interne de 

la membrane cellulaire. Elle s’y oligomérise formant un pore de 10 à 14 nm contenant 16 protomères 
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symétriques (Ding et al. 2016), détruisant ainsi les cellules de l’intérieur. De plus, la GSDMDNterm 

démontre une activité bactéricide in vitro en se liant à la cardiolipine présente dans les membranes 

bactériennes externes et internes (Liu et al. 2016). Ensemble, ces résultats révèlent que la GSDMD 

détermine biochimiquement la pyroptose en aval de l'activation de l'inflammasome. 

 

 
Figure 11 : Modèle à deux signaux de l’inflammasome 
Le signal 1 permet l’amorçage ou « priming » de l’inflammasome par un stress cellulaire lié à une 
infection bactérienne, virale ou fongique ou des DAMPs endogènes. Il conduit à la transcription des 
gènes codants pour les formes inactives de l’IL-1β et de l’IL-18 ainsi que les protéines NLRP3 et les 
caspases proinflammatoires. Le signal 2 permet l’activation de l’inflammasome par l’oligomérisation 
de NLRP3 et entraine l’activation de la caspase-1, la libération de cytokines pro-inflammatoires ainsi 
que le clivage de la GSDMD conduisant à la mort cellulaire lytique inflammatoire, la pyroptose. D’après 
(Swanson, Deng, and Ting 2019). 

 

4.1.2. Le récepteur P2X7 sur les cellules dendritiques 

Les DC sont spécialisées dans la présentation d’antigènes qui activent efficacement les LT naïfs. 

Ces cellules expriment le récepteur P2X7 et répondent à l’ATP libérée lors de lésions tissulaires. Le rôle 

le plus connu de l’activation de P2X7 sur les DC est la production d’IL-1β à travers l’assemblage de 

l’inflammasome.  
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Les signaux de danger tels que l’ATP peuvent stimuler la migration des DC dans les ganglions 

drainants, où elles activent les lymphocytes naïfs et promeuvent ainsi la réponse immunitaire 

(Banchereau and Steinman 1998). Il a été suggéré que la signalisation passant par la pannexine-1 et le 

récepteur P2X7 était responsable de la migration rapide et dépendante de l’ATP des DC (Saéz et al. 

2017). La maturation des DC implique l’augmentation de l’expression en surface des molécules de 

costimulation telles que CD80, CD86, CD40 et des molécules de CMH (Mutini et al. 1999; Killeen et al. 

2013). L’ajout exogène d’ATP (10 µM) induit l’expression de CD80 et CD86 dans les DC dérivées de la 

moelle osseuse, ce qui entraine une activation efficace des LT CD4+. De plus, la déplétion in vivo de 

l’ATP activant P2X7 par l’apyrase réduit l’expression de CD80 et CD86 dans les cellules CD11c+ des 

ganglions lymphatiques dans un modèle murin de maladie aiguë du greffon contre l’hôte (Wilhelm et 

al. 2010). 

De plus, P2X7 joue un rôle dans la sécrétion des cytokines par les DC et la polarisation des LT 

helper (Th1 et Th17). Bien qu’il existe des preuves d’un possible rôle de l’ATP sur les DC réduisant les 

réponses Th1 in vitro, il existe peu d’études confirmant les effets spécifiques de P2X7 sur les DC au 

cours de la différenciation des Th1. In vitro, des expériences ont montré que des DC stimulées avec 

des concentrations micromolaires (supérieure à 10 µM) d’ATP non hydrolysable, l’ATPγS, inhibaient la 

production et la sécrétion d’IL-12 et de TNF-α (Sala et al. 2001). Dans le même sens, des DC prétraitées 

à l’ATP altèrent la polarisation Th1 lorsqu’elles ont été mises en coculture avec des LT CD4+ naïfs (Sala 

et al. 2001). Cependant, le rôle de l’inhibition de P2X7 sur la production d’IL-12 par les DC est encore 

débattu, puisque d’autres études ont également indiqué que le récepteur P2Y11 pourrait médier cet 

effet à travers la signalisation passant par l’AMPc (Schnurr et al. 2005; Fran et al. 2002). D’autre part, 

l’ATP peut non seulement réduire la différenciation des lymphocytes Th1 mais aussi diminuer 

l’interaction des DC avec les LT. Le traitement des DC avec des concentrations micromolaires d’ATP 

réduit leur capacité à attirer les LT Th1. Il a été démontré que les surnageants obtenus à partir des DC 

traitées à l’ATP diminuent la capacité migratoire de ces lymphocytes (La Sala et al. 2002).  

L’activation de P2X7 par l’ATP a été décrite comme modulant la polarisation Th17 dans 

différents tissus et modèles (Sharp et al. 2008; Vergani et al. 2013; Vergani et al. 2013; Zhao et al. 

2013). Des études dans des modèles de transplantation cardiaque et d’îlots pancréatiques chez la 

souris montre que l’utilisation d’un antagoniste de P2X7 induit une diminution de la différenciation 

Th17 et ont des effets bénéfiques dans la transplantation (Vergani et al. 2013). L’effet de l’activation 

de P2X7 sur la différenciation des cellules Th17 a également été étudié dans les maladies auto-

immunes. Des études sur des souris lupiques, où P2X7 est surexprimé comparé aux souris témoins, 

montrent une augmentation de l’expression rénale de NLRP3, ASC et de la forme active de la caspase-

1, corrélée avec des taux sériques et rénaux d’IL-1β plus élevés. Dans cette étude, l’inhibition de P2X7 
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par un antagoniste (Brillant Blue G, BBG) ou un ARNsi permettait de diminuer les taux d’IL-1β et la 

fréquence des LT Th17 dans la rate et le sang (Zhao et al. 2013). Une étude de Atarashi et 

collaborateurs a pu mettre en évidence le rôle direct de l’activation de P2X7 sur les DC conduisant à la 

polarisation Th17. En effet, la stimulation avec un analogue de l’ATP, l’ATPγS a permis d’induire 

l’expression d’IL-6 et d’IL-23 dans un sous-groupe de DC de la lamina propria exprimant P2X7, 

permettant alors l’augmentation des réponses Th17 (Atarashi et al. 2008). De plus, il a été décrit que 

la stimulation de P2X7 par l’ATP sur les DC active l’inflammasome et promeut la différenciation des 

cellules Th17 dans un modèle d’asthme murin induit par l’ovalbumine (Li et al. 2018). Le rôle de 

l’inflammasome dans ce contexte a été démontré par l’utilisation d’inhibiteurs de la caspase-1 et de 

NLRP3 dans les DC, les deux inhibant la différenciation des cellules Th17. Ces études suggèrent que 

l’activation de P2X7 dans les DC jouent un rôle dans l’induction des réponses des cellules Th17 en 

générant un microenvironnement cytokinique favorisant leur différenciation.  

4.2. P2X7 et système immunitaire adaptatif  

4.2.1. Rôle de P2X7 dans l’activation des LT 

La signalisation purinergique au niveau de la synase immunitaire joue un rôle essentiel dans 

l’amplification de la signalisation passant par le récepteur des cellules T (TCR). Suite à la reconnaissance 

antigénique, la transduction du signal passant par le TCR et les molécules de costimulation induit la 

libération rapide d’ATP à des concentrations micromolaires par les LT à travers les canaux de la 

pannexine-1 (Junger 2011; Woehrle et al. 2010; Yip et al. 2009b). L’ATP libérée au niveau de la synapse 

immunitaire active de manière autocrine les récepteurs P2X, notamment les récepteurs P2X1, P2X4 et 

P2X7 (Schenk et al. 2008). Cette activation entraine un influx de Ca2+, la production d’IL-2 et la 

prolifération par l’activation du facteur de transcription NFAT ainsi qu’une augmentation de 

l’expression du gène p2rx7 (Yip et al. 2009b). Après activation, les récepteurs P2X1 et P2X4 sont 

rapidement recrutés dans la synapse immunitaire tandis que le récepteur P2X7 est uniformément 

distribué à la surface cellulaire, tourné vers l’ATP environnant. Le rôle de P2X7 dans l’influx de calcium 

et la signalisation en aval nécessaire à l’activation des LT a été reporté sur des LT CD4+ humains dans 

une étude de Junger et collaborateurs. Dans cette étude, les auteurs ont démontré que l’inhibition de 

P2X7 par différentes stratégies entraine un blocage de l’influx calcique et une inhibition de l’activation 

des LT. Cela suggère que la combinaison avec les signaux générés à la synapse immunitaire et 

l’activation de P2X7 par l’ATP est nécessaire pour une activation complète et prolifération des LT (Yip 

et al. 2009b).  



 

48 
 

4.2.2. Sensibilité différentielle des LT à la mort cellulaire induite par l'ATP 

et le NAD+ 

P2X7 a également été identifié comme un important régulateur de la fonction des LT murins. 

L’ATP et le NAD+ intracellulaires sont considérés comme des sources d’énergie essentielles. Cependant, 

pendant les processus inflammatoires et les lésions tissulaires ces deux nucléotides sont relargués dans 

l’espace extracellulaire. Ils peuvent alors activer P2X7 ce qui peut induire leur mort cellulaire selon le 

temps d’incubation, la dose et le type cellulaire. Les récepteurs P2X7 des LT murins peuvent être 

activés d’une part par l’ATP extracellulaire et d’autre part par le NAD+ comme il a été mentionné 

précédemment (Seman et al. 2003; Adriouch et al. 2008). L’activation de P2X7 par son ADP-ribosylation 

fournit un signal d’activation durable, même après une brève exposition à des concentrations 

relativement faibles de NAD+ (c’est-à-dire 1 à 30 µM) (Schwarz et al. 2009). Au contraire, l’activation 

de P2X7 par l’ATP nécessite sa présence continue dans le milieu extracellulaire à des concentrations 

suffisantes (de l’ordre de 100 µM) (Scheuplein et al. 2009). Cette ADP-ribosylation du récepteur P2X7 

entraine ainsi inévitablement un activation chronique conduisant alors à la mort cellulaire (Seman et 

al. 2003). Ce processus est connu comme la mort cellulaire induite par le NAD+ (NICD) et s’effectue par 

deux voies, l’une dépendante de la formation du macropore et la seconde impliquant la 

phosphorylation de ERK1/2 (Tsukimoto et al. 2006). L’activation prolongée de P2X7 permet la 

formation de macropores dont la formation implique la queue C-terminale de P2X7 (Surprenant et al. 

1996; Adinolfi et al. 2010). La formation de ces macropores cause un flux d’ions associé à une 

modification de la taille des cellules et à la translocation des phosphatidylsérines (Taylor et al. 2008; 

Tsukimoto et al. 2005). Une étude menée par Elliot et collaborateurs a constaté que l’activation de 

P2X7 est rapidement suivie d’un gonflement cellulaire des lymphocytes qui se termine finalement par 

une lyse cellulaire. Cette observation suggère que l’activation de P2X7 peut induire une nouvelle voie 

de mort cellulaire qui ne correspond pas à la voie canonique de l’apoptose (Taylor et al. 2008).  

D’autre part, la mort cellulaire induite par P2X7 a été observée indépendamment de la 

formation des pores et de l’influx de calcium. Cette voie alterne nécessite la phosphorylation de la 

protéine kinase ERK1/2 (Tsukimoto et al. 2005; Auger et al. 2005). Bien que dans d’autres types 

cellulaires l’extrémité N-terminale de P2X7 soit importante pour l’activation de ERK1/2 (Amstrup and 

Novak 2003b), les mécanismes d’action de cette voie de signalisation sur les LT n’ont pas encore été 

clarifiés. 

L’expression de P2X7 sur les LT murins dépend du stade de maturation et de différenciation. 

La mort cellulaire peut être induite dans une fraction de thymocytes par l’ATPe, suggérant que 

l’expression du gène P2rx7 est induite dans les LT durant leur différenciation dans le thymus. Il a été 
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suggéré que l’ATP joue un rôle dans la mort des thymocytes par délétion et dans la différenciation 

thymique des LT γδ. Les thymocytes CD4+ et CD8+ simples positifs expriment un plus fort niveau 

d’expression de surface de P2X7 que les thymocytes moins différenciés doubles positifs, suggérant que 

l’expression de P2X7 corrèle avec la maturation des LT. De plus, les LT périphériques sont plus sensibles 

à l’ATPe et au NAD+ que les thymocytes. Sur les LT matures périphériques, les LT CD4+ présentent des 

niveaux de surface de P2X7 légèrement supérieurs à ceux des LT CD8+, ce qui pourrait expliquer en 

partie leur plus grande sensibilité à l’ATPe et au NAD+. L’expression de P2X7 semble également être 

régulée par l’état d’activation des LT. En effet, les LT exprimant des marqueurs d’activation présentent 

des niveaux d’expression moins élevés que les LT naïfs. De même, les LT récemment activés présentent 

un niveau plus faible de l’ARTC2.2, en raison de son élimination de la surface cellulaire par les 

métalloprotéases, conférant ainsi à ces cellules une insensibilité au NAD+.  

4.2.3. Rôle de P2X7 dans la réponse des lymphocytes T naïfs 

Chez les LT, l’augmentation de Ca2+ cytoplasmique après stimulation du TCR par le complexe 

CMH/peptide est accompagnée d’une recapture mitochondriale de Ca2+. Cette recapture stimule la 

synthèse aérobie d’ATP (Hajnóczky et al. 1995; Jouaville et al. 1999). L’activation des LT naïfs entraine 

également la libération d’ATP via les hémi-canaux de la pannexine-1 et la stimulation autocrine des 

récepteurs P2X présents sur la membrane plasmique. Il a été montré que les LT CD4+ murins 

exprimaient les transcrits correspondant à l’expression de P2rx1, P2rx4 et plus fortement de P2rx7. 

L’ATP libérée lors de l’activation des LT naïfs fonctionne alors comme un stimulus autocrine et soutient 

la signalisation MAPK. L’inhibition pharmacologique des récepteurs P2X promeut l’anergie des LT et 

montre des effets bénéfiques dans les maladies auto-immunes (Schenk et al. 2008). Ces effets sont 

favorisés par la conversion des LT CD4+ naïfs en Tregs (Schenk et al. 2011). Il a également été démontré 

que la signalisation autocrine par l’ATP extracellulaire via le récepteur P2X7 contribue à l’influx de Ca2+ 

médié par le TCR, à l’activation de NFAT, et à la production d’IL-2 dans les LT CD4+ humains. Le blocage 

de la signalisation de P2X7 inhibe l’activation des LT, ce qui suggère que le récepteur P2X7 est 

nécessaire pour une activation efficace des LT (Yip et al. 2009b). Il est important de noter que 

l’expression de CD39 et CD73, les ecto-5’-nuleotidases qui dégradent l’AMP extracellulaire en 

adénosine, par d’autres cellules immunitaires et résidentes des tissus peut conditionner de façon 

importante l’issue des réponses lymphocytaires. Notamment en participant à la stabilité des Tregs et 

à leur rôle immunosuppresseur (Deaglio et al. 2007; Borsellino et al. 2007; Takenaka et al. 2016). P2X7 

semble jouer des fonctions différentes dans la régulation de la prolifération des cellules naïves et des 

cellules effectrices mémoires lors de la stimulation du TCR. En effet, des LT CD4+ naïfs déficients pour 

P2X7 ne présentent aucune différence en termes de prolifération cellulaire par rapport aux LT 

sauvages. Ceci suggère que P2X1 et/ou P2X4 pourraient compenser la perte d’activité de P2X7, une 
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observation également faite pour les LT humains (Woehrle et al. 2010). Au contraire, la stimulation 

des LT effecteurs mémoires déficients pour P2X7 a montré une augmentation du cycle cellulaire par 

rapport aux LT sauvages. Ce phénomène pourrait être dû à la production de ROS mitochondriales, 

associée à l’activité de P2X7 dans les LT, et à l’induction d’une sénescence cellulaire prématurée (Foster 

et al. 2013). 

4.2.4. Activité du récepteur P2X7 dans la fonction des LT effecteurs et 

mémoires 

L’ATPe est normalement absente au sein des tissus en conditions physiologiques à l’exception 

de l’intestin où l’ATPe générée par le microbiote peut pénétrer les entérocytes (Proietti et al. 2019). 

Au contraire, les tissus endommagés et/ou inflammatoires ainsi que le microenvironnement tumoral 

sont caractérisés par des concentrations d’ATPe pouvant atteindre le millimolaire (Pellegatti et al. 

2008; Weber et al. 2010; Wilhelm et al. 2010). Par conséquent, l’expression de P2X7 peut avoir un 

impact important sur le résultat de la réponse immunitaire locale. Il a été montré que la stimulation 

de P2X7 sur les Tregs activés peut conduire à leur conversion en cellule pro-inflammatoire secrétant 

de l’IL-17, ce qui peut aggraver les lésions inflammatoires des tissus dans des conditions pathologiques. 

De même, l’inhibition des récepteurs P2X7 favorise la survie à long terme des souris ayant reçu une 

allogreffe cardiaque en réduisant l’activation des LT et la différenciation en Th1/Th17 (Vergani et al. 

2013).  

Chez les LT folliculaires helper (Tfh), la stimulation de P2X7 limite l’expansion de cellules 

aberrantes et la génération d’anticorps autoréactifs dans le lupus murin expérimental. P2X7 contrôle 

probablement le développement de Tfh ICOS+ pathogènes secrétant de l’IFN-γ, qui caractérise le lupus 

érythémateux systémique. Les patients atteint de lupus érythémateux systémique sont caractérisés 

par des Tfh circulants présentant une activité réduite de P2X7 (Faliti et al. 2019). Une stimulation aiguë 

du TCR des Tfh diminue fortement l’expression de p2rx7, protégeant ainsi de la mort cellulaire les LT 

spécifiques de l’antigène (Proietti et al. 2014). Des résultats similaires ont été obtenus chez les LT CD4+ 

résidents mémoires, suggérant que l’inhibition du gène p2rx7 dans les LT spécifiques de l’antigène 

favoriserait la prolifération des cellules qui sont spécifiques des pathogènes pendant les infections 

(Stark et al. 2018). Cependant, dans les conditions non inflammatoires, notons toutefois que l’activité 

de P2X7 est nécessaire pour l’homéostasie et le maintien de LT CD8+ centraux à longue durée de vie et 

résidents mémoires chez la souris. Cela reflète probablement la stimulation tonique de P2X7 et ses 

conséquences sur l’activité mitochondriale et sur l’activité métabolique (Borges da Silva et al. 2018). 
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4.2.5. Fonction du récepteur P2X7 sur les LT CD8+ 

L’ATPe affecte la différenciation et la survie des LT activés et influence la génération et la 

fonctionnalité des LT CD8+ mémoires. Dans un modèle murin d’infection aiguë par le virus de la 

chorioméningite lymphocytaire (LCMV), le transfert adoptif de LT CD8+ spécifiques du LCMV, déficients 

ou non pour P2X7, a mis en évidence une importante diminution de lymphocytes centraux mémoires 

lorsque ces LT CD8+ étaient déficients pour P2X7. Une étude de Borges da Silva démontre in vivo et in 

vitro, un rôle significatif de P2X7 dans le programme métabolique, la survie et la fonction des LT CD8+ 

mémoires notamment pour les LT CD8+ centraux à longue durée de vie et les LT résidents mémoires. 

Cependant, P2X7 ne semble pas nécessaire à la survie et la fonction des LT CD8+ effecteurs à courte 

durée de vie. Ainsi dans les LT non déficients pour P2X7, ces données suggèrent que la stimulation 

tonique de P2X7 participe à stimuler l’activité de l’AMPK, comme pour être sensible à l’influx calcique. 

De plus, l’activation de l’AMPK inhibe l’activité de mTOR, ce qui favorise la différenciation des LT CD8+ 

vers un phénotype mémoire. Une étude plus récente du groupe de Borges da Silva a démontré que 

dans les LT, le TGF-β induit un programme transcriptionnel conduisant les LT CD8+ infiltrant les tissus 

à devenir des LT résidents mémoires (Trm) et favorise la présence des Trm exprimant CD103 dans les 

tissus épithéliaux. P2X7 semble participer à cette différenciation en augmentant l’expression de CD69 

et CD103 et le recrutement des Trm dans les tissus non lymphoïdes. Cette étude suggère un lien entre 

P2X7 et la différenciation des Trm CD8+, possiblement lié également au TGF-β et aux fonctions 

mitochondriales (Borges da Silva et al. 2020). Une étude a également démontré qu’une sous-

population de LT CD8+ mémoires à longue durée de vie pouvait être réfractaire à l’effet d’une forte 

concentration en ATP malgré des niveaux d’expression de P2X7 similaires aux autres populations de 

LT CD8+ (Krummey et al. 2020). Bien que ces LT CD8+ mémoires à longue durée de vie semblent 

insensibles à l’ATP sur les critères fonctionnels de la perte de CD62L, de la formation du macropore et 

de la mort cellulaire, de plus faibles concentrations d’ATP pourraient avoir un effet bénéfique sur leur 

maintien à long terme. Il a été proposé qu’une boucle de rétroaction positive entre P2X7 et la 

pannexine-1 dans les LT mémoires maintient un efflux constant d’ATP intracellulaire qui pourrait 

favoriser leur survie à long terme, notamment à travers la signalisation passant par l’activité de l’AMPK 

(Wanhainen, Jameson, and Borges 2019). Ainsi, P2X7 semble essentiel pour la différenciation en LT 

mémoires à longue durée de vie. Il module leur capacité métabolique et régule les niveaux 

intracellulaires d’ATP et de Ca2+ qui influencent alors l’activité de l’AMPK et régulent l’homéostasie des 

LT mémoires.  

4.2.6. P2X7 et lymphocytes T régulateurs 

Les Tregs sont caractérisés par l’expression d’un facteur de transcription clef, forkhead box P3 

(FoxP3), qui est nécessaire pour leur développement, leur maintien et leurs fonctions. Le principal rôle 
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des Tregs est le maintien de la tolérance périphérique et la prévention de l’autoimmunité des maladies 

inflammatoires chroniques à travers de nombreux mécanismes impliquant des contacts cellules-

cellules, la déplétion locale de l’IL-2, et la libération de facteurs inhibiteurs solubles. 

Comme il a été mentionné précédemment, sur les Tregs, une exposition prolongée à l’ATP ou une 

exposition brève au NAD+ entraine la formation du macropore, le bourgeonnement de la membrane 

et finalement à la mort cellulaire (Seman et al. 2003; Hubert et al. 2010). Ils ont également une 

sensibilité plus forte à l’ATP.  

L’effet de l’ATP sur la fonction des LT est dépendant de sa concentration et du stade 

d’activation ou de différenciation des lymphocytes. Trabanelli et collaborateurs ont montré que l’ATP 

physiologique à de faibles concentrations ne modulait pas la prolifération ou la mort cellulaire des 

Tregs humains activés in vitro par des anticorps anti-CD3 et anti-CD8 (Trabanelli et al. 2012). De hautes 

concentrations d’ATP de l’ordre du millimolaire, qui semblent in vitro activer ces Tregs et renforcer 

leur prolifération, adhésion, migration et leurs fonctions immunosuppressives. Cependant, dans cette 

étude ces effets étaient en partie dues à l’activation du récepteur P2Y2 et à la dégradation rapide de 

l’ATP par CD39 et sa transformation en adénosine par CD73. Il a été démontré que de hautes 

concentrations d’ATP telles que celles trouvées dans les lésions tissulaires induisait l’activation de P2X7 

et pouvaient affecter la stabilité et la survie des Tregs non activés exprimant plus faiblement CD39 que 

les Tregs activés. De plus, l’activation de P2X7 en présence de l’IL-6, une cytokine proinflammatoire, 

augmente la synthèse d’ATP et la phosphorylation de ERK dans les Tregs à travers une activation 

autocrine de P2X7. Tout cela se traduit par une altération de la fonction suppressive et de la stabilité 

des Tregs induisant leur différenciation en LT Th17.  

Un autre type de Tregs, les Tr1, sont caractérisés par la production d’IL-10 et l’absence 

d’expression de FoxP3. L’équipe de Quitana a démontré un contrôle de la différenciation des Tr1 par 

la signalisation purinergique. Dans cette étude, l’activation de P2X7 par l’ATP inhibait la différenciation 

en Tr1, et une augmentation de la fréquence de cette sous-population dans les souris déficientes pour 

P2X7. L’expression de CD39, permettant la déplétion de l’ATP, semblait nécessaire à la production d’IL-

10 par les Tr1 (Mascanfroni et al. 2015). Une autre étude a également démontré que les Th17 

exprimant fortement CD39, présentent une plasticité phénotypique leur permettant une 

différenciation en Tr1 dans un modèle de colite expérimentale (Robles et al. 2020). De plus, les Th17 

différenciés en présence de TGF-β1 expriment à haut niveau CD39 et produisent de l’IL-10. Ces cellules 

expriment une forme active de CD39 et semblent moins sensibles à la mort cellulaire induite par l’ATP 

que les autres Th17. De plus la production d’IL-10 et la différenciation des Tr1 est amplifié par l’absence 
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de P2X7, ce qui suggère que la déplétion de l’ATP médiée par CD39 permet aux Th17 de se différencier 

en Tr1 (Fernández et al. 2016).  

II- Rôle du récepteur P2X7 dans l’inflammation et le cancer 

1. Le récepteur P2X7 dans les maladies inflammatoires  

1.1. P2X7 dans les maladies neurodégénératives et psychiatriques 
Des données de plus en plus nombreuses montrent que les récepteurs P2 jouent un rôle 

important dans une variété de troubles neurologiques, tels que la sclérose en plaques (SEP), la maladie 

d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique. Des données récentes ont permis de mettre en 

évidence l’intérêt des récepteurs P2Y1 et P2X7 en tant qu’acteurs possibles de la physiopathologie de 

la maladie d’Alzheimer (Reichenbach et al. 2018; Martin et al. 2018). L’antagoniste de P2X7 

« GSK1482160 » a été proposé pour le traitement de la tauopathie à un stade précoce (Ruan et al. 

2020). P2Y6 et P2X7 sont également impliqués dans la sclérose latérale amyotrophique mais les 

données sont controversées et on ignore encore à ce stade si l’inhibition ou la stimulation de P2X7 

serait bénéfique (Apolloni et al. 2021). Dans une étude récente, l’activation de l’inflammasome 

P2X7/NLRP3 a été liée au développement de la maladie de Parkinson (Solini et al. 2021), ce qui suggère 

que les antagonistes de P2X7 pourraient être bénéfiques. Les troubles de l’humeur constituent 

probablement le champ d’application le plus prometteur des médicaments ciblant le récepteur P2X7 

jusqu’à présent. Des données précliniques et des études d’association génétiques (Grigoroiu-

Serbanescu et al. 2009) suggèrent que la réduction fonctionnelle de P2X7 est très efficace dans des 

modèles animaux de neuroinflammation et d’anhédonie, ouvrant la voie à une application clinique des 

inhibiteurs de P2X7 dans le traitement de la dépression (Bhattacharya et al. 2018). L’antagoniste de 

P2X7 « JNJ-54175446 » fait actuellement l'objet d'un essai clinique de phase 2 pour le traitement des 

troubles dépressifs (clinicaltrial.gov, NCT04116606). L’inhibition de P2X7 pourrait être bénéfique dans 

d’autres pathologies du système nerveux tels que l’autisme (Horváth et al. 2019) et l’épilepsie 

(Beamer, Fischer, and Engel 2017).  

L’ATPe et les autres nucléotides sont aussi de puissants régulateurs de l’activité des neurones 

et des cellules gliales dans la voie de la douleur. Des études ont démontré le rôle crucial de P2X3, 

P2X2/P2X3, P2X4 et P2X7 dans la douleur neuropathique (Inoue and Tsuda 2021). Les récepteurs P2Y1, 

P2Y2, P2Y6, P2Y12 et P2Y13 sont aussi impliqués, des études précliniques ont mis en évidence que 

l’inhibition de l’un de ces récepteurs atténue la douleur neuropathique dans diverses pathologies 

(Zhang and Li 2019). 
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1.2. La signalisation purinergique dans l’inflammation 
La signalisation purinergique est activement explorée pour le traitement des maladies des 

voies respiratoires. On constate une augmentation de la concentration d’ATP dans les voies 

respiratoires des patients asthmatiques ou des souris souffrant d’asthme induit expérimentalement. 

Plusieurs récepteurs P2 seraient impliqués, notamment P2Y1, P2Y6, P2X1 et P2X7 (Idzko et al. 2007). 

Dans un modèle expérimental qui reproduit un bon nombre des signes du syndrome respiratoire aiguë 

humain, le modèle pulmonaire aiguë (acute lung injury ALI) causé par l’inhalation de LPS, un rôle 

pathogène de l’ATPe et de P2X7 a été identifié plaidant en faveur de l’utilisation thérapeutique des 

antagonistes de P2X7 (Cicko et al. 2018). 

Les récepteurs P2X7 et certains P2Y comme P2Y1 et P2Y2 sont aussi impliqués dans la 

physiopathologie de certaines maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique 

(Furini et al. 2019). Dans cette pathologie, on observe une diminution de l’expression de P2X7 sur les 

LT helper folliculaires qui semble impliquée dans la production d’anticorps autoréactifs, et dans 

l’atteinte du tissu hôte (Faliti et al. 2019). P2X7 a également fait l’objet de nombreuses recherches en 

tant que cible thérapeutique dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde, de l’arthrose et de la 

maladie de Crohn (Arulkumaran, Unwin, and Tam 2011a). En effet, l’inactivation génétique de P2X7 a 

permis de mettre en évidence son rôle majeur dans l’inflammation stérile. Les animaux déficients pour 

P2X7 ont des réponses inflammatoires plus faibles dans divers modèles expérimentaux d’inflammation 

stérile, incluant l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Matute et al. 2007) et la colite 

expérimentale (Hofman et al. 2015). 

Dans les maladies rénales, P2X7 joue également un rôle important. Taylor et collaborateurs 

ont mis en évidence un rôle pathogène de P2X7 dans un modèle de glomérulonéphrite expérimentale 

chez le rongeur. Ils ont confirmé que P2X7 est normalement exprimé à un faible niveau dans le rein de 

rat et de souris. Dans le modèle murin de néphrite néphrotoxique accélérée, une expression plus 

importante du récepteur a été démontrée associée à une augmentation des cellules apoptotiques 

glomérulaires. Dans un modèle de glomérulonéphrite induit par des anticorps, l’apparition de 

l’expression glomérulaire de P2X7 coïncidait avec l’apparition de la protéinurie (Turner et al. 2007). La 

même équipe a également démontré que les souris déficientes pour P2X7 étaient significativement 

protégées contre cette glomérulonéphrite (Taylor, Turner, et al. 2009). Ces souris déficientes pour 

P2X7, exposées à un sérum néphrotoxique, présentent une diminution de l’infiltration des 

macrophages glomérulaires, du dépôt de fibrine, de la thrombose glomérulaire, une réduction de la 

protéinurie, et une protection de la fonction rénale globale par rapport aux souris sauvages. De plus, 

le traitement par un antagoniste sélectif de P2X7, A438079, a également réduit l’expression 

glomérulaire de CCL2, le nombre de macrophages glomérulaires, la sévérité des lésions glomérulaires 
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et la protéinurie. Ces données fournissent des preuves du rôle pathogène de P2X7 dans les 

glomérulonéphrites inflammatoires, ainsi que du rôle thérapeutique possible d’un antagoniste sélectif 

de P2X7 de ces pathologies. 

Dans les maladies métaboliques, des études récentes mettent en évidence l’implication des 

nucléotides extracellulaires et de la signalisation passant par les récepteurs P2 dans la 

physiopathologie de l’obésité et de l’inflammation qui est associée. En effet, l’expression du récepteur 

P2X7 est augmentée dans le tissu adipeux des personnes atteintes de syndrome métabolique. De plus, 

la déficience pour P2X7 atténue l’inflammation, le stress oxydatif et la fibrose hépatique induits par un 

régime riche en graisses (Blasetti Fantauzzi et al. 2017). P2X7 semble également jouer un rôle 

important dans le diabète. En effet, on observe que l’hyperglycémie entraine une libération accrue 

d’ATPe par les îlots de Langerhans humains et murins et que le blocage de P2X7 retarde l’apparition 

du diabète chez les souris NOD et prévient les complications microvasculaires de l’hyperglycémie. P2X7 

semble donc être une cible intéressante pour le traitement du diabète (Solini and Novak 2019). 

1.2.1. P2X7 et Infection 
P2X7 est le récepteur P2 le plus fréquemment évoqué dans la régulation de l’inflammation et 

de l’immunité. Étant exprimé par toutes les cellules immunitaires innées et adaptatives, il a un rôle 

fondamental dans le contrôle des infections bactériennes (e.g. Mycobacterium tuberculosis, 

Porphiromonas gongivalis), virales (e.g. VIH) et parasitaires (e.g. Trichomonas vaginalis) (Di Virgilio et 

al. 2017). En particulier, la participation possible de P2X7 dans la défense de l’hôte contre 

Mycobacterium tuberculosis suscite un intérêt de longue date, en raison de l’augmentation de la 

destruction intracellulaire de Mycobacterium par les macrophages après stimulation de P2X7 (Soares-

Bezerra et al. 2015; Lammas et al. 1997a). Toutefois, il y a une difficulté à moduler l’activation de P2X7 

à un niveau suffisant pour favoriser la destruction intracellulaire de Mycobacterium sans provoquer en 

même temps une mort cellulaire et des lésions tissulaires importantes chez l’hôte, en raison de la 

cytotoxicité bien connue dépendante de P2X7. Des expériences récentes suggèrent un moyen de 

contourner ce problème, puisque l’activation contrôlée de P2X7 peut être obtenue dans les sites 

inflammatoires par l’administration de modulateurs allostériques positifs de P2X7. Cette approche 

exploite la concentration plus élevée d’ATPe des tissus inflammés, qui permet une activation efficace 

et surtout, sélective de P2X7 par les modulateurs allostériques. Cette stratégie s’est avérée efficace 

dans un modèle de tuberculose chez le poisson zèbre (Matty et al. 2019). 

P2X7 pourrait également être une cible contre l’hyperinflammation liée au SARS-CoV2. En 

effet, son blocage inhibe la libération de multiples facteurs telles que des cytokines proinflammatoires 

responsables du syndrome thrombo-inflammatoire typique du SARS-CoV2 (Di Virgilio et al. 2020). 
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2. Le récepteur P2X7 dans le cancer  

2.1. Généralités  

Le TME est un environnement dynamique et le site privilégié où les tumeurs sont en contact 

étroit avec les cellules de l’hôte. La composition biochimique et cellulaire du TME est d’une importance 

capitale pour la régulation du métabolisme, de la prolifération, de la motilité et de la dissémination 

des cellules tumorales. Le TME peut à la fois fournir une réponse immunitaire antitumorale protectrice 

ou constituer un milieu immunosuppresseur qui facilite la croissance de la tumeur. La composition 

biochimique du TME est le résultat de l’activité de la tumeur et des cellules stromales. Les cellules 

tumorales libèrent des métabolites acidifiant le TME, des enzymes dégradant la matrice extracellulaire 

et des molécules signalant une lésion ou un stress (DAMPs). Ces molécules recrutent et activent les 

cellules stromales et régulent les cellules immunitaires infiltrantes. De même, les cellules stromales 

libèrent des cytokines, des facteurs de croissance, des molécules cytotoxiques, des protéases et des 

DAMPs qui s’accumulent dans le TME et influent sur les fonctions des cellules tumorales mais aussi sur 

la capacité à combattre la tumeur. Les nucléotides, principalement l’ATP, sont également libérés dans 

le TME par les cellules tumorales et par les cellules stromales. Les effets des nucléotides dans le TME 

sont multiples car ils affectent la migration et l’activation des cellules immunitaires ainsi que la 

croissance et le métabolisme des cellules tumorales et stromales. Pour ajouter à la complexité, les 

nucléotides peuvent entrainer soit une stimulation immunitaire soit une immunosuppression par 

exemple en orientant les LT CD4+ vers la polarisation Th2, en fonction de la concentration des 

récepteurs P2 engagés. De même, les nucléotides peuvent avoir des effets diamétralement opposés 

sur les cellules tumorales, soit en favorisant la croissance, soit en précipitant la mort cellulaire (Di 

Virgilio et al. 2018). L’ATP occupe une position clef dans la configuration globale du TME. D’une part, 

l’ATP intracellulaire est indispensable à la survie de chaque composant cellulaire du TME et à 

l’exécution de ses fonctions (y compris la prolifération, pour les cellules immunitaires et malignes) 

(Leone and Powell 2020). D’autre part, le pool d’ATP qui accède au TME lors de la sécrétion active par 

les cellules vivantes ou mourantes dans l’espace extracellulaire constitue un signal majeur (Di Virgilio, 

Giuliani, et al. 2018). Les effets de l’ATPe dans le TME dépendent du répertoire des récepteurs P2 et 

des enzymes dégradant l’ATP, les ectonucléotidases exprimés par les cellules tumorales, les cellules 

stromales et les cellules immunitaires. Il est en effet bien connu que la signalisation purinergique 

(notamment ATP, adénosine, récepteurs P1 et récepteurs P2) entretien un lien étroit avec le cancer. 

Le TME est riche en ATP et plusieurs types de récepteurs P2 sont impliqués dans la régulation de la 

croissance tumorale, notamment les récepteurs P2X5, P2X7, P2Y1, P2Y2 et PY11.  
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2.2. Rôle de la signalisation purinergique dans le microenvironnement tumoral  

Parmi les récepteurs P2, le rôle du récepteur P2X7 a été largement étudié dans plusieurs types 

de cancer. L’activation du récepteur P2X7 par l’ATP est ambigu car il s’agit d’un récepteur 

bifonctionnel. Il se comporte d’une part comme un canal sélectif au Na+, K+ et Ca2+ et d’autre part 

comme un pore plus large non sélectif (macropore) perméable aux molécules hydrosolubles pouvant 

atteindre une taille maximale de 900 Da. La seule façon de fermer le macropore est d’hydrolyser l’ATP 

extracellulaire. Ceci explique pourquoi, selon l’activation du récepteur P2X7, tonique, de faible 

intensité, ou prolongée, ce récepteur a des effets radicalement différents sur la physiologie cellulaire. 

Comme il l’a été mentionné précédemment dans la partie I.2.6 les variants d’épissage de P2X7 et les 

mutations pertes de fonction permettent de favoriser le rôle trophique de P2X7, et réduire son rôle 

cytolytique et constitue ainsi un avantage pour les tumeurs. En effet, P2X7 peut d’une part favoriser la 

progression de la tumeur en agissant sur la survie et la prolifération des cellules tumorales et d’autre 

part déclencher un effet cytotoxique antitumoral en induisant la mort cellulaire.  

Il est maintenant bien établi que le TME présente une forte concentration en ATPe. Dès 2008, 

grâce au développement d’une sonde génétiquement codée (plasma membrane luciferase (pmeLUC)) 

qui permet de mesurer in vivo la concentration extracellulaire d’ATP, il a été démontré que les niveaux 

d’ATP dans le milieu extracellulaire des tumeurs solides sont de l’ordre de 100 à 500 μmol/L, ce qui est 

supérieur à la concentration habituelle dans l’interstitium des tissus sains (10 à 100 nmol).  

2.2.1. Source d’ATP dans le TME 
L’ATP peut être produite après une lésion tissulaire. En effet, les lésions cellulaires entrainent 

une détérioration de la membrane plasmique et par conséquent, les cellules stressées ou mourantes 

constituent une source importante d’ATP dans le TME. L’hypoxie elle-même est un puissant stimulus 

pour la libération d’ATP, même en absence de lésions cellulaires. La concentration intracellulaire d’ATP 

est de l’ordre de 5 à 10 mM, alors que dans l’espace extracellulaire les concentrations sont de l’ordre 

du nM, générant ainsi un gradient de concentration d’ATP dirigé vers l’extérieur d’au moins cinq ordres 

de grandeur. De plus, comme la molécule d’ATP porte deux charges négatives, le gradient électrique 

favorise également la libération d’ATP, au moins jusqu’à ce que le potentiel de la membrane plasmique 

s’effondre à la suite d’une lésion. Malgré le contenu élevé en ATPe du TME, un gradient 

électrochimique dirigé vers l’extérieur pour l’ATP d’au moins deux ordres de grandeur est également 

présent dans les tumeurs, facilitant l’efflux d’ATP. En plus de cette libération passive, les cellules sont 

capables de libérer activement de l’ATP. 

L’ATP s’accumule dans la lumière des vésicules intracellulaires qui sécrètent leur contenu par 

exocytose. L’exocytose des vésicules pourrait également contribuer à la libération d’ATP par les LT et 
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donc jouer un rôle important dans l’augmentation de la concentration d’ATP dans le TME. Dans de 

nombreux types cellulaires, la libération des nucléotides se produit indépendamment de ce processus 

d’exocytose. Les voies annexes les plus probables de libération d’ATP sont maintenant considérées 

comme les canaux sélectifs des anions, tels que les canaux maxi-anion, les canaux anioniques régulés 

par le volume (VRAC), les homologues humains du gène tweety de Drosophila melanogaster, et les 

protéines formant des pores non sélectifs (Lazarowski 2012). Non seulement les cellules immunitaires, 

mais aussi les cellules cancéreuses disposant au moins de certaines de ces voies (Oviedo-Orta and 

Evans 2004; Adamson and Leitinger 2014), ce qui conforte l’idée que la libération non lytique est un 

mécanisme important d’accumulation de l’ATP dans le TME. Parmi ces mécanismes, la pannexine-1 est 

considérée comme la voie principale d’efflux de l’ATP dans la plupart des types cellulaires (Locovei, 

Wang, and Dahl 2006). La pannexine-1 est un partenaire polyvalent et modulable de la signalisation 

purinergique car elle subit une rétro-inhibition par la liaison de l’ATP sur un site de faible affinité situé 

dans son domaine extracellulaire, empêchant ainsi une accumulation excessive d’ATP dans l’espace 

extracellulaire. De plus, la pannexine-1 est activée par les récepteurs P2 (Locovei, Wang, and Dahl 

2006) ainsi que par les endotoxines bactériennes agissant sur la caspase 11 (Qiu and Dahl 2009) ou 

pendant l’apoptose induite par les chimiothérapies via la caspase 3 (Boyd-Tressler et al. 2014).  

2.2.2. Voies de dégradation de l’ATP dans le TME 
Dans l’espace extracellulaire, l’ATP et l’ADP sont dégradées par trois groupes 

d’ectonucléotidases exprimées à la membrane plasmique : les ectonucléosides triphosphate 

diphosphydrolases, CD39 (NTPDase 1), CD39L (NTPDase 2), CD39L3 (NTPDase 3) ; le membre de la 

famille phostodiesterase / pyrosphatase ectonuclotide CD203a (NPP1), et la phosphatase alcaline 

(ALP) (Vijayan et al. 2017; Zimmermann, Zebisch, and Sträter 2012). CD39 reste cependant la principale 

enzyme catalysant la dégradation de l’ATP et de l’ADP en AMP. 

L’AMP est également efficacement dégradé par l’ectonucléotidase membranaire CD73 (5’-NT) 

pour générer de l’adénosine. CD39 et CD73 sont surexprimées dans l’environnement hypoxique du 

TME par activation des facteurs de transcription SP1 et HIF1α, augmentant la dégradation de l’ATP et 

l’accumulation d’adénosine (Synnestvedt et al. 2002; Eltzschig et al. 2009; Li et al. 2017). CD39 est 

fortement exprimés par les Tregs et dans une moindre mesure par les LT et les lymphocytes B, les DC, 

les lymphocytes Th17 infiltrant la tumeur (Dwyer et al. 2007) et les macrophages M2 (Montalbán del 

Barrio et al. 2016). D’autre part, CD39 et CD73 sont également induites par le TGF-β (Ryzhov et al. 

2014; Molinier-Frenkel and Castellano 2017).  

Une délétion du gène codant pour CD39 entraine des altérations de l’angiogenèse et une 

régression tumorale (Jackson et al. 2007), tandis qu’une délétion génétique ou un blocage 
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pharmacologique de CD73 augmente l’immunité antitumorale et inhibe le potentiel métastatique 

(Stagg et al. 2011; 2010). La modulation pharmacologique des enzymes dégradant les nucléotides, 

CD39 et CD73, et les nucléosides (adénosine désaminase (ADA)) dans le TME peut constituer un moyen 

efficace d’activer les réponses immunitaires antitumorales (Vijayan et al. 2017). Une activité analogue 

à celle de CD39, qui pourrait résulter de la sécrétion des formes membranaires de CD39, a été 

retrouvée dans le plasma humain (Yegutkin et al. 2007). De même, une CD203a soluble et d’autres 

formes de NPP sont également présentes dans le sang total humain (Yegutkin, Samburski, and Jalkanen 

2003). Il est très probable que les ATPases, qu’elles soient des enzymes solubles ou associées à des 

microvésicules dérivées de la membrane plasmique (Banz et al. 2008), s’accumulent dans le TME où 

elles sont susceptibles de coopérer avec les ectonucléotidases et permettre la dégradation de l’ATP et 

la production d’adénosine. L’ATP du TME peut également être recaptée par des voies moins 

conventionnelles, plus profitables pour le métabolisme des cellules cancéreuses. De récentes études 

montrent en que certaines lignées cellulaires tumorales peuvent capter de l’ATPe par un mécanisme 

qui implique au moins en partie la macropinocytose (Qian et al. 2014). Il a été démontré que 

l’augmentation de la concentration intracellulaire en ATP obtenue par cette voie accroit la résistance 

de ces cellules cancéreuses aux chimiothérapies (Xuan Wang et al. 2017). 

2.2.3. L’ATP extracellulaire structure le TME 
 Les tumeurs influencent les tissus avoisinants pour générer un environnement inflammatoire, 

qui permet de supporter leur propre croissance et de supprimer les réponses immunitaires. Dans ce 

but, elles ne se contentent pas de perturber les fonctions des cellules inflammatoires recrutées mais 

génèrent également un milieu enrichi en facteurs solubles qui favorisent leur croissance. L’ATP joue 

un double rôle dans le TME, en fonction non seulement de sa concentration mais aussi du taux 

d’ectonucléotidases et des propriétés de l’infiltrat cellulaire inflammatoire. L’ATPe est la principale 

source d’adénosine dans le TME. Ainsi, en fonction du niveau d’expression des ectonucléotidases, 

notamment CD73, l’ATP peut favoriser indirectement l’immunosuppression en provoquant 

l’accumulation d’adénosine (Allard et al. 2016). Les cellules cancéreuses n’échappent pas facilement à 

la surveillance immunitaire car les mutations génèrent des néoantigènes. Ceux-ci sont reconnus par le 

système immunitaire et les dommages causés aux tissus voisins de l’hôte (en raison de la compression, 

de la concurrence pour les substrats et de la libération d’agents nocifs) agissent comme des 

déclencheurs pro-inflammatoires constants. Ainsi le système immunitaire maintient les foyers 

cancéreux sous contrôle jusqu’à ce qu’une ou plusieurs lésions cancéreuses initiales échappent à la 

surveillance immunitaire pour générer une tumeur apparente (Mittal et al. 2014). Un des principaux 

mécanismes responsables de l’échappement tumoral est l’inhibition des réponses immunitaires qui 

est en partie favorisée par l’accumulation d’ATP et d’adénosine dans le TME (Allard et al. 2017). 
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  L’ATPe agissant sur les récepteurs P2X7 des cellules tumorales promeut l’activité du 

transporteur de glucose GLUT1 et de nombreuses enzymes de la voie glycolytique. Cela augmente 

l’acidification du milieu extracellulaire in vitro (Amoroso et al. 2012) et contribue probablement à la 

génération d’un TME immunosuppresseur in vivo (Vaupel and Multhoff 2017). De plus l’ATP a un fort 

effet angiogénique sur les réseaux sanguins intratumoraux. L’ATPe stimule également la génération de 

ROS dans les cellules phagocytaires principalement au travers de P2X7 (Pfeiffer et al. 2007). La 

production de ROS par la voie P2X7 est associée à d’autres voies de signalisation intracellulaires qui 

stimulent Jun N-terminal kinase 1 et 2 (Pfeiffer et al. 2007) ce qui affecte l’activation et la libération du 

facteur tissulaire (Furlan-Freguia et al. 2011) et favorise la progression du cancer, l’invasion et la 

propagation métastatique (Bubici and Papa 2014; Yu et al. 2005) (Figure 12A). 



 

61 
 

 

Figure 12 : Homéostasie de l’ATPe dans le microenvironnement tumoral  
La concentration d’ATPe dans le TME est déterminée par la balance entre la libération et la dégradation 
d’ATP. A) Diverses cellules libèrent de l’ATP, soit dans le cadre de leur état physiologique, soit 
lorsqu’elles répondent à un stress et risque de mourir, notamment les cellules cancéreuses, les cellules 
dendritiques (DC), les neutrophiles infiltrant la tumeur, les macrophages associés à la tumeur (TAMs) 
et les plaquettes. L’hypoxie est indirectement et au travers de son rôle sur l’expression des enzymes 
CD39 et CD73, un facteur majeur de dégradation de l’ATP dans le TME. B) L’ATPe est catabolisée en 
AMP puis en adénosine par l’activité séquentielle de CD39 et CD73. CD39 et CD73 sont exprimés par 
de nombreux types cellulaires peuplant le TME, notamment certaines cellules cancéreuses, les 
fibroblastes associés au cancer (CAF), les LT cytotoxiques épuisés (exhausted), les Tregs, une sous-
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population de NK, les TAM de type M2 et les cellules suppressives dérivées des myéloïdes (MDSCs). 
D’après (Kepp et al. 2021). 
 

2.2.4. Rôle des récepteurs P2 dans la croissance tumorale 
 De nombreuses études montrent que presque toutes les lignées tumorales et des biopsies de 

tumeurs solides et hématologiques expriment ou surexpriment la plupart des récepteurs P2 ce qui est 

souvent associé à un mauvais pronostic (Amoroso et al. 2012; Adinolfi et al. 2012; 2002; McLarnon 

2017; Schmid et al. 2015). La stimulation des récepteurs P2 active plusieurs voies trophiques 

intracellulaires qui supportent la prolifération cellulaire même en absence de facteurs de croissance. 

Parmi les récepteurs P2Y, P2Y1, P2Y2 et P2Y6 conduisent à la croissance cellulaire cancéreuse en 

augmentant la concentration intracellulaire de Ca2+ et en activant les voies PI3K-AKT et ERK-MAPK 

(Baricordi et al. 1999; Adinolfi et al. 2005; Vázquez-Cuevas et al. 2014). Dans la famille P2X, P2X7 est 

le récepteur le plus souvent associé à la prolifération cellulaire. Comme il l’a été décrit dans la partie 

2.6, l’identification de cet effet favorisant la croissance des cellules tumorales était inattendue et 

pourrait même être paradoxale car ce récepteur est surtout connu pour son activité cytotoxique. Une 

augmentation du Ca2+ mitochondrial et de NFATC1 ainsi que des voies de signalisation PI3K-AKT-GSK3β 

ont été identifiés comme des signaux importants conduisant à la croissance cellulaire (Amoroso et al. 

2015; Adinolfi et al. 2005; 2009; 2015). Cet avantage conféré par l’expression de P2X7 a été confirmé 

dans plusieurs études in vivo de modèles tumoraux dans des animaux immunocompétents et 

immunodéficients dans lesquels le blocage de P2X7 s’est révélé être une stratégie antitumorale 

efficace (Amoroso et al. 2015; Adinolfi et al. 2012; Amoroso et al. 2016). L’ATPe agissant sur les 

récepteurs P2, notamment via le récepteur P2X7 (Di Virgilio et al. 2017; Burnstock and Knight 2018; 

De Marchi et al. 2016), peut également déclencher la mort des cellules cancéreuses par différentes 

voies (apoptose et pyroptose) en fonction de sa concentration et du type cellulaire (Burnstock and Di 

Virgilio 2013). Un rôle pro-apoptotique dans les cellules cancéreuses a également été démontré pour 

d’autres récepteurs P2 notamment pour P2Y1 et P2Y2 (Wan et al. 2016). Malgré son seuil d’activation 

élevé, la concentration d’ATPe dans le TME serait suffisante pour déclencher l’ouverture du macropore 

de P2X7 et donc entrainer la mort cellulaire in vivo. En raison de l’expression de P2X7 dans la plupart 

des types de cellules cancéreuses, la question de savoir pourquoi ce récepteur n’induit pas la mort des 

cellules cancéreuses a rapidement émergée. Il a été suggéré que les cellules cancéreuses découplent 

l’activation de P2X7 et l’ouverture de macropores associée à la machinerie de mort cellulaire 

(Raffaghello et al. 2006). Une autre hypothèse est l’expression de variants différents tels que P2X7B 

ou des récepteurs P2X7 avec des mutations perte de fonction. Par ailleurs, la forte teneur en 

cholestérol de la membrane plasmique des cellules cancéreuses pourrait inhiber la formation des 



 

63 
 

macropores et la cytolyse qui en découle, tout en permettant des flux de Ca2+ favorisant la croissance 

par l’activité canal ionique de P2X7. 

2.2.5. Rôle des récepteurs P2 dans l’invasion tumorale et les métastases 
 Les nucléotides et les récepteurs P2 participent de différentes manières aux processus 

d’invasion et de métastases tumorales. Les deux familles de récepteurs P2X et P2Y ont toutes deux été 

décrites comme pouvant stimuler la motilité, la migration et l’invasion des cellules tumorales dans des 

modèles précliniques (Di Virgilio and Adinolfi 2017; Di Virgilio et al. 2016). La stimulation de P2X7 

promeut la libération de cathepsine et de MMP, la migration, l’invasion, et le remodelage de la matrice 

extracellulaire dans différents types cellulaires tels que dans les cellules modèles HEK-293 transfectées 

pour exprimer P2X7, les LT humains et les cellules du cancer de la prostate, possiblement via la voie 

AKT (Gu et al. 2000; Adinolfi et al. 2010; Qiu et al. 2014). De plus, l’inhibition ou le blocage 

pharmacologique de P2X7 diminue l’invasion et la dissémination métastatique dans des modèles 

expérimentaux de xénogreffes de cancer du sein, de cancer du poumon ou d’adénocarcinomes 

pancréatiques humains. L’expression de P2X7 est aussi corrélée à l’infiltration des ganglions 

lymphatiques chez les patients atteints de carcinome papillaire de la thyroïde (Gu et al. 2010). Lors de 

l’invasion tumorale les cellules cancéreuses émettent des invadopodes, c’est-à-dire des changements 

morphologiques leur permettant l’invasion des tissus péritumoraux et la migration transendothéliale 

pour pénétrer dans la circulation sanguine, défini par le terme d’intravasion. Ces processus nécessitent 

différentes voies de signalisation et notamment la génération de ROS et l’activation de GTPase. 

Comme plusieurs sous-types de récepteurs P2Y, le récepteur P2X7 peut conduire à ces voies de 

signalisation. Ainsi, la signalisation purinergique participe à la dissémination des cellules cancéreuses 

(Pegoraro et al. 2021; Brisson et al. 2020).  

 La stimulation de P2X7 par l’ATP est l’un des déclencheurs permettant la libération d’exosomes 

et de microvésicules dérivés de la membrane plasmique. Ces organelles membranaires transportent 

une cargaison de nombreux composés bioactifs différents tels que les molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH), les protéines de l’inflammasome NLRP3, les caspases, l’IL-1β, les 

protéases, les microARN ainsi que le facteur tissulaire (thromboplastine) qui contribuent à la 

composition biochimique du TME et affectent profondément les interactions entre la tumeur et les 

cellules avoisinantes. Les exosomes et les microvésicules transportent des récepteurs membranaires 

et des composants cytoplasmiques d’une cellule à l’autre. Ils empruntent la circulation et peuvent 

parcourir des distances considérables dans le sang pour atteindre des organes distants et participer à 

la formation de niches pré-métastatiques, mais on ignore si P2X7 est spécifiquement impliqué. 
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2.2.6. Modulation du métabolisme énergétique par l’ATP extracellulaire 
L’ATP est l’intermédiaire intracellulaire universel de transfert d’énergie ainsi qu’un modulateur 

extracellulaire du métabolisme. La stimulation des récepteurs P2 augmente la synthèse de l’ATP en 

stimulant la phosphorylation oxydative, comme le font la plupart des récepteurs de la membrane 

plasmique couplés à la mobilisation du Ca2+ à partir des réserves intracellulaires. La stimulation de la 

phosphorylation oxydative a été décrite pour le récepteur P2Y2 dans les neutrophiles. L’activation des 

récepteurs P2X1 et P2X7 est également un stimulus très efficace du métabolisme énergétique 

intracellulaire dans les cellules HEK-293 et dans les cellules leucémiques T Jurkat. Comme décrit 

précédemment, l’expression basale de P2X7 cause une augmentation du Ca2+ mitochondrial matriciel 

à un niveau suffisant pour stimuler la phosphorylation oxydative mais inférieur aux niveaux toxiques 

de Ca2+ (Adinolfi et al. 2005). Outre la stimulation de la phosphorylation oxydative, le récepteur P2X7 

favorise également l’absorption du glucose par une augmentation de l’expression de GLUT1 et soutient 

la glycolyse aérobie. Il répond ainsi aux besoins énergétiques des cellules cancéreuses et à la demande 

accrue d’intermédiaires métaboliques produits lors des réactions chimiques (Aswad, Kawamura, and 

Dennert 2005; Amoroso et al. 2012), qui sont des changements connus pour être caractéristiques de 

l'effet Warburg. Par conséquent, l’expression de P2X7 permet aux cellules cancéreuses d’exploiter 

pleinement les voies de production d’énergie intracellulaire, tant oxydative que glycolytique et de 

générer en même temps les composants moléculaires nécessaires à la prolifération cellulaire. Les 

cellules endothéliales expriment P2X7 et dépendent de manière cruciale du métabolisme glycolytique 

pour leur prolifération. Ainsi ce récepteur stimule l’angiogenèse en favorisant la libération de VEGF et 

en soutenant la glycolyse. (Figure 13) 
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Figure 13 : Stimulation du métabolisme par l’ATP agissant via P2X7  
Les cellules cancéreuses expriment le récepteur P2X7 à des niveaux élevés. L’activation tonique de 
P2X7 à faible niveau provoque une augmentation modérée de la concentration mitochondriale de Ca2+, 
une stimulation de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) et une augmentation de la génération 
d’ATP. En même temps, l’activation de P2X7 régule à la hausse l’expression du transporteur de glucose 
GLUT1 de la membrane plasmique, probablement via la voie PI3K-AKT (indiquée par la flèche en 
pointillé), et l'expression de plusieurs enzymes de la cascade glycolytique. Cela génère de l'ATP et des 
métabolites intermédiaires pour la synthèse des constituants cellulaires. L’activation de PI3K-AKT 
dépendante de P2X7 entraine également une signalisation dépendante du facteur 1α inductible par 
l’hypoxie (HIF1α), stimulant ainsi, par exemple, les voies mitogènes et angiogènes. En tant que 
promoteur de l'effet Warburg (glycolyse aérobie), l'activation de P2X7 entraîne une augmentation de 
la production de lactate. Le lactate est libéré des cellules cancéreuses par le transporteur 
monocarboxylate 4 (MCT4), ce qui entraîne une acidification du microenvironnement tumoral, mais il 
est également absorbé par le MCT1 et utilisé comme métabolite pour les réactions génératrices 
d'énergie dans les cellules tumorales. Le lactate inhibe à la fois la différenciation des cellules 
dendritiques immatures (iDC) en cellules dendritiques matures (DC) et la libération de cytokines par 
les DC matures, et favorise la différenciation des macrophages M2 et l'activation des cellules 
suppressives dérivées des myéloïdes (MDSC). Le lactate est aussi activement libéré par les lymphocytes 
CD8+ et les fibroblastes associés au cancer (CAF) sur lesquels il agit pour stimuler la sécrétion de 
composants de la matrice extracellulaire (comme l'hyaluronane), qui peuvent contribuer à la 
prolifération, à la migration et à l'invasion des cellules cancéreuses. Les flèches en pointillés indiquent 
les voies potentielles. PFK, phosphofructokinase ; TAM, macrophage associé à une tumeur. D’après (Di 
Virgilio et al. 2018). 
 

2.2.7. Stimulation de l’autophagie par l’ATPe 
L’autophagie est un élément clef de la réponse adaptative de survie des cellules et des 

organismes entiers à la privation de nutriments, comme la dénutrition, qui est souvent dérégulée dans 

le cancer (Mowers, Sharifi, and Macleod 2018). P2X7 a été associé de manière diverse à l’autophagie, 

soit en tant que promoteur, soit en tant qu’inhibiteur (Orioli et al. 2017). Par exemple, une exposition 

brève de cellules murines de carcinome du colon MC-38 à l’ATPe déclenche l’autophagie et réduit la 

croissance cellulaire (Bian et al. 2013). L’autophagie participe probablement à la régulation de la 

concentration d’ATP dans le TME, car la délétion du gène codant pour l’une des protéine majeure de 

cette voie (autophagy-related 5 (Atg5)) inhibe la libération d’ATP dans un modèle expérimental de 

carcinome du colon chez la souris (Michaud et al. 2011). De plus, la libération d’ATP dépendante de 

l’autophagie est nécessaire pour l’effet antitumoral de la thérapie combinée reposant sur une 

chimiothérapie (mitoxantrone) et un composé mimant la dénutrition cellulaire (hydroxycitrate) dans 

un modèle murin de cancer colorectal (Pietrocola et al. 2017). L’équipe de Kroemer a également 

publiée une étude suggérant un rôle important de l’autophagie dans l’immunogénicité des tumeurs 

(Michaud et al. 2011).  

L’ATP peut être libérée par de multiples voies, une des plus importante étant l’exocytose des 

lysosomes des cellules tumorales mourantes stimulée par l’autophagie (Wang et al. 2013; Pietrocola 

et al. 2017).  
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2.3. Rôle de la signalisation purinergique dans les réponses immunitaires 

antitumorales  

Le TME peut soit favoriser une réponse immunitaire antitumorale, soit promouvoir une 

immunosuppression qui accélère la progression de la tumeur. Dans ce contexte, il peut être difficile 

d’étudier le rôle de l’ATPe. Le TME est un site hypoxique et acide, fortement infiltré par les 

macrophages, en particulier les macrophages associés aux tumeurs (tumour-associated macrophages 

(TAM)) et d’autres cellules de la lignée myéloïde, comme les MDSCs, avec une forte activité 

immunosuppressive ou avec une activité de présentation antigénique réduite (par exemple les DC 

associées aux tumeurs) (Munn and Bronte 2016). Les lymphocytes suppresseurs ou Tregs sont 

également parfois surreprésentés dans le TME (Munn and Bronte 2016). Plusieurs facteurs 

immunosuppresseurs s’accumulent dans le TME tels que le TGF-β, l’arginase, l’indoleamine 2,3-

deoxygenase (IDO), l’IL-10 et le VEGF ainsi que d’autres facteurs de croissance, des cytokines, 

chimiokines et des métalloprotéases matricielles (MMP). L’ATP conduit au recrutement des cellules 

inflammatoires bien que le mécanisme ne soit pas très bien connu. Il a également été démontré que 

l’ATP contribuait aux fonctions immunosuppressives des MDSCs par la génération d’AMP, un stimulus 

pour la formation d’arginase et la libération de TGF-β et d’oxyde nitrique (Bianchi et al. 2014). Dans le 

TME, les cellules immatures dérivées des myéloïdes peuvent en principe se différencier en DC 

myéloïdes immunogènes activées, en macrophages inflammatoires M1 ou en cellules plutôt 

immunosuppressives qui favorisent la résolution de l’inflammation, et la régénération tissulaire 

(Goldszmid, Dzutsev, and Trinchieri 2014). Il est connu que les nucléotides extracellulaires peuvent 

moduler la différenciation des DC (Sala et al. 2001; La Sala et al. 2002). Cependant leur rôle sur la 

différenciation des MDSCs et d’autres cellules myéloïdes dans le TME n’est pas connu. Les DC 

expriment un large répertoire de récepteurs P2 qui rendent ce type de cellules sensibles à une 

régulation fine par des nucléotides extracellulaires (Ferrari et al. 2000) notamment sur les propriétés 

migratoires des DC immatures (Idzko et al. 2002). Les DC en culture en présence d’ATP à de faibles 

concentrations peuvent subir une maturation atypique, générant des DC qui orientent les LT vers un 

phénotype favorisant la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-10 et associé à une capacité limitée à initier 

une réponse de type Th1, et s’orientant plutôt vers une différenciation en Th2 et Tregs 

immunosuppressifs (La Sala et al. 2002). En revanche, les concentrations en ATP les plus élevées 

déclenchent une libération importante d’IL-1β qui favorise une réponse immunitaire Th1 (Mutini et al. 

1999; Ghiringhelli et al. 2009).  

Vis-à-vis particulièrement de la différentiation et de la stimulation des Tregs, l’ATP, en 

interférant avec la différenciation des DC, peut entrainer une différenciation excessive des Tregs dans 

le TME (Lecciso et al. 2017; Trabanelli et al. 2012), bien que le mécanisme précis ne soit pas clair. A 
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l’inverse, l’ATP peut directement diminuer le nombre de Tregs dans le TME, car ce type cellulaire est 

sensible à la mort cellulaire induite par P2X7 (Aswad, Kawamura, and Dennert 2005). Il peut également 

inhiber les fonctions des Tregs en favorisant la dégradation de la protéine FOXP3 via l’activation de 

HIF1α médiée par P2X7 (Dang et al. 2011; Amoroso et al. 2015). 

Dans les tumeurs solides, les agents antinéoplasiques qui induisent l’ICD, comme les 

anthracyclines et l’oxaliplatine, stimulent une réponse immunitaire spécifique de la tumeur qui peut 

favoriser le succès du traitement. La libération d’ATP par les cellules mourantes constitue une 

caractéristique de l’ICD. L’ATP libérée au cours de l’ICD fonctionne comme un signal « find me » qui 

attire les phagocytes sur le site de l’ICD. En outre, la stimulation purinergique de ces cellules par l’ATP 

peut entrainer l’activation de l’inflammasome (Ghiringhelli et al. 2009; Martins et al. 2009; Aymeric et 

al. 2010). En particulier, les patientes atteintes d’un cancer du sein et porteuses de la mutation E496A 

entrainant une perte de fonction de P2X7 ont présenté une dissémination plus agressive du cancer 

pendant le traitement par chimiothérapie (Ghiringhelli et al. 2009). Le renforcement de l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 par P2X7 dans les cellules myéloïdes favorise la réponse antitumorale des LT 

CD8+ infiltrant la tumeur (Li et al. 2019). En conséquence, les souris déficientes pour P2X7 greffées avec 

une tumeur ont présenté une absence d’infiltration inflammatoire et une progression accélérée de la 

tumeur (Adinolfi et al. 2015). Une autre étude de Hofman et collaborateurs a également démontré le 

rôle de P2X7 dans l’immunité antitumorale dans un modèle de carcinogénèse in situ associée à la colite 

(Hofman et al. 2015). Dans cette étude, les auteurs ont étudié le rôle de P2X7 dans le modèle de 

carcinogénèse associé à la colite et démontré en utilisant des souris déficientes ou un antagoniste 

pharmacologique spécifique de P2X7, que l’activité de P2X7 réprime le développement tumoral. Ils ont 

démontré que l’inactivation de P2X7 conduit à une surproduction de TGB1, un recrutement de Tregs 

dans les lésions inflammatoires et une prolifération des cellules épithéliales coliques médiée par le 

TGFB1.  

 Par ailleurs, la signalisation passant par la GMP-AMP synthase cyclique stimulant les gènes de 

l’interféron (cGAS-STING) est impliquée dans la détection des tumeurs par les cellules immunitaires 

innées (Deng et al. 2014; Woo et al. 2014). Récemment, il a été démontré que l’activation de P2X7 

facilite le transfert de cGAMP dérivé de la tumeur vers les TAM, ce qui renforce la réponse interféron 

de type I dépendante de STING et l’immunogénicité de la tumeur (Zhou et al. 2020). Enfin il a été 

démontré que la stimulation de P2X7 à la surface des DC potentialisait l’efficacité des traitements 

basés sur le blocage des points de contrôle immunitaires chez les souris atteintes d’un cancer du 

poumon non à petites cellules en augmentant la production d’IL-18. En effet, la stimulation de P2X7 a 

conduit à l’augmentation d’IL-18 lié à l’activation de l’inflammasome. A son tour l’IL-18 active les NK 

et les LT CD4+ pour produire de l'IFN-γ et par conséquent augmente l’immunogénicité des tumeurs. De 
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plus, l’activation de P2X7 combinée à l’inhibiteur de point de contrôle immunitaire anti-PD-1 permet 

une régression tumorale, suivie de l’établissement d’une réponse immunitaire mémoire robuste 

(Douguet et al. 2021). 

D’autre part, P2X7 est exprimé par les cellules immunosuppressives innées, telles que les 

MDSC, où son activité peut favoriser la production de ROS, l’accumulation d’Arginase-1 et la libération 

de TGF-β, favorisant ainsi l’immunosuppression (Bianchi et al. 2014). En accord avec 

l’immunosuppression innée médiée par P2X7, il a été récemment démontré que P2X7 est fortement 

exprimé dans les TAMs et stimule la polarisation de type M2 via la dérégulation de la phosphorylation 

de STAT6 et IRF4 à la fois in vivo et in vitro (Qin et al. 2020). 

Dans l’ensemble, ces résultats montrent que l’activité de P2X7 peut moduler différentes 

cellules du système immunitaire inné dans le TME avec des résultats opposés sur le contrôle de la 

croissance tumorale (Figure 14).  

En revanche, comme décrit dans la section 4.2.5, P2X7 joue un rôle positif dans l’établissement 

et le maintien de LT CD8+ murins centraux mémoires et résidant dans les tissus (Trm) à longue durée 

de vie (Borges da Silva et al. 2018)(Borges da Silva et al. 2020). Ces résultats sont difficiles à concilier 

avec les études montrant que l’activité de P2X7 in vivo entraine une déplétion spécifique des Trm 

(Stark et al. 2018) et des LT effecteurs mémoires (Hashimoto-Hill et al. 2017). Il a été démontré que les 

nucléotides extracellulaires libérés lors d’une infection ou d’une lésion tissulaire épuisent les Trm par 

l’intermédiaire de P2X7, à moins qu’ils ne soient stimulés par un TCR qui internalise fortement P2X7 

(Stark et al. 2018) comme le montrent les cellules Tfh de l’intestin grêle (Proietti et al. 2014). En raison 

des propriétés de canal ionique et macropore du récepteur, P2X7 pourrait contribuer au maintien 

autonome du pool de LT mémoires à l’état stable en favorisant l’activité mitochondriale par le biais de 

son activité de canal ionique permettant l’influx tonique de Ca2+. Des concentrations élevées d’ATPe 

(par exemple au cours d’une inflammation) sans engagement concomitant du TCR entraineraient 

l’ouverture du macropore et la mort cellulaire, sélectionnant ainsi les seules cellules stimulées par 

l’antigène capables quant à elles de résister à la mort induite par l’ATPe (Figure 14).  



 

69 
 

 

Figure 14 : Influence de l’activité de P2X7 sur les cellules tumorales et le système immunitaire 
(A) Dans les cellules tumorales, la stimulation de P2X7 par l’ATPe entraine un influx de Ca2+, l’activation 

des voies de signalisation NF-κB, PI3K/AKT conduisant à la translocation nucléaire de HIF1α et NF-κB, 
l’augmentation de la prolifération et de la migration cellulaire, et la sécrétion de VEGF. De plus, la 
stimulation de P2X7 régule à la hausse le transporteur de glucose GLUT-1, favorisant la voie 
glycolytique et la phosphorylation oxydative qui permettent aux cellules tumorales de proliférer in 
vitro en l’absence de sérum. 

(B) Dans le TME, l’ATPe est associée à des effets bénéfiques (résumé dans l’encadré à gauche) comme à 
des effets délétères vis-à-vis des réponses immunitaires antitumorales (encadré de droite). Dans le 
TME, l’ATPe est libérée par les cellules tumorales et peut fonctionner comme un DAMP, induisant le 
recrutement et l’activation des macrophages et des DC. L’activation de P2X7 par l’ATPe déclenche 
plusieurs réponses dans les DC, telles que la maturation, la migration et la présentation des antigènes. 
De plus, la libération de K+ conduit à l’activation de l’inflammasome NLRP3 et à la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-18, et IFN de type I. L'activation de P2X7 
favorise l'immunosuppression par les MDSC en stimulant la libération de ROS, d'arginase 1 (ARG1) et 
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de TGF-β1, ce qui, à son tour, conduit à l'expansion des Tregs. En outre, P2X7 favorise la conversion 
des macrophages de type M1 en M2. L'activité de P2X7 dans les TILs favorise la sénescence cellulaire 
induite par le stress, limitant ainsi leur expansion et leur activité cytotoxique. D’après (Grassi and De 
Ponte Conti 2021).  
 

2.3.1. P2X7 dans la réponse des LT antitumoraux.  
Dans les tumeurs solides, l’étendue de l’infiltration des LT est corrélée à un meilleur pronostic 

pour les patients. A l’origine, il a été constaté dans le mélanome cutané primaire que l’abondance des 

lymphocytes infiltrant la tumeur avait une forte valeur prédictive de l‘augmentation de la survie (Clark 

et al. 1989). Par la suite, il a été démontré que la présence de LT intratumoraux était corrélée à une 

amélioration des résultats cliniques dans les cas du carcinome ovarien avancé (Zhang et al. 2003). Le 

rôle de l’immunité adaptative dans le contrôle de la croissance tumorale a également été suggéré dans 

les cancers colorectaux, ou l’accumulation de LT mémoires et effecteurs était associée à une 

diminution de la dissémination et à une survie prolongée (Pagès et al. 2005).  

L’absence d’infiltration inflammatoire et l’accélération de la progression tumorale chez les 

souris déficientes pour P2X7 suggèrent son rôle bénéfique dans le contrôle de la croissance tumorale 

et dans les réponses immunitaires antitumorales (Adinolfi et al. 2015). A l’inverse, le blocage 

pharmacologique de P2X7 avec A740003 a montré des effets contradictoires. L’immunophénotypage 

des cellules infiltrant la tumeur chez des souris déficientes pour P2X7 et chez les souris traitées avec 

A740003 a révélé une composition différente des sous-populations de LT. Une forte diminution des LT 

effecteurs CD8+ et une augmentation des Tregs ont distingué les tumeurs implantées dans les souris 

déficientes pour P2X7. Dans cette étude, l’antagoniste de P2X7 induit une augmentation des LT 

effecteurs tout en laissant inchangés les nombres de LT CD8+ et Tregs, ce qui suggère que l’inhibition 

de P2X7 affecterait plutôt l’expansion des LT effecteurs (De Marchi et al. 2019). Plus récemment, il a 

été démontré que l’inhibition de l’activité de la MAPK p38, dont l’activité peut être stimulée par P2X7, 

influence positivement l’expansion cellulaire, la différenciation, le stress oxydatif et le stress 

génomique des LT antitumoraux, améliorant ainsi l’activité tumoricide des LT murins et renforçant la 

compétence des LT humains réactifs aux tumeurs et issus du génie génétique (Gurusamy et al. 2020). 

L’absence de P2X7 dans les LT est corrélée à une signature transcriptionnelle associée à une réponse 

accrue des LT cytotoxiques dans les tumeurs solides humaines. Ainsi selon ce modèle, le ciblage de 

P2X7 dans les TILs effecteurs pourrait permettre un « rajeunissement » capable de soutenir la réponse 

antitumorale (Romagnani et al. 2020).  

2.3.2. La signalisation purinergique dans la mort immunogénique  
La mort cellulaire immunogénique (ICD) est un type de mort cellulaire associé à la libération 

de DAMPs dans l’espace extracellulaire, comme la libération d’ATP et de la protéine B1 du groupe à 

haute mobilité (HMGB1), ou bien à l’exposition de DAMPs sur la membrane plasmique telle que 
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l’exposition de la calréticuline (Kroemer et al. 2013; Galluzzi et al. 2017). Plusieurs agents 

chimiothérapeutiques comme les anthracyclines et l’oxaliplatine déclenchent l’ICD, transformant ainsi 

les cellules tumorales mourantes en un « vaccin » endogène qui fournit simultanément l’antigène 

(sous la forme d’antigènes tumoraux) et l’adjuvant (DAMPs libérés ou exposés en surface). De cette 

façon, une réponse immunitaire efficace contre les tumeurs peut être générée et pourra favoriser 

l’efficacité thérapeutique à long terme. Il a été démontré que l’ATPe joue un rôle central dans l’ICD 

(Kepp et al. 2017). L’immunogénicité des cellules mourantes par ICD repose sur leur capacité à 

augmenter la stimulation des LT CD4+, CD8+, Th17 par les DC et à promouvoir une réponse immunitaire 

cytotoxique antitumorale efficace (Garg et al. 2014). La stimulation de l’inflammasome NLRP3 par 

l’activation de P2X7, dans un modèle murin de cancer du sein, s’est avérée entrainer la maturation et 

la libération de l’IL-1β par les DC. De plus, la radiothérapie semble également capable de déclencher 

la libération d’ATP par les mélanomes murins B16 via P2X7, ce qui suggère un rôle de P2X7 dans l’ICD 

radio-induite, mais aussi, plus largement, dans les lésions cellulaires radio-induites (Ohshima et al. 

2010). 

L’ATPe a également un rôle dans l’immunostimulation. L’ATPe remplit deux fonctions 

principales : elle agit comme un signal chimiotactique pour les cellules myéloïdes, en se liant au 

récepteur P2Y2 (Elliott et al. 2009) et elle favorise, au travers de P2X7, l’activation de l’inflammasome 

et donc la sécrétion dépendante de la caspase 1, de formes matures de l’IL-1β et de l’IL-18 (Perregaux 

et al. 2000) (Figure 15). Il est important de noter que ces deux effets sont nécessaires à l’activation 

optimale des réponses immunitaires spécifiques des tumeurs par des chimiothérapies immunogènes. 

Cela a été démontré chez les souris déficientes pour les gènes P2ry2, P2rx7, Casp1, et IL18 ainsi que 

chez des souris dépourvues du gène Nlrp3 ou IL1r1, ou celles traitées avec un antagoniste des 

récepteurs purinergiques (suramine) ou un anticorps bloquant l’IL-1β (Ghiringhelli et al. 2009; Aymeric 

et al. 2010). Dans ce contexte, les précurseurs des DC, recrutés dans le TME par l’intermédiaire de 

l’ATP libérée par les cellules cancéreuses succombant à l’ICD induite par la chimiothérapie, sont 

stimulés par les molécules dérivées de l’activation de l’inflammasome et migrent vers les ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur ou les structures lymphoïdes tertiaires pour amorcer l’immunité 

adaptative antitumorale. Les précurseurs des DC recrutent également une population de LT γδ 

productrice d'IL-17 qui est essentielle à la stimulation des LT cytotoxiques CD8+ (Ma et al. 2011).  

Il a été récemment démontré que l’activité chimiotactique de l’ATP sur les DC implique 

également P2X7 et la pannexine-1, ce qui suggère l’existence d’une boucle de rétroaction positive par 

laquelle les réserves intracellulaires d’ATP peuvent contribuer à la capacité migratoire des DC (Saéz et 

al. 2017). En outre, des niveaux élevés d’ATPe semblent induire une pyroptose dans les macrophages 

intratumoraux exprimant P2X7, ce qui favorise l’immunité antitumorale médiée par les LT (Bidula et 
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al. 2019). Cependant, l’ATPe peut avoir des fonctions tumorigènes directes. Plus précisément, la 

libération d’ATP par les plaquettes déclenche une cascade de signaux dépendante de P2Y2 qui favorise 

l’extravasation tumorale et la dissémination métastatique lors de l’ouverture des barrières 

endothéliales (Schumacher et al. 2013; Chen et al. 2019) (Figure 15). 

 

Figure 15 : Immunostimulation par l’ATP extracellulaire  
L’ATPe exerce des effets chimiotactiques sur les cellules myéloïdes en se liant au récepteur 
purinergique P2Y2 et favorise la sécrétion dépendante de l’inflammasome de l’IL-1β et de l’IL-18 en se 
liant au récepteur P2X7. Ces effets sont essentiels pour que les DC puissent activer les LT cytotoxiques 
CD8+ contre les antigènes dérivés de la tumeur et donc initier une immunité adaptative 
anticancéreuse. Parallèlement, l’ATPe déclenche la pyroptose dans les macrophages associés aux 
tumeurs (TAM), ce qui a pour effet d’appauvrir le TME en cellules immunosuppressives et d’émettre 
des signaux immunostimulants dépendant de la pyroptose. D’après (Kepp et al. 2021). 
 

III- Les voies de manipulations pharmacologiques et 

biologiques de la signalisation purinergique  

1. La signalisation purinergique et les points de contrôle immunitaires  
1.1. Les points de contrôle immunitaires classiques  

Le développement d’inhibiteurs des points de contrôle immunitaires (Immune checkpoint 

inhibitors (ICI)) est une avancée majeure dans le domaine de l’immuno-oncologie. Les cellules 

tumorales échappent à l’immunosurveillance et progressent grâce à différents mécanismes, 

notamment la manipulation positives des voies de contrôle immunitaires qui suppriment les réponses 

antitumorales. Les ICI réactivent les réponses immunitaires antitumorales en bloquant les voies de 

signalisation co-inhibitrices et favorisent l’élimination des cellules tumorales.  
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1.1.1. CTLA-4  
Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) a été découvert dans une bibliothèque d’ADNc de 

LT cytotoxiques. Cette molécule appartient à la superfamille des immunoglobulines et est exprimée 

principalement par les LT activés (Brunet et al. 1987). Bien que CTLA-4 se lie aux mêmes ligands B7 

(CD80 et CD86) sur les cellules B et les CPA que son homologue CD28, la stimulation de CTLA-4 

n’entraine pas l’activation des LT mais conduit à l’inhibition de la production des anticorps dépendants 

des LT et la prévention des rejets d’allogreffes (Lenschow et al. 1992; Linsley et al. 1992) (Figure 16). 

En 1994, il a été découvert que la cinétique de l’expression de CTLA-4 était différente de celle de CD28. 

Alors que CD28 est exprimé sur les LT naïfs, l’expression de CTLA-4 est induite 2 à 3 jours après la 

stimulation des LT médiée par le TCR et CD3. Le blocage de l’interaction entre CTLA-4 et les molécules 

B7 par des anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 entraine une potentialisation de la réponse réactive, 

en lien avec l’inhibition du signal inhibiteur dépendant de CTLA-4 (Walunas et al. 1994). Par 

conséquent, alors que la liaison de CD28 est importante pour l’activation complète des LT, 

l’engagement de CTLA-4 constitue une voie d’inhibition de l’activation des LT. Ce rôle de CTLA-4 a été 

corroboré in vivo par la génération de souris déficientes pour CTLA-4 (Waterhouse et al. 1995). Ces 

souris se développent normalement jusqu’à la naissance, mais présentent ensuite un syndrome 

lymphoprolifératif conduisant à une infiltration diffuse de lymphocytes dans de nombreux organes, y 

compris le myocarde. En général, ces animaux succombent de maladies auto-immunes dès l’âge de 3 

à 4 semaines. Les LT de ces animaux présentent un phénotype hautement activé et prolifèrent plus 

intensément suite à leur stimulation, que les LT sauvages. Le nombre de LT CD4+ et CD8+ augmente 

fortement mais leur ratio reste inchangé. Ces résultats indiquent que CTLA-4 joue un rôle important 

dans la régulation de l’activation des LT. Ces connaissances sur le mécanisme d’action de CTLA-4 ont 

conduit à l’hypothèse que le blocage de CTLA-4 pouvait restaurer les réponses immunitaires 

antitumorales. 

Un certain nombre de modèles différents ont été proposés pour expliquer le mécanisme de la 

fonction de CTLA-4. Le plus simple d’entre eux implique une compétition entre CD28 et CTLA-4 pour la 

liaison du ligand, ce qui a été proposé parallèlement à d’autres modèles de signalisation inhibitrice 

intrinsèque à la cellule (Walker and Sansom 2015; Rudd 2008; Bour-Jordan et al. 2011). Cependant, les 

LT CD4+ des souris déficientes pour CTLA-4 présentent un phénotype hyperactivé et pathogène. La 

présence de cellules exprimant CTLA-4 dans des souris chimériques peut prévenir la maladie et 

normaliser le phénotype des LT CD4+ déficients pour CTLA-4 par un mécanisme dominant extrinsèque 

à la cellule (Mak et al. 1999). 

Un mécanisme moléculaire qui va dans le sens d’un rôle extrinsèque dominant de CTLA-4 est 

la capture physique de CD80 et CD86, et leur élimination ultérieure des CPA : un processus connu sous 
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le nom de trans-endocytose (Qureshi et al. 2011). La trans-endocytose nécessite la reconnaissance du 

peptide par les LT et représente un mécanisme spécifique de l’antigène pour contrôler les niveaux 

d’expression de CD80 et CD86 sur les CPA. En résumé, CTLA-4 est une molécule hautement endocytaire 

qui se lie à deux ligands distincts, CD80 et CD86, ce qui entraine leur élimination des CPA opposées. En 

utilisant la trans-endocytose, CTLA-4 peut agir comme un mécanisme de régulation immunitaire en 

réduisant directement la capacité des CPA à stimuler via CD28. Ce concept permet d’expliquer 

pourquoi un récepteur agoniste et un récepteur antagoniste partagent les mêmes ligands et englobe 

la nature endocytique de CTLA-4. Dans l’ensemble, ce modèle suggère que le système CD28/CTLA-4 

peut réguler l’activation des LT à la hausse ou à la baisse.  

 Dans une première étude réalisée par Allison et ses collaborateurs (Leach, Krummel, and 

Allison 1996), l’administration d’un anticorps monoclonal antagoniste de CTLA-4 a permis le rejet d’un 

carcinome du colon murin ou d’un sarcome murin. Les tumeurs établies ont été rejetées par ce 

traitement et les souris étaient protégées d’une seconde inoculation de ces tumeurs. Cependant, dans 

les tumeurs plus agressives et moins immunogènes, comme le mélanome murin B16, l’anti-CTLA-4 

n’était guère efficace en tant que traitement unique. Associé à un vaccin contre les cellules tumorales 

exprimant le GM-CSF, le taux de rejet tumoral a pu être amélioré pour passer de 16% pour le vaccin 

seul à 80% pour le traitement combiné (Van Elsas, Hurwitz, and Allison 1999). L’ipillimumab, un anti-

CTLA-4, est le premier ICI à avoir été autorisé dans le traitement des mélanomes métastatiques. 

Cependant, le blocage de CTLA-4 chez l’homme est accompagné d’importants effets secondaires, 

incluant des colites, hépatites, dermatites, et uvéites. Lever les points de contrôle immunitaires semble 

donc efficace seul ou en combinaison à d’autres traitements mais est également associé à des effets 

secondaires importants, mais cliniquement souvent sans gravité sur le long terme. 

 

1.1.2. PD-1/PD-L1 
 Le gène PDCD1 codant pour la protéine PD-1 a été découvert en 1992 par l’équipe de Honjo 

(Ishida et al. 1992) comme un gène codant pour une protéine appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines, dont l’expression était induite dans les thymocytes mourants, d’où son nom de 

récepteur de la mort programmée (Programmed cell death protein 1). Il a été démontré par la suite 

que l’expression de PD-1 était induite dans les lymphocytes et les monocytes lors de l’activation des 

cellules et n’était pas impliquée dans l’apoptose. PD-1 est un inhibiteur des réponses immunitaires 

innées et adaptatives, et est exprimé sur les LT activés, les NK, les lymphocytes B, les macrophages, les 

DC et les monocytes (Ahmadzadeh et al. 2009). Il est à noter que PD-1 est également fortement 

exprimé sur les LT spécifiques des tumeurs. Les facteurs de transcription tels que NFAT, NOTCH, 

FOXO1, IRF9 peuvent déclencher la transcription de PD-1 (Staron et al. 2014). PD-1 joue deux rôles 
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opposés, car il peut être à la foi bénéfique et néfaste. En ce qui concerne ses effets bénéfiques, il joue 

un rôle clé dans la réduction de la régulation des réponses immunitaires inefficaces ou néfastes et dans 

le maintien de la tolérance immunitaire. Cependant PD-1 provoque la prolifération des cellules 

malignes en interférant avec les réponses immunitaires antitumorales. Les souris déficientes en PD-1 

développent tardivement une arthrite systémique et une glomérulonéphrite après croisement avec 

des souris transgéniques exprimant un TCR autoréactif. Ces animaux développent un syndrome létal, 

avec une infiltration de cellules inflammatoires dans le derme, les poumons, les reins et d’autres tissus 

(Nishimura et al. 1999). Peu de temps après sa découverte, les gènes codants pour les ligands de PD-

1, PD-L1 et PD-L2, ont été clonés, montrant que ces molécules appartiennent à la famille B7 (Freeman 

et al. 2000; Latchman et al. 2001). Bien que la distribution tissulaire de ces ligands semble être 

différente, avec une expression plus large de PD-L1 et une expression plus restreinte au lignage des 

cellules hématopoïétiques de PD-L2, l’engagement de PD-1 sur le LT entraine une régulation négative 

de la signalisation médiée par le TCR, ce qui aboutit à une absence de réponse fonctionnelle des LT 

(Figure 16). PD-L1 est généralement exprimé par les macrophages, certaines LT et lymphocytes B 

activés, les DC et certaines cellules épithéliales, en particulier dans des conditions inflammatoires 

(Sharpe et al. 2007). En outre, PD-L1 est exprimé par les cellules tumorales comme un "mécanisme 

immunitaire adaptatif" pour échapper aux réponses antitumorales (Ohaegbulam et al. 2015). 

L’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales peut résulter de mécanismes intrinsèques, comme la 

délétion de PTEN qui active la voie de la PI3K, ou de stimuli extrinsèques tel que l’IFN-γ sécrété par les 

LT activés environnants (Parsa et al. 2007; Pardoll 2012). Cette expression de PD-L1 rend inactifs les LT 

spécifiques de la tumeur et, par conséquent, peut être un mécanisme d’échappement tumoral. En 

effet, le blocage de l’interaction entre les cellules tumorales exprimant PD-L1 et les LT spécifiques de 

la tumeur exprimant PD-1 renforce l’activité cytotoxique des LT (Iwai et al. 2002; Hirano et al. 2005).  

PD-L1 est associé à un environnement immunitaire riche en LT CD8+, à la production de 

cytokines Th1 ainsi que d’inférons et a des caractéristiques d’expression génique spécifiques. Il a été 

démontré que l’IFN-γ régule à la hausse PD-L1 dans les cellules du cancer de l’ovaire, ce qui est 

responsable de la progression de la maladie, tandis que l’inhibition du récepteur à l’IFN-γ peut réduire 

l’expression de PD-L1 dans les modèles de souris atteints de leucémie myéloïde aiguë par le biais des 

voies MEK/ERK et MYD88/TRAF6 (Abiko et al. 2015). L'IFN-γ induit la PKD2, qui est importante pour la 

régulation de PD-L1. L’inhibition de l’activité de PKD2 inhibe l’expression de PD-L1 et favorise une forte 

réponse immunitaire antitumorale. Les cellules NK secrètent l 'IFN-γ par l’intermédiaire des voies JAK1, 

JAK2 et STAT1, ce qui augmente l’expression de PD-L1 à la surface des cellules tumorales (Bellucci et 

al. 2015). Des études sur des cellules de mélanome ont montré que l’IFN-γ sécrété par le LT via la voie 

JAK1/JAK2-STAT1/STAT2/STAT3-IRF1 peut réguler l’expression de PD-L1. Les cellules T et NK semblent 
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sécréter l’IFN-γ, qui induit l’expression de PD-L1 à la surface des cellules cibles, y compris les cellules 

tumorales (Garcia-Diaz et al. 2017).  

La signalisation par PD-L1 rend les cellules tumorales insensibles à l’apoptose induite par les 

LT, ce qui suggère que PD-L1 est une molécule anti-apoptotique présente dans les cellules cancéreuses 

(Azuma et al. 2008). PD-L1 agit comme un facteur pro-tumorigène dans les cellules cancéreuses en se 

liant à ses récepteurs et activant les voies de signalisation de la prolifération et de la survie (Dong et 

al. 2018). Cette découverte indique que PD-L1 est impliqué dans la progression tumorale. En outre, il 

a été démontré que PD-L1 exerce des effets prolifératifs non immunitaires sur une variété de types de 

cellules tumorales. Par exemple, PD-L1 a induit une transition épithélio-mésenchymateuse et des 

phénotypes de type cellule souche dans des cellules de cancer du rein, ce qui indique que la présence 

de la voie intrinsèque de PD-L1 favorise la progression du cancer du rein (Nunes-Xavier et al. 2019). 

 Le Nivolumab, un anti-PD-1 a ensuite été autorisé dans le traitement du mélanome 

métastatique.  

 

 
Figure 16 : Effet des anticorps anti-points de contrôle immunitaires  
Les anticorps ciblant CTLA-4 vont empêcher l’interaction entre CTLA-4 sur le lymphocyte T et 
CD80/CD86 ou B7 sur la cellule présentatrice d’antigène. Ceci permet l’activation du LT dirigé contre 
la tumeur. Les anticorps ciblant les points de contrôle immunitaires PD-1 et PD-L1 vont empêcher 
l’interaction entre ce récepteur et ses ligands et donc empêcher l’inhibition du LT dirigé contre la 
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cellule tumorale. Ce blocage efficace va permettre l’élimination de la cellule tumorale. D’après (Ramos-
Casals et al. 2020). 
 

 A ce jour, des centaines d’essais cliniques de phases I et II et de phases III/IV sont menés dans 

le monde afin d’évaluer l’efficacité de plusieurs ICI en monothérapie ou en thérapie combinée.  

1.2. CD39 et CD73 comme nouveaux points de contrôle 
immunitaires. 

1.2.1. CD39 et CD73 dans le TME  
Les médiateurs purinergiques, tels que l’ATP et l’adénosine sont présents en forte 

concentration dans le TME. L’ATP est dégradée en adénosine par l’activité séquentielle de la voie 

CD39/CD73. Cela génère un environnement immunosuppresseur riche en adénosine. Le concept de 

bloquer l’activité des ectonucléotidases CD39 ou CD73 ou d’inhiber la fixation de l’adénosine sur son 

récepteur afin de promouvoir une meilleure réponse antitumorale a alors intéressé de nombreuses 

équipes. CD73 est une source majeure d’adénosine dans la signalisation purinergique, cette enzyme 

hydrolyse l’AMP en adénosine qui est capable d’activer les quatre récepteurs P1 à l’adénosine A1, A2A, 

A2B, et A3. CD73 est également une molécule de signalisation et d’adhésion qui module l’interaction 

des cellules avec les composants de la matrice extracellulaire. CD73 joue donc un rôle central dans la 

régulation des propriétés invasives et métastatiques des cancers. Une thérapie anti-CD73 semble donc 

être une approche prometteuse pour le traitement des cancers dans le futur. 

1.2.2. CD39 dans l’immunité antitumorale  
L’expression de CD39 joue un rôle permissif dans des modèles murins de métastases 

hépatiques basée sur injection intraveineuse de cellules de mélanome B16-F10 et de cellules de 

cancers du côlon MC-26 (Künzli et al. 2011). La croissance des tumeurs métastatiques du mélanome a 

été fortement diminuée chez les souris déficientes pour CD39, ou celles reconstituées avec de la 

moelle osseuse de cellules déficientes pour CD39 (Sun et al. 2010). En utilisant des souris chimériques, 

il a été démontré que les cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques exprimant CD39 

contribuent à l’échappement des cellules tumorales. Notamment l’expression de CD39 par les Tregs 

semble essentielle pour la croissance tumorale (Sun et al. 2010). Chez les souris transgéniques 

surexprimant CD39, on observe une croissance rapide des métastases hépatiques dérivées de la lignée 

cellulaire colorectale MC-26. En conséquence, l’injection intrasplénique de cellules MC-26 a produit 

des métastases hépatiques qui étaient significativement plus grandes chez ces animaux, soulignant 

encore le rôle de CD39 dans la croissance métastatique des tumeurs (Künzli et al. 2011). Le traitement 

avec POM1, un inhibiteur pharmacologique de CD39 a aussi significativement limité la croissance 

tumorale. La délétion de CD39 ou son inhibition directe supprime également de manière efficace 

l’angiogenèse tumorale dans plusieurs modèles (Feng et al. 2011; Jackson et al. 2007). La délétion 
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génétique de CD39 avec l’inhibition de l’angiogenèse entraine une diminution de la croissance des 

tumeurs LLC et B16-F10 implantées tout en inhibant le développement de métastases pulmonaires. 

On observe donc une corrélation inverse entre l’expression de CD39 par les cellules tumorales, les 

lymphocytes infiltrants la tumeur, et l’immunité antitumorale ou l’angiogenèse.  

1.2.3. CD39 dans les cancers humains  
L’expression de CD39 par les tumeurs humaines et les cellules immunitaires infiltrants les 

tumeurs a été largement décrite. Dans certaines études, son expression a été proposé comme un 

marqueur pronostique. L’expression de CD39 est élevée dans le cancer pancréatique et préférentielle 

dans les éléments vasculaires et stromales (Künzli et al. 2007). Etonnamment, des taux élevés d’ARNm 

de CD39 dans les tissus sont corrélés à une meilleure survie à long terme après une résection tumorale 

(Künzli et al. 2007). Une étude ultérieure menée dans le cadre d’un carcinome colorectal humain a 

révélé une expression accrue de CD39 à la fois dans les tumeurs primaires et les métastases, bien qu’il 

ait été proposé que la combinaison de CD39 et CD73, plutôt que CD39 seul, puisse avoir une meilleure 

valeur pronostique (Zhang et al. 2019). Une autre étude a montré une expression élevée de CD39 dans 

les cellules myéloïdes de cancers ovariens. Ces cellules CD39+ sont capables de supprimer les LT 

effecteurs CD4+ via la génération d’adénosine, et ce phénomène est supprimé par le blocage de CD39 

(Montalbán del Barrio et al. 2016). Dans le cadre des hémopathies malignes, les LT CD4+ et CD8+ CD39+ 

sont surreprésentés dans les lymphomes folliculaires par rapport aux ganglions lymphatiques normaux 

ou dans le sang périphérique (Hilchey et al. 2009). L’expression de CD39 est associée à la production 

d’adénosine qui joue un rôle inhibiteur sur l’immunité antitumorale effectrice. Chez les patients 

atteints de leucémie lymphoïde chronique, une forte expression de CD39 a été observée dans les LT 

CD4+ et CD8+ et était associée à un stade avancé de la maladie (Pulte et al. 2011).  

1.2.4. CD73 dans l’immunité antitumorale  
Plusieurs études se sont intéressées au rôle de CD73 dans l’immunité antitumorale (Stagg et 

al. 2011; Yegutkin et al. 2011; Stagg et al. 2012; L. Wang et al. 2011). La déficience en CD73 est associé 

à un retard de croissance tumorale dans de multiples modèles de tumeurs transplantables, 

notamment le cancer du côlon MC-38, le lymphome EG7, les tumeurs ovariennes ID8, le mélanome 

B16-F10 et les tumeurs prostatiques TRAMP-C1 (Yegutkin et al. 2015; Stagg et al. 2010; Wang et al. 

2011). En fonction du modèle, l’effet protecteur dépend des LT CD8+, des NK, ou de la sécrétion d’IFN-

γ. Il a été démontré en utilisant des souris chimériques que l’expression hématopoïétique et non 

hématopoïétique de CD73 contribuait à l’échappement tumoral. Parmi les cellules hématopoïétiques, 

l’expression de CD73 sur les Tregs semble favoriser la croissance tumorale ce qui en accord avec le rôle 

immunosuppresseur de l’adénosine dérivée de CD73. En ce qui concerne le compartiment non 

hématopoïétique, l’expression de CD73 a été détectée sur les cellules endothéliales associées à la 
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tumeur, et associée à une réduction de l’expression d’ICAM-1. Il a été suggéré que CD73 limite le 

recrutement des LT vers la tumeur (Wang et al. 2011). Ceci semble cohérant avec une étude montrant 

que l’accumulation de LT CD8+ transférés a été augmentée à la fois dans la tumeur et dans les ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur de souris déficientes en CD73. D’autres résultats suggèrent que CD73 

dérivé de l’endothélium peut également réguler la migration des cellules tumorales à travers 

l’endothélium vasculaire. 

1.2.5. CD73 dans les cancers humains 
L’expression de CD73 dans le TME de divers types de cancers est au moins en partie due à 

l’hypoxie et à l’activation de facteurs de transcription HIF (Hatfield et al. 2014; Vaupel and Mayer 2016; 

Sitkovsky et al. 2014). Les voies de signalisation tumorales, telles que WNT, la transition épithélio-

mésanchymateuse, les mutations de TP53 ou KRAS, le TGF-β, et la perte de la signalisation du 

récepteur à l’œstrogène, ont été associées à une augmentation de l’expression de CD73. En 

conséquence, l’adénosine dérivée de CD73 s’accumule dans le TME et exerce de multiples actions 

immunosuppressives pour altérer l’immunité antitumorale (Allard et al. 2016). L’expression de CD73 

et son association avec les caractéristiques clinico-pathologiques ont été étudiées dans plusieurs types 

de cancers humains (Allard et al. 2016). Ces études démontrent qu’un haut niveau d’expression de 

CD73 dans le TME est associé à un plus mauvais pronostic. D’autres études ont identifié CD73 comme 

un marqueur de bon pronostic notamment dans le cancer du sein à bas grade (Supernat et al. 2012) 

et dans le carcinome endométrial (Bowser et al. 2016). La question de savoir si l’expression de CD73 

reste de bon pronostic dans d’autres types de cancers ainsi que celle qui explique les raisons de ce rôle 

ambivalent de CD73, sont des questions importantes qui reste à élucider.  

Des études récentes suggèrent que les concentrations sériques de la forme soluble de CD73 

sont plus élevées chez les patients atteints de cancers par rapport aux individus sains. Une 

augmentation de formes solubles de CD73 dans le sang a également été rapportée chez des patients 

atteints de pancréatite inflammatoire aiguë (Maksimow et al. 2014). L’augmentation des niveaux de 

CD73 soluble dans le sang peut refléter l’inflammation tissulaire ou tumorale. Une autre hypothèse est 

que cette augmentation représente l’hypoxie tissulaire ou tumorale. En effet, il a été démontré 

récemment que les niveaux d’adénosine et de CD73 solubles sanguins sont induits chez des individus 

sains exposés à de hautes altitudes, qui entrainent l’hypoxie tissulaire (Liu et al. 2016).  

1.2.6. Cibler CD39 et CD73 en tant que points de contrôle 
immunitaires 

Etant donné le rôle central de CD39 dans la modulation négative de l’immunité antitumorale, 

au travers de la génération d’adénosine, les stratégies ciblant cette ectonucléotidase représenteraient 

une approche prometteuse dans l’immunothérapie du cancer. Cibler l’adénosine immunosuppressive 
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en inhibant CD39 peut restaurer les réponses immunitaires antitumorales ou booster l’efficacité 

d’autres thérapies antitumorales. Le blocage de l’activité de CD39 peut restaurer l’activité cytotoxique 

des LT CD8+ et des NK après une coculture des PBMCs avec des cellules de mélanome in vitro (Shen et 

al. 2015). De plus, dans le contexte du lymphome folliculaire, le traitement avec un inhibiteur de CD39 

ARL6715 ou avec des antagonistes spécifiques de A2A ou de A2B a permis de surmonter partiellement 

l’hypo-réponse des LT à la stimulation (Hilchey et al. 2009).  

L’efficacité de POM1 dans le blocage de l’activité de CD39 a été démontré dans des modèles 

animaux. Son injection pendant 10 jours limite la croissance du mélanome B16 et de la tumeur 

colorectale MC-38 (Sun et al. 2010). De plus, l’effet obtenu avec POM1 était comparable à l’effet 

obtenu avec des animaux déficients pour CD39 et aucun signe de toxicité n’a pu être observé durant 

toute la durée du traitement. 

Les tentatives visant à réduire les effets immunosuppresseurs de l’adénosine tout en 

renforçant les réponses antitumorales ont été orientées vers le développement d’anticorps 

monoclonaux anti-CD39. Deux anticorps monoclonaux anti-CD39, BY40 et BA54G ont été proposés 

pour bloquer l’activité enzymatique de CD39 (Bastid et al. 2013). Cet anticorps monoclonal BY40 peut 

induire une diminution de la modulation de CD39 à la surface d’une lignée cellulaire NK ainsi que sur 

les Tregs circulants, et diminue l’activité ATPase de CD39 sur les monocytes primaires in vitro. 

Cependant l’efficacité clinique de ces anticorps monoclonaux anti-CD39 n’a pas encore été évaluée.  

En ce qui concerne CD73, les premières observations ont révélé que les anticorps monoclonaux 

anti-CD73 pouvaient renforcer les effets mitotiques de l’anticorps monoclonal anti-CD3 sur les LT 

humains. Il est intéressant de noter que cet effet était indépendant du substrat, ce qui rappelle ce qui 

a été observé après la réticulation d’autres protéines à ancrage GPI, comme CD90, CD48 et CD59 

(Loertscher and Lavery 2002). Sitkovsky et collaborateurs ont ensuite découvert le rôle central du 

récepteur A2A de l’adénosine dans la suppression de l’inflammation et ont démontré par la suite que 

les souris déficientes pour ce récepteur développent une immunité antitumorale accrue (Ohta and 

Sitkovsky 2001; Ohta et al. 2006). En s’appuyant sur l’observation que les souris déficientes en CD73 

présentent également une immunité antitumorale accrue, des études de preuves de concept ont 

démontré le potentiel de la thérapie anti-CD73 dans le cancer (Stagg et al. 2010; Jin et al. 2010). Il a 

été démontré que le blocage de CD73 atténue l’immunosuppression médiée par l’adénosine et réduit 

les métastases (Yegutkin et al. 2011; Hay et al. 2016). Il a également été démontré que le ciblage de 

CD73 supprime la tumorigénèse indépendamment de ses effets de stimulation immunitaire. Par 

exemple, la délétion du gène CD73 dans les cellules tumorales humaines est associée à une diminution 

de l’expression des protéines anti-apoptotiques (Zhi et al. 2010). L’expression de CD73 dans les cellules 
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tumorales augmente également de manière significative leur potentiel métastatique par un 

mécanisme qui ne dépend que partiellement de l’immunosuppression (Stagg et al. 2010). L’activation 

des récepteurs A2B sur les cellules tumorales est probablement un mécanisme important par lequel 

l’adénosine favorise les métastases.  

Le blocage ciblé de CD73 supprime également l’angiogenèse tumorale. Il a en effet été 

démontré que le traitement par anticorps monoclonal anti-CD73 réduit la densité des cellules 

endothéliales vasculaires présentes dans les tumeurs 4T1 (Allard et al. 2014). Les fonctions 

enzymatiques et non enzymatiques de CD73 semblent favoriser l’angiogenèse tumorale. L’activité de 

CD73 dépendante de l’adénosine stimule la production de VEGF et la signalisation FAK (focal adhesion 

kinase, protéine importante pour les phénomènes de migration cellulaire), tandis que l’activité de 

CD73 indépendante de l’adénosine favorise la formation de capillaires par les cellules endothéliales. 

D’autres études ont également suggéré un rôle de CD73 dans la promotion de l’adhésion des cellules 

tumorales aux protéines de la matrice extracellulaire. Par exemple, il a été démontré que CD73 favorise 

l’adhésion des cellules de mélanome à la Tenascin-C, un composant de la matrice extracellulaire, 

indépendamment de son activité enzymatique (Sadej et al. 2008).  

Un anticorps monoclonal anti-CD73, MEDI9447, est actuellement évalué dans le cadre d’un 

essai clinique de phase I chez des patients atteints de cancer (NCT03611556). MEDI9447 se lie à un 

épitope discontinu dans le domaine N-terminal de CD73, ce qui entraine une inhibition non-

compétitive de son activité enzymatique (Geoghegan et al. 2016). Il a été démontré que MEDI9447 

inhibe à la fois le CD73 lié à la membrane et le CD73 soluble. Les données de MedImmune suggèrent 

que MEDI9447 induit un pontage ou une réticulation des dimères de CD73, limitant ainsi son 

changement de conformation nécessaire à son activité. Cet anticorps bloque également CD73 lié à la 

surface cellulaire, vraisemblablement par le biais d’un encombrement stérique empêchant une 

rotation appropriée. Bien que MEDI9447 puisse bloquer le CD73 soluble et le CD73 membranaire, la 

forme préférentiellement inhibée dans le TME n’est pas connue. Un autre anticorps monoclonal anti-

CD73 est en développement par Bristol Myers Squibb, cet anticorps inhibe l’activité enzymatique et 

provoque l’internalisation cellulaire (Boussemart et al. 2016). Ces 2 anticorps combinés avec le blocage 

de PD-1 a permis d’améliorer l’activité antitumorale par rapport à l’un ou l’autre de ces traitements 

dans des modèles de tumeurs syngéniques. Innate Pharma a également fait état d’un programme de 

recherche autour des anticorps anti-CD73. Les données présentées semblent indiquer que les 

anticorps anti-CD73 inhibant l’activité enzymatique pouvaient efficacement inverser la suppression 

des LT médiée par l’AMP in vitro (Giraudon Paoli et al. 2016). Corvus Pharmaceuticals et Arcus 

Biosciences ont également divulgué récemment des programmes d’inhibiteurs de CD73. 
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De Marchi et collaborateurs ont également démontré que le récepteur P2X7 est capable 

d’influencer l’ensemble de la voie de signalisation purinergique du TME en modulant la sécrétion d’ATP 

par les cellules immunitaires et tumorales, mais aussi en agissant par le biais de sa dégradation par des 

ectonucléotidases, CD39 et CD73, exprimées par différentes populations immunitaires, notamment les 

Tregs, les LT effecteurs et les DC (De Marchi et al. 2019). Il semble donc intéressant d’un point de vue 

thérapeutique de cibler cette voie notamment en ciblant à la fois P2X7 et l’inhibition des 

ectonucléotidases. 

Les ectonucléotidases CD39 et CD73 semblent donc être de nouvelles cibles thérapeutiques 

dans le traitement des cancers, seuls ou en combinaison avec des ICI déjà existants ou les 

chimiothérapies.  

2. Les souris déficientes pour P2X7 et les molécules 
pharmacologiques ciblant P2X7 

2.1. Souris génétiquement modifiées pour P2X7 
Pour étudier le rôle de P2X7 in vivo, plusieurs outils ont été développés, notamment des 

animaux génétiquement déficients pour P2X7, des inhibiteurs pharmacologiques et des anticorps 

spécifiques. Les souris déficientes pour P2X7 ont été largement utilisées pour étudier la fonction de 

P2X7 in vivo depuis la génération des deux premières souches déficientes pour P2X7 par Pfizer et Glaxo 

(Solle et al. 2001; Chessell et al. 2005). Comme décrit précédemment, il est apparu par la suite que les 

deux lignées ne sont pas équivalentes : la lignée Glaxo, dans lequel l’exon 1 est ciblé, exprime toujours 

le variant P2X7k sur les LT (Nicke et al. 2009; Taylor, Gonzalez-Begne, et al. 2009), tandis que la lignée 

Pfizer, dans laquelle l’exon 13 a été ciblé, peut potentiellement exprimer un variant tronqué dans la 

partie C-terminale, qui présenterait une fonctionnalité moindre (Masin et al. 2012). Cette situation 

pourrait expliquer les différences phénotypiques et fonctionnelles publiées ainsi que les résultats 

contradictoires obtenus dans les modèles de maladies utilisant ces deux lignées déficientes pour P2X7 

(Chen and Brosnan 2006; Bartlett, Stokes, and Sluyter 2014). Cependant, de nouveaux modèles de 

souris déficientes issues d’une lignée floxée pour P2X7 générés par l’European Mutant Mouse Archive 

(EMMA) sont désormais disponibles et pourraient faciliter la réévaluation des fonctions de P2X7 in vivo 

dans différents modèles de maladies (Kaczmarek-Hajek et al. 2018; Faliti et al. 2019). Ces nouvelles 

lignées permettent également la génération de « knock-out » tissus-spécifique par croisement avec 

des souris transgéniques exprimant la recombinase CRE visant certains tissus (Douguet et al. 2021). 

2.2. Inhibiteurs phamarcologiques  
 Des inhibiteurs pharmacologiques de P2X7, comme le BBG et l’oATP, un inhibiteur irréversible, 

ont montré des effets thérapeutiques dans plusieurs modèles animaux, notamment l’EAE, la colite 

expérimentale, la douleur inflammatoire chez les animaux arthritiques et/ou la néphrite médiée par 
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les anticorps (Bartlett, Stokes, and Sluyter 2014; Arulkumaran, Unwin, and Tam 2011b; Matute et al. 

2007; Dell’Antonio et al. 2002; Taylor, Turner, et al. 2009). Bloquer P2X7 par ces petites molécules 

inhibitrices a également montré son efficacité dans l’inhibition de la croissance tumorale dans 

plusieurs modèles tumoraux exprimant P2X7 (Adinolfi et al. 2012; Hattori et al. 2012). BBG et oATP 

sont plutôt bon marché mais manquent de spécificité et sont associés à des effets secondaires. Le 

développement d’antagonistes plus spécifiques par plusieurs sociétés pharmaceutiques a facilité 

l’évaluation et la confirmation du rôle de P2X7 dans ces maladies (Adinolfi et al. 2015; 2012; Bartlett, 

Stokes, and Sluyter 2014; Arulkumaran, Unwin, and Tam 2011a).  

En général, les antagonistes des récepteurs P2X sont des molécules présentant plusieurs 

charges négatives capables d’interagir avec les résidus chargés positivement dans la poche de liaison 

à l’ATP. Les antagonistes des récepteurs P2X classiques sont par exemple des molécules 

polyanioniques de grande taille comme la suramine ou ses dérivés. Le nombre et la localisation des 

charges négatives dans la molécule influencent l’activité sur les différents récepteurs P2X. Outre les 

molécules décrites ci-dessus, les antagonistes compétitifs de P2X7 sont généralement des composés 

médicamenteux de petite taille et non chargés, comme les azoles disubstitués et les dérivés de 

cyanoguanidines (Honore et al. 2006; Nelson et al. 2006). Les premières molécules de cette série ont 

été développées par les laboratoires Abbott et consistaient en un ensemble de dérivés du tétrazole 

présentant un substituant phényle et un substituant benzyle (Figure 17). Parmi ces composés, la 

molécule A-438079 présente une concentration inhibitrice médiane de 0,23 et 0,32 µM sur les 

récepteurs P2X7 humains et de rat respectivement, dans les tests d’influx de calcium (Nelson et al. 

2006). Les deux substituants ainsi que le noyau central du tétrazole ont été modifiés à l’aide de diverses 

stratégies et a conduit au développement de A-839977 avec une concentration inhibitrice médiane de 

0,02-0,150 µM pour les récepteurs humains, de rat et de souris (Friedle, Curet, and Watters 2010). Ce 

composé est capable de bloquer la libération d’IL-1β induite par un agoniste et de donner des effets 

anti-hyperalgésiques dans un modèle inflammatoire de la douleur chez la souris. Le premier dérivé de 

cyanoguanidine pertinent signalé dans la littérature comme antagoniste de P2X7 est le composé A-

740003 (Honore et al. 2006) développé également par les laboratoires Abbott et présentant des 

concentrations inhibitrices médianes de 0,040 et 0,020 µM pour les récepteurs P2X7 de l’homme et 

du rat respectivement. Cette molécule s’est avérée sélective par rapport aux autres récepteurs P2 et 

s’est révélée efficace dans des modèles in vivo de douleur neuropathique, de neuroblastome et de 

mélanome (Adinolfi et al. 2015; Amoroso et al. 2015). Une optimisation supplémentaire de cette série 

de composés a conduit au développement du composé A-804598 montrant avec le test d’influx de 

Ca2+, une concentration inhibitrice médiane de 0,0109 et 0,0089 µM pour les récepteurs humains et 

murins respectivement, et une bonne sélectivité par rapport aux autres récepteurs P2 (Donnelly-
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Roberts, Namovic, Surber, et al. 2009). Les composés A438079 ont été décrits initialement comme des 

antagonistes compétitifs mais ont été reclassés dans les modulateurs allostériques négatifs dans 

l’étude de Karasawa en 2016 (Karasawa and Kawate 2016). 

 

Figure 17 : Structure chimique des principaux antagonistes du récepteur P2X7. D’après (De Marchi et 

al. 2016). 

2.3. Agonistes de P2X7  
Les caractéristiques structurelles et chimiques bien décrites de la poche de liaison à l’ATP du 

récepteur P2X7 rendent ce récepteur unique parmi les autres récepteurs P2X en ce qui concerne 

l’interaction avec les agonistes. Le ligand endogène, l’ATP, interagit avec les récepteurs P2X7 aux 

concentrations situées entre 0,1 et 3 mM tandis qu’il active les autres sous-types de récepteurs P2X a 

des concentrations au moins 100 fois plus faibles. Le BzATP, une molécule obtenue par modification 

de l’ATP, est l’agoniste de P2X7 le plus puissant développé à ce jour, avec une concentration effectrice 

médiane environ 10 fois plus faible que l’ATP. Cependant ce composé n’est pas sélectif, il active P2X1 

et P2X3 avec des faibles concentrations de l’ordre du nanomolaire et les autres récepteurs P2X à des 

concentrations de l’ordre micromolaire. Le potentiel agoniste plus élevée du BzATP par rapport aux 

autres analogues de l’ATP a été interprétée à la lumière d’études de modélisation moléculaire, qui ont 

mis en évidence le rôle des résidus aromatiques comme Phe218 et Tyr288 dans l’interaction ligand-

récepteur (Dal Ben et al. 2015). Les agonistes P2X généraux peuvent être classés selon leur potentiel 

agoniste au niveau du récepteur P2X7 comme suit : BzATP ≫ ATP > ATPγS > 2-MeSATP ≫ α,β-meATP. 

Malgré leur utilisation en tant qu’outils pharmacologiques pour analyser le rôle physiopathologique 
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du récepteur dans des modèles cellulaires et animaux, aucune de ces molécules n'est un ligand sélectif 

de P2X7 (Donnelly-Roberts, Namovic, Han, et al. 2009; Hibell et al. 2000; 2001) 

2.4. Modulateurs allostériques  
L’activité des récepteurs P2X peut être régulée par une variété de modulateurs allostériques 

parmi lesquels on peut compter les ions Mg2+ ou Ca2+ (Coddou, Stojilkovic, and Huidobro-Toro 2011), 

des métabolites lipidiques (Bernier, Ase, and Séguéla 2013), des stéroïdes (De Roo, Rodeau, and 

Schlichter 2003) ou des molécule synthétiques. Ces molécules chimiques citées ci-après, sont capables 

de se lier au récepteur sur des sites différents de la poche de liaison à l’ATP, de modifier la 

conformation ou de stabiliser l’arrangement tridimensionnel de P2X7. Ils peuvent donc augmenter 

(modulateur allostérique positif) ou diminuer (modulateur allostérique négatif) l’effet du ligand 

endogène, l’ATP (Coddou et al. 2011; Evans 2009; Gunosewoyo and Kassiou 2010; Mehta et al. 2014; 

Muller 2015). L’avantage d’utiliser ces molécules en lieu et place des ligands orthostériques, est que 

les modulateurs allostériques modifient une fonction biologique en cours et que leur activité est donc 

spécifique du site et de l’évènement, alors que les ligands orthostériques entrainent une activation ou 

un blocage général du récepteur dans l’ensemble de l’organisme. De plus, les ligands allostériques sont 

généralement plus sélectifs car ils ne se lient pas à la poche de l’ATP commune aux récepteurs P2X 

mais agissent dans différentes régions du récepteur trimérique.  

En général, les ligands synthétiques non compétitifs du récepteur P2X7 rapportés à ce jour 

sont des modulateurs allostériques négatifs et appartiennent à diverses classes structurelles, certains 

exemples pertinents étant donnés par le BBG, AZD9056, KN-62, AZ-11645373, AZ-10606120, 

GW791343, GSK314181A, GSK1482160, CE-224,535, AFC-5128, JNJ-479655, et EVT-401 (Figure 18) 

(Alves et al. 2013; Friedle, Curet, and Watters 2010; Guile et al. 2009; Kaczmarek-Hajek et al. 2018; 

Mehta et al. 2014; Alan North and Jarvis 2013). Ces composants présentent un potentiel antagoniste 

de l’ordre du nanomolaire/micromolaire pour le récepteur P2X7.  

D’autre part, on trouve des modulateurs allostériques positifs, potentialisateurs de l’activité 

de P2X7 tels que HEI-3090 (Douguet et al. 2021), LL-37 (Tomasinsig et al. 2008), la clemastine 

(Wolfgang Nörenberg et al. 2011), la polymixine B (D. Ferrari et al. 2007), l’ivermectine (W. Nörenberg 

et al. 2012), le tenidap (Sanz, Chiozzi, and Di Virgilio 1998) et les ginsenosides (Bidula et al. 2019).  
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Figure 18 : Structure chimique des modulateurs allostériques de P2X7. D’après (De Marchi et al. 

2016). 

2.5. La signalisation purinergique comme cible thérapeutique  
Les nucléotides extracellulaires et les récepteurs P2 sont considérés comme des cibles 

pharmacologiques prometteuses, mais les investissements dans le développement d’inhibiteurs 

spécifiques n'ont permis d'apporter de nouveaux médicaments que dans un très petit nombre de cas. 

Néanmoins, certaines applications cliniques solides ont été mises en œuvre au fil des ans, 

principalement dans le système cardiovasculaire. D’autres molécules sont en cours de développement 

et offrent des perspectives cliniques (Table 5).  

Récepteur  Agoniste Antagoniste Applications cliniques  Potentielles applications 
cliniques  

P2Y2 Diquafosol, 
Denufosol   Maladie des yeux secs Mucoviscidose 

P2Y6   TIM-38, MRS2578   Maladies cardiovasculairs, 
Obésité  
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P2Y12   
Prasugel, 

clopidrogel, 
cangrelor, 
tricagrelor 

  
Syndrome coronarien aiguë, 

Maladie coronarienne, 
Événements 

athérothrombotiques 

P2X3   
AF-353, AF-219 

(Gefpixant), DT-111, 
BLU-5937 

Toux chronique 
Hypertension, 
Athérosclérose 

Bronchopneumopathie 
chronique obstructive, Toux 

chronique 
P2X4   NC-2600, PSB15417, 

NP-1815-PX Toux sèche  Toux, Douleur 
neuropathique  

P2X7  

HEI3090 
(modulateur 
allostérique 

positif) 
    Cancer du poumon  

  
AZ10606120, 

A740003, DHTS 
GSK1482160, 
JNJ54175446, 

CE334535 
  

Maladies de la rétine, Stade 
précoce de la tauopathie, 

Trouble dépressif, 
Polyarthrite rhumatoïde 

nfP2X7    Anticorps   Carcinome basocellulaire  
Table 5 : Récepteurs purinergiques et cibles thérapeutiques approuvées ou potentielles.. Récepteurs 
purinergiques, agonistes et antagonistes les ciblant, applications cliniques ainsi que les potentielles 
applications cliniques. D’après (Vultaggio-Poma et al. 2022). 
 

3. Les inhibiteurs biologiques : anticorps et nanobodies 
Les anticorps représentent une autre classe émergente de modulateurs pharmaceutiques 

utilisés pour bloquer ou potentialiser leurs cibles in vivo. Les anticorps ont évolué en molécules 

bifonctionnelles en forme de Y avec une architecture hétérotétramérique conservée composée de 

deux chaines polypeptidiques lourdes (H) et légères (L) identiques. Les régions C-terminales 

conservées des chaines H appariées, formant le fragment cristallisable (Fc), servent de partie de 

reconnaissance pour déclencher divers processus effecteurs œuvrant à l’élimination de l’antigène. 

Chacune des régions N-terminales formant les régions Fab (fragment de liaison à l’antigène), comprend 

les deux domaines de la chaine légère et les deux premiers domaines de la chaine lourde. Les domaines 

variables à l’extrémité N-terminale des chaines H et L présentent une grande variabilité de séquence. 

Dans chaque domaine V, trois courtes régions d’acides aminés forment les régions hypervariables 

correspondant aux boucles CDR1/CDR2/CDR3 impliquées directement dans la reconnaissance de 

l’antigène. Ces régions forment une surface continue qui constitue le paratope. Ce dernier est 

complémentaire à la surface de l’antigène, déterminant la complémentarité à l’antigène (CDR). Les 

deux boucles CDR3 des chaines lourdes et légères présentent la plus grande variabilité de longueur et 

de séquence d’acides aminés. Les anticorps conventionnels sont des molécules de relativement grande 

taille autour de 150 kDa. En relation direct avec leur taille, leur biodistribution dans les tissus est limitée 
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(Li et al. 2016). Les anticorps sont généralement spécifiques de leur cible, plus facilement que les 

petites molécules pharmacologiques. Les anticorps ciblant les protéines membranaires, les cytokines 

et les facteurs de croissance sont déjà utilisés de manière thérapeutique en oncologie et dans 

l’inflammation. Des protéines plus petites, dérivées d'anticorps mais ne contenant que les domaines 

de liaison fusionnés directement via un linkeur (c'est-à-dire les deux domaines variables à des chaînes 

lourdes et légères pour former une chaine unique constituée de ces deux fragments ou scFv) offrent 

de meilleures propriétés de biodistribution. Un type remarquable d’immunoglobulines, dépourvues 

de chaines légères a été découvert chez le requin (Greenberg et al. 1995) et les camélidés en 1989 

(Hamers-Casterman et al. 1993). Le système immunitaire adaptatif des camélidés est surprenant car 

une classe unique d’anticorps constituée seulement de chaines lourdes (HCAbs), dépourvus de chaines 

légères est produite parallèlement aux anticorps conventionnels. La reconnaissance de l’antigène par 

ces anticorps HcAbs dépend ainsi d’un domaine unique, appelé à l’origine VHH ou nanobody, en 

référence à ses dimensions nanométriques. Ces nanobodies offrent une alternative aux anticorps 

intéressante. Les nanobodies et les anticorps à chaines lourdes présentent des spécificités et des 

affinités similaires à celles des anticorps classiques, mais leur taille est plus petite (15 kDa, 90 kDa 

respectivement) (Figure 19). Ces nanobodies ont la particularité d’avoir une grande solubilité (Tanha 

et al. 2001), une grande stabilité (Van Der Linden et al. 1999), ainsi qu’une facilité de production dans 

les bactéries ce qui permet une production à grande échelle. Leur petite taille confère aux nanobodies 

une excellente pénétration dans les tissus (Fang et al. 2018) notamment dans les tumeurs (Wesolowski 

et al. 2009; Muyldermans 2013; Bannas, Hambach, and Koch-Nolte 2017). Ils ont également une 

élimination rapide de la circulation avec un temps de demi-vie de moins de 30 minutes (Tijink et al. 

2008). En raison de leurs caractéristiques uniques et de leur relative facilitée de production, les 

nanobodies sont de plus en plus utilisés dans une variété d'applications, telles que l'administration de 

médicaments ou de radio-isotopes, ainsi que l'imagerie de tumeurs et d'autres types de tissus. La demi-

vie des nanobodies peut être prolongée, par exemple, par modification chimique avec du polyéthylène 

glycol (Rashidian et al. 2019), par fusion du nanobody avec l’albumine (Altintas et al. 2013) ou avec un 

nanobody se liant à l’albumine (Tijink et al. 2008).  
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Figure 19 : Comparaison entre les anticorps conventionnels et les nanobodies.  
Les anticorps conventionnels sont composés de deux chaines lourdes et deux chaines légères 
identiques entre elles, d’une région charnière et d’une partie Fc. Les anticorps à chaines lourdes 
(HcAbs) ne comportent que les chaines lourdes constituées du domaine VHH, de la région charnière et 
de la partie Fc. Tandis que les nanobodies ne sont composés que d’un fragment VHH. D’après (Koch-
Nolte et al. 2019). 
 

Un certain nombre d’anticorps monoclonaux et de nanobodies ont été développés pour 

moduler la fonction du récepteur P2X7 humain et murin (table 6). L’anticorps monoclonal L4 (Buell et 

al. 1998) est le premier anticorps généré de manière classique et dirigé contre le récepteur P2X7 

humain. L’anticorps monoclonal 1F11 (Kurashima et al. 2012) inhibe le récepteur P2X7 murin. Tandis 

que l’anticorps monoclonal Hano43 empêche l’ADP-ribosylation de P2X7 de souris (Möller et al. 2007).  

Un ensemble de nanobodies modulant P2X7 a été sélectionné par phage display à partir de lamas 

immunisés avec des vecteurs plasmidiques codant pour le gène cible (immunisation génique), suivi 

d’un rappel de vaccination constitué de cellules HEK transfectées par P2X7 codant pour les récepteurs 

humains ou murins (Danquah et al. 2016). Le nanobody Dano1 (Danquah et al. 2016) inhibe la fonction 

du P2X7 humain. Le nanobody 13A7 inhibe la fonction du récepteur P2X7 de souris, tandis que le 

nanobody 14D5 le potentialise et permet son activation à des concentrations d’ATP dix fois plus faibles 

(Danquah et al. 2016). Ces anticorps ont montré une spécificité remarquable pour P2X7, c’est-à-dire 

qu’ils n’ont pas montré de liaison détectable à P2X4 ou P2X1, les paralogues les plus proches de P2X7.  

Anticorps 
monoclonal/nanobodies  Effet sur la fonction de 

P2X7 
Effet biologique in vivo 

dans différents modèles 
inflammatoires 

mAb L4 Inhibe l’activation de P2X7 
chez l'homme et le rat 

Inhibe la libération d'IL-1β 
induite par l'ATP 

mAb Hano43 Inhibe l'ADP-ribosylation de 
P2X7 chez la souris   
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mAb Hano44 Potentialise l’activation de 
P2X7 chez la souris    

mAb 1F11 Inhibe l’activation de P2X7 
chez la souris 

Améliore la colite 
expérimentale 

Nb Dano1 Inhibe l’activation de P2X7 
chez l'homme  

Inhibe la libération d'IL-1β 
induite par l'ATP 

Nb 13A7  Inhibe l’activation de P2X7 
chez la souris 

Améliore la 
glomérulonéphrite 
expérimentale et la 

dermatite de contact  
Nb 14D5 Potentialise l’activation de 

P2X7 chez la souris 
Aggrave la 

glomérulonéphrite 
expérimentale 

Nb S+16 Inhibe l'ADP-ribosylation de 
P2X7 chez la souris 

Améliore le diabète de 
type 1 

Table 6 : Anticorps monoclonaux et nanobodies modulant la fonction de P2X7. Anticorps ou 
nanobodies, leurs effets sur la fonction de P2X7 ainsi que leurs effets biologiques évalués in vivo dans 
différents modèles inflammatoires. D’après (Koch-Nolte et al. 2019). 
 

Dans notre étude, deux nanobodies ont été sélectionnés et utilisés pour moduler la fonction 

de P2X7 murin. Il est intéressant de noter que l’un d’entre eux, 13A7, bloque puissamment P2X7. 

Tandis que l’autre nanobody, 14D5, est un modulateur allostérique positif, il potentialise les activités 

de P2X7. Ces nanobodies ont été utilisés in vivo pour valider la fonction de P2X7 dans différents 

modèles murins afin d’évaluer le rôle de P2X7 dans la physiopathologie de ces maladies. Dans les 

études déjà publiées, l’administration systémique de 13A7 a réduit l’inflammation dans des modèles 

murins de dermatite allergique et de glomérulonéphrite. A l’inverse, 14D5 administré in vivo a aggravé 

les scores cliniques dans ces deux modèles expérimentaux (Danquah et al. 2016). L’administration 

répétée de ces nanobodies anti-P2X7 sélectionnés in vivo représente sans aucun doute un nouveau 

moyen d’étudier les fonctions de P2X7 dans différentes situations physiopathologiques.  

4.  La méthodologie AAV-nanobodies 
4.1. Les AAV  
4.1.1. Généralités  

Les virus adéno-associés (Adeno-associated virus, AAV) ont été isolés pour la première fois en 

tant que contaminants de préparations d’adénovirus au milieu des années 1960 et identifiés peu après 

dans des tissus humains (As- et al. 1965). Les AAV appartiennent à la famille des Parvoviridae et au 

genre des Dependoparvovirus. Leur cycle de réplication est dépendant de la présence d’un virus 

auxiliaire tels que les Adénovirus, d’où son nom et sa classification taxonomique. Ils sont présents chez 

de nombreuses espèces vertébrées, y compris l’homme et les primates non humains. Le consensus 

actuel est que l’AAV ne cause aucune pathologie connue chez l’homme. Il est composé d’une capside 
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protéique icosaédrique d’environ 26 nm de diamètre et d’un génome monocaténaire d’environ 4,7 kb 

qui peut être le brin sens ou anti-sens. Le génome est flanqué aux extrémités de deux répétitions 

terminales inversées (ITRs) en forme de T qui servent en grande partie d’origine de réplication virale 

et de signal d’encapsidation. La capside comprend trois types de sous-unités, VP1, VP2 et VP3, 

totalisant 60 copies dans un rapport de 1:1:10 (VP1:VP2:VP3). Les protéines sont identiques entres 

elles dans leur partie C-terminale et sont toutes codées par le gène cap. Le gène rep code pour quatre 

protéines nécessaires à la réplication virale nommées d’après leur masse moléculaire : Rep78, Rep68, 

Rep52 et Rep40. Le gène cap code en effet pour les trois sous-unités de la capside par épissage 

alternatif et à partir de codons d’initiation de la traduction différents. Un troisième gène qui code pour 

la protéine d’activation de l’assemblage (AAP), est contenu dans la séquence du gène cap, un cadre de 

lecture différent, et a été démontré favoriser l’assemblage des virions. En absence de virus helper, le 

génome du virus sauvage de sérotype AAV2 peut s’intégrer dans le génome humain au sein d’un locus 

précis connu sous le nom d’AAVS1 pour établir une latence. Ce phénomène est en partie dû à la 

similitude de séquence entre les séquences du locus AAVS1 et celles des ITRs de l’AAV2 (Wang, Tai, 

and Gao 2019). Cette intégration dépend néanmoins de la présence et de l’activité des protéines 

codées par le gène Rep. 

4.1.2. Les AAV comme vecteur pour l’administration de gènes in vivo  
Les AAV recombinants (rAAV) sont la principale plate-forme pour l’administration in vivo de 

thérapies géniques. En pratique, les rAAV sont composés de la même séquence et de la même 

structure de capside que celle des AAV sauvages. Cependant, les rAAV encapsident des transgènes 

dépourvus de toutes les séquences codantes pour les protéines de l’AAV sauvage et ont codent à la 

place pour les protéines thérapeutiques. Les seules séquences d’origine virale restantes sont les ITRs 

qui sont nécessaires pour l’encapsidation lors de la production du vecteur. L’élimination complète des 

séquences codantes virales contribue à leur faible immunogénicité et cytotoxicité lorsqu’ils sont 

administrés in vivo. Étant donné la limite imposée par leur petite taille, le transgène, de taille inférieure 

à 5,0 kb, doit être soigneusement conçu pour prendre en compte non seulement la séquence de la 

région codante mais aussi les éléments régulateurs nécessaires à l’expression du gène tels que les 

séquences promotrices, les éventuels introns et le signal de polyadénylation. Le tropisme des rAAV est 

en grande partie déterminée par les interactions moléculaires entre la capside et les récepteurs de 

surface des cellules cibles. Les sérotypes dominants sont censés reconnaitre des récepteurs cellulaires 

distincts, tels que les glycoprotéines. Des corécepteurs participent également à cette interaction entre 

les rAAV et les cellules qu’ils transduisent et interviennent également dans leur internalisation.  

L’interaction entre le rAAV et les récepteurs et corécepteur membranaire conduit à son 

internalisation par endocytose. Les particules de rAAV intactes se retrouvent alors dans les endosomes 
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et subissent une série de modifications structurelles dépendantes du pH nécessaire à leur sortie de ces 

endosomes. Dans le cytosol, les particules circulent ensuite via le réseau cytosquelettique. Les rAAV 

entrent ensuite dans le noyau au travers du pore nucléaire où ils libèrent ensuite leur génome à 

l‘intérieur du noyau après avoir subi une étape de décapsidation. Le trafic intracellulaire implique de 

multiples évènements cellulaires se comportant chacun comme des freins s’opposant à l’efficacité de 

la transduction. Par conséquent l’identification des facteurs cellulaires clefs, et des mécanismes sous-

jacents qui régulent ces processus, offrent un grand potentiel pour améliorer l’efficacité de la 

transduction. Par exemple, le génome monocaténaire du rAAV libéré dans le noyau n’est pas 

immédiatement prêt pour l’expression des gènes tant qu’il n'est pas converti en une forme bicaténaire, 

une condition nécessaire à la transcription, et une étape limitant son expression. Ainsi pour améliorer 

la transduction et l’expression du transgène, des rAAV contenant d’emblée le transgène sous forme 

bicaténaire ont été développé (scAAV, self complementary AAV). Ces scAAV montre une cinétique plus 

précoce d’expression que les AAV classiques (ssAAV, single stranded AAV) (Figure 20). Par exemple, les 

vecteurs AAV2 self complementary (McCarty, Monahan, and Samulski 2001; Wang et al. 2003; McCarty 

et al. 2003), qui ont été mis au point pour court-circuiter la synthèse de l’ADN du second brin retardant 

l’expression du transgène, présentent une transduction accrue par rapport aux vecteurs AAV 

classiques dans le foie (McCarty, Monahan, and Samulski 2001; Wang et al. 2003; McCarty et al. 2003), 

les muscles (Wang et al. 2003), le cerveau (Fu et al. 2003), la rétine (Yang et al. 2002) et les cellules 

cancéreuses (Xu et al. 2005). Après cette étape de reconstitution du brin complémentaire, l’ADN 

double brin subit ensuite une circularisation par recombinaison génomique intramoléculaire ou 

intermoléculaire qui implique les ITRs. Ce processus de circularisation et de concatémérisation stabilise 

l’ADN transgénique sous une forme épisomale, qui favorise son expression et son maintien à long 

terme dans la cellule transduite. (Figure 20) 
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Figure 20 : Mécanismes impliqués dans la transduction lors de l’utilisation des vecteurs rAAV.  
Les rAAV sont reconnus par certains récepteurs exprimés à la surface des cellules cibles. Cela entraine 
l’internalisation du vecteur via l’endocytose par les clathrines. En raison de l’environnement à pH acide 
de l’endosome, la région VP1/VP2 subit un changement conformationnel. Après l’échappement 
endosomal, les rAAV vont ensuite traverser le cytosol par le réseau cytosquelettique, puis ils subissent 
un transport dans le noyau et enfin une désencapsidation. Ils peuvent également subir une protéolyse 
par le protéasome. Deux classes de rAAV sont actuellement utilisés : les rAAV à brin unique (ssAAV) et 
les rAAV self complementary (scAAV). Les ssAAV sont encapsidés sous forme de génomes sens ou 
antisens. Ces formes simple brin sont encore inertes du point de vue transcriptionnel lorsqu’elles 
atteignent le noyau et doivent être converties en ADN double brin. Cette conversion peut être réalisée 
par la synthèse d’un second brin par les ADN polymérases de la cellule hôte ou par la recombinaison 
des brins sens et antisens qui peuvent exister dans le noyau. Comme les scAAV sont déjà bicaténaires 
par conception, ils peuvent immédiatement être transcrits. Les ITRs peuvent entrainer une 
recombinaison intra ou intermoléculaire pour former des génomes épisomiques circularisés qui 
peuvent persister dans le noyau. Les génomes des vecteurs peuvent également subir une intégration 
dans le génome de l’hôte à des fréquences très faibles. D’après (Wang, Tai, and Gao 2019). 
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4.1.3. Les sérotypes  
  Après la caractérisation du premier sérotype d’AAV, l’AAV2, en 1982 (Samulski et al. 1991), les 

vecteurs AAV2 ont rapidement gagné en popularité dans les applications de thérapie génique en raison 

de leur absence de pathogénicité, de leur large tropisme et de leur capacité à établir une expression 

du transgène à long terme. Les vecteurs AAV2 recombinants ont été testés dans des études 

précliniques pour diverses maladies telles que l’hémophilie, le déficit en α1-antitrypsine, la 

mucoviscidose, la dystrophie musculaire de Duchenne et la polyarthrite rhumatoïde. Malgré la sureté 

et l’efficacité bien établies des vecteurs AAV2 pour le transfert de gènes in vivo, plusieurs études 

suggèrent que les vecteurs AAV2, de large tropisme, ne répondent pas aux exigences d’une expression 

spécifique du transgène dans l’organe. Par conséquent, les efforts de recherche en cours dans ce 

domaine sont axés sur la modification des protéines de la capside afin d’améliorer l’efficacité de 

transduction et/ou restreindre le tropisme des vecteurs AAV. Une autre piste consiste à caractériser 

et à évaluer d’autres sérotypes d’AAV. 

A ce jour, douze sérotypes d’AAV (Table 7) sur la base d’une analyse phylogénétique et plus 

de cent variants ont été isolés à partir de stocks d’adénovirus ou de tissus humains et de primates non 

humains. Les sérotypes 1, 3, 4, 7, 8, 10 et 11 ont été isolés à partir de primates non humains et les 

sérotypes 2, 5, 6 et 9 à partir de tissus humains. Un sérotype par définition est un virus nouvellement 

isolé qui ne présente pas de réaction croisée efficace avec les sérums neutralisants spécifiques de tous 

les autres sérotypes existants et caractérisés. Sur cette base, seuls les AAV1 à 5 et les AAV7 à 9 

pourraient être définis comme des vrais sérotypes. Les AAV6, 10 et 11 ne semblent pas correspondre 

à cette définition, puisque la sérologie de l’AAV6 est presque identique à celle de l’AAV1 (Gao et al. 

2002; Gao et al. 2004; Grimm et al. 2003). Les expériences de pseudotypage indiquent que les 

protéines de la capside sont exclusivement responsables du tropisme tissulaire (Rabinowitz et al. 2002; 

Grimm et al. 2006). Ainsi, les sérotypes présentent des tropismes différents en lien avec leurs 

récepteurs et corécepteurs avec lesquels ils interagissent préférentiellement.  

L’utilisation de sérotypes d’AAV qui diffère de l’AAV2 initial, peut non seulement permettre de 

réduire la dose de vecteurs nécessaire, en raison de leur efficacité de transduction, mais aussi aider à 

échapper aux anticorps neutralisants préexistants générés par la réponse immunitaire humorale à la 

suite d’une infection naturelle vis-à-vis de l’AAV2 sauvage dont la séroprévalence est de l’ordre de 

70%. En outre, les sérotypes et les variants d’AAV existants peuvent servir de modèles pour la 

conception de nouvelles protéines capsidiques capable de cibler certains tissus qui permettront 

d’élargir et de compléter la gamme actuelle de vecteurs AAV. De tels vecteurs, obtenu par exemple en 

insérant dans les protéines capsidiques des nanobodies dirigés contre CD38 ou P2X7, ont permis in 

vitro de cibler uniquement les cellules exprimant ces protéines à leur surface (Eichhoff et al. 2019). 
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Sérotype Origine  Tropisme  

AAV1 
Primate 

non 
humain  

Muscles, système 
nerveux central, 

cœur, foie, poumons  

AAV2 Humain 
Cœur, système 

nerveux central, foie, 
poumons, rétine  

AAV3 
Primate 

non 
humain  

Foie  

AAV4 
Primate 

non 
humain  

Rétine, poumons, 
reins  

AAV5 Humain Rétine, système 
nerveux central, foie  

AAV6 Humain Cœur, foie, muscles, 
rétine  

AAV7 
Primate 

non 
humain  

Foie  

AAV8 
Primate 

non 
humain  

Muscles, cœur, 
système nerveux 

central, foie  

AAV9 Humain Cœur, système 
nerveux central, foie  

AAV10 
Primate 

non 
humain  

Muscles, tissus 
myoblastiques  

AAV11 
Primate 

non 
humain  

Muscles, tissus 
myoblastiques  

AAV12 
Primate 

non 
humain  

Glandes salivaires, 
muscles  

 

Table 7 : Tropisme des différents sérotypes des AAV. Tropisme des différents AAV et leur origine. 
D’après (Ling, Zhong, and Srivastava 2018). 

Le premier produit de thérapie génique à base de rAAV, l’alipogene tiparvovec (Glybera) a été 

approuvé par l’agence européenne des médicaments pour traiter le déficit en lipoprotéine lipase en 

2012 (Ylä-Herttuala 2012), tandis que l'approbation de voretigene neparvovec-rzyl (Luxturna), le 

premier produit de thérapie génique à base de rAAV autorisé aux États-Unis, a suivi 5 ans plus tard. 

Puis le Zolgensma, un AAV9, a été autorisé sur le marché en 2020 pour le traitement des patients 

atteints d’amyotrophie spinale. 
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4.2. La méthodologie AAVnano 
 

 

Figure 21 : Format des nanobodies utilisés dans cette étude.  
Le nanobody 14D5 est un dimère de nanobodies couplé à un nanobody anti-albumine permettant de 
prolonger considérablement sa demi-vie. Le nanobody 13A7 est couplé à une partie Fc (IgG1 murine 
avec une mutation LSF) optimisée permettant d’augmenter la demi-vie des nanobodies et n’ayant pas 
de fonction effectrice. D’après (Koch-Nolte et al. 2019). 
 

Nous avons utilisé pour notre étude des vecteurs AAV codant pour des nanobodies ciblant 

P2X7 afin d’étudier in vivo le rôle de ce récepteur, notamment en situation chronique. L’AAV permet 

de produire in situ des nanobodies anti-P2X7 dans le but de moduler durablement la fonction de P2X7 

in vivo. Nous avons généré des vecteurs rAAV codant pour un anticorps bivalent à chaines lourdes 

antagoniste de P2X7 appelé 13A7-hcAb (nanobodies 13A7 couplé aux domaines charnière et Fc d’une 

IgG1 de souris avec une mutation LSF) ou pour un dimère de nanobodies bivalent, à demi-vie 

prolongée, modulateur allostérique positif de P2X7, appelé 14D5-dimHLE (dimère de nanobodies 14D5 

fusionné au nanobody spécifique de l’albumine Alb8) (Figure 21). Ces deux couplages à une partie Fc 

ou à un nanobody anti-albumine permettent d’augmenter considérablement la demi-vie des 

nanobodies (Danquah et al. 2016). Cette méthodologie, appelée AAV-nano, ne nécessite qu’une seule 

injection intramusculaire du vecteur AAV correspondant pour permettre l’expression systémique à 

long terme de ces nanobodies in vivo pendant au moins 120 jours. Cela permet d’éviter l’injection 

quotidienne de molécules pharmacologiques, d’anticorps ou de nanobodies nécessaire pour 

maximiser la modulation des fonctions de P2X7. Cette méthodologie offre la possibilité d’inhiber ou 

de potentialiser P2X7 dans des modèles chroniques tels que l’inflammation chronique, les maladies 

auto-immunes, la carcinogénèse ou la croissance tumorale. (Figure 22) 
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Les nanobodies sélectionnés dans cette étude ont été initialement décrit dans l’étude de 

Danquah et collaborateurs (Danquah et al. 2016). Dans cette étude, les auteurs ont démontré que 

13A7 et 14D5 étaient spécifiques du récepteur P2X7 murin et que 13A7 était le plus puissant 

antagoniste de P2X7 tandis que 14D5 était le potentialisateur le plus efficace dans des expériences de 

shedding de CD62L+, de patch clamp et dans des expériences de mesures de calcium. De plus, 13A7 

permet de bloquer l’inflammation dans deux modèles in vivo expérimentaux. Dans un modèle de 

dermatite allergique de contact en réponse à l’allergène 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène (DNFB), bloquer 

P2X7 via 13A7 améliorait l’inflammation locale, et cet effet thérapeutique nécessitait l’injection de 

13A7 durant la phase de challenge suggérant un rôle de P2X7 dans les phases de sensibilisation et de 

challenge de la réponse inflammatoire. Dans le modèle de glomérulonéphrite expérimentale, les souris 

traitées avec 13A7 ont montré peu d’inflammation, voire aucune, tandis que les animaux traités par 

14D5 ont présenté une inflammation et des lésions rénales accrues. Ces résultats montrent que la 

technologie des nanobodies peut générer des médicaments puissants et spécifiques contre les canaux 

ioniques, confirme que P2X7 est une cible thérapeutique pour les pathologies inflammatoires et 

caractérise un nouveau candidat médicamenteux puissant ciblant P2X7. 

 

 

Figure 22 : Méthodologie AAVnano 
La méthodologie AAVnano permet avec une seule injection intramusculaire des AAV codants pour le 
nanobody, la production in situ des nanobodies correspondants. Cela permet une production à long 



 

98 
 

terme du nanobody et évite les injections répétées de molécules pharmacologiques ou biologiques. 
D’après (Demeules et al. 2020).  
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Objectifs de la thèse 
 

Cette thèse avait pour objectif de valider la cible P2X7 dans les maladies inflammatoires aiguës et 

chroniques et dans le cancer en utilisant la méthodologie AAVnano.  

Le premier objectif était de tester différentes constructions et différents formats de nanobodies afin 

de sélectionner les constructions et les formats permettant de bloquer d’une part et de potentialiser 

d’autre part, le plus efficacement, le récepteur P2X7. De plus, cet objectif permettait de tester la 

persistance des transgènes et le devenir des cellules transduites avec l’étude des réponses 

immunitaires anti-AAV et anti-transgène ainsi que le devenir des cellules et des récepteurs ciblés. 

Le deuxième objectif était de valider la méthodologie AAVnano qui permet, au moyen d’une seule 

injection intramusculaire la production in situ de nanobodies antagonistes ou potentialisateurs de 

P2X7 à long terme dans les maladies inflammatoires aiguës et chroniques dans un modèle de colite. 

D’autre part, cette méthodologie a été étudié dans le contexte de la carcinogénèse associée à la colite 

inflammatoire via l’ajout de l’azoxymethane (AOM) avant les cycles de DSS. 

Le troisième objectif était de valider la cible P2X7 dans le cancer en utilisant la méthodologie AAVnano 

dans des tumeurs exprimant ou non le récepteur purinergique P2X7. D’une part en ciblant l’activité du 

récepteur P2X7 directement et d’autre part en déplétant les cellules cibles via des constructions 

portant une partie Fc capable d’activer les fonctions effectrices. Par la suite cette dernière 

méthodologie permettra de cibler par des constructions bispécifiques des cibles protumorales telles 

que P2X7, CD39, CD73 ou PD-L1. 

Le quatrième objectif était d’étudier la combinaison de la méthodologie AAVnano avec une 

chimiothérapie conduisant à la mort immunogénique d’une part, et avec des AAVnano ciblant des 

points de contrôle immunitaires tels que PD-L1 et CD73, un autre membre de la signalisation 

purinergique, d’autre part. nous avons également testé une construction bispécifique CD73/PD-L1 

dans le contexte tumoral. 
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Article 1 

Résultats  
 

Article 1, Chapitre : 
 Development of Antibody and Nanobody Tools for P2X7 

Tobias Stahler, Welbeck Danquah, Melanie Demeules, Henri Gondé, Romain Hardet, Friedrich Haag, 
Sahil Adriouch, Friedrich Koch-Nolte, and Stephan Menzel 

 
Dans ce chapitre, nous avons réalisé des protocoles pour développer des anticorps et des nanobodies 
reconnaissant P2X7 sous sa conformation native à la surface cellulaire. Notamment l’immunisation des 
animaux, la génération et la production d’anticorps et de nanobodies spécifiques de P2X7. Nous avons 
également décrit l’ingénierie des nanobodies en dibodies et en anticorps à chaines lourdes (hcAbs) et 
la production in vivo des nanobodies et hcAbs. 

De plus, nous avons décrit l’utilisation de vecteurs viraux recombinants adéno-associés (rAAV) codant 
pour des nanobodies et des anticorps spécifiques de P2X7 comme nouveaux outils (que nous avons 
appelés AAVnano) pour évaluer la contribution de P2X7 in vivo dans différents modèles 
physiopathologiques.  
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6Abstract

7Antibodies that recognize the ATP-gated P2X7 ion channel are etablished research tools. Nanobodies
8correspond to the antigen-binding variable immunoglobulin domain (VHH) of heavy chain antibodies that
9naturally occur in camelids. Nanobodies display better solubility than the variable domains (VH) of
10conventional antibodies. Therefore, it is much easier to construct bivalent and multivalent fusion proteins
11with nanobodies than with VH domains or with paired VH-VL domains. Moreover, nanobodies can bind
12functional crevices that are poorly accessbile to conventional VH-VL domains. This makes nanobodies
13particulary well suited as functional modulators. Here we provide protocols to raise antibodies and
14nanobodies against mouse and human P2X7 using cDNA-immunization. This approach evokes antibodies
15and nanobodies that recognize the P2X7 ion channel in native confirmation, some of which inhibit or
16potentiate gating of P2X7 by extracellular ATP. Furthermore, we developed protocols for producing P2X7-
17specific nanobodies and antibodies in vivo using rAAV vectors (AAVnano). This approach can be used either
18to durably inhibit or potentiate P2X7 function in vivo, or to deplete P2X7-expressing cells.

19Key words P2X7, Monoclonal antibodies, Nanobodies, VHH, Heavy chain antibodies, Immuniza-
20tion, Phage display, Purinergic signaling

21

221 Introduction

23Membrane protein-specific antibodies are commonly generated
24from an animal immunized with the target antigen. The choice
25and formulation of the antigen as well as the choice of the immu-
26nized animal species determine the epitopes that will be recognized
27by the induced antibodies [1, 2]. If an antibody for Western blot
28analyses is needed, a linear epitope, for example,e.g., the C-terminal
29peptide of the target protein conjugated to a carrier protein, is used
30as immunogen, as the antigen is denatured during SDS-PAGE in
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31preparation for Western blot analysis. If an antibody is needed for
32flow cytometry or therapeutic apllications, that is, to detect the cell
33surface protein in native confirmation, the antigen should also be
34natively folded for immunization [3]. However, recombinant pro-
35duction and purification of membrane proteins is often challenging,
36especially for multimeric and multispan-transmembrane proteins.
37These limitations can be bypassed using transfected cells and/or
38genetic immunization. For mammalian membrane proteins such as
39P2X7, the degreee of similarity/difference of the immunogen to
40the (P2X7) orthologue of the species immunized will influence
41which epitopes are prefentially addressed by the induced antibodies
42[2], that is, immunization typically induces antibodies that recog-
43nize epitopes in which the two species orthologues differ and only
44rarely antibodies against conserved epitopes.
45A method that we have successfully used for raising antibodies
46against P2X7 and other membrane proteins is ballistic cDNA
47immunization using a gene gun [2–4]. Here, a cDNA expression
48vector for P2X7 is coupled to micrometer goldparticles and pro-
49pelled by gas pressure into the skin of the animal. Transfected skin
50cells and resident antigen-presenting cells then express P2X7 in
51native conformation on their surface. Surrounding cells damaged
52by the immunization procedure can release DAMPs (danger asso-
53ciated molecular patterns), and thereby promote a sterile inflamma-
54tory millieu. In addition, coimmunization with a cDNA expression
55vector encoding an immunostimulatory cytokine such as macro-
56phage colony-stimulating factor (GM-CSF) can increase the anti-
57body response to the antigen [2].
58In addition to the conventional tetrameric IgG1 antibodies,
59llamas and other camelids produce IgG2 and IgG3 antibodies that
60are composed only of heavy chains [5–7] (Fig. 1). In these heavy
61chain antibodies (hcAb), the heavy chain also lacks the CH1
62domain that mediates covalent binding of the light chain in con-
63ventional IgG antibodies [8]. Conventional antibodies bind their
64cognate antigen via a pair of variable domains of the heavy
65(VH) and light (VL) chains. In contrast, the antigen binding
66domain of hcAbs is composed of only one domain, the variable
67domain of the heavy chain of hcAbs, termed VHH or nanobody.
68While VH and VL domains contain a hydrophobic interface, the
69corresponding region of VHHs is composed of hydrophilic amino
70acids, leading to an increased solublilty and stability of VHHs
71compared to conventional VHs or paired VH-VL domains. This
72higher solubility and stability accounts for a key advantage of VHH
73- their easy modular formatability [5–7]. Two and more nanobo-
74dies can be linked like beads on a string to form homomeric or
75heteromeric multimers. Homodimeric nanobodies show increased
76binding strength (avidity) to their target. Bi- or multispecific con-
77tructs linking two or more nanobodies that bind distinct proteins
78can be used to increase the half-life of the construct, to connect
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79tumor cells with T cells or NK cells, or to connect to distinct
80membrane proteins on the cell surface.
81Monomeric and dimeric nanobodies have a size of ~15 kD and
82~30 kD respectively and thus, are readily excreted from the body via
83renal filtration. The serum half life can be increased by fusing nano-
84body monomers or dimers to the hinge, CH2 and CH3 domains of
85IgG (the fragment crystallizable (Fc) domains of an antibody),
86thereby reconstituting a heavy chain antibody format of ~90 kD
87and ~120 kD respectively [9, 10]. Depending on the chosen IgG
88isotype, the Fc region can be used to promote serum half life
89and/or depletion of the cells expressing the target antigen in vivo
90or to enable detection by a secondary antibody in vitro. Alterna-
91tively, the half life can be increased by fusing the nanobody mono-
92mer or dimer to an additional nanobody directed against serum
93albumin [4]. Nanobodies can also function as binding modules for
94chimeric antigen receptors or for AAV-gene therapy vectors
95[11, 12].
96Several P2X7 antibodies and nanobodies, including the ones
97described here, are available from commercial sources. Peptide-
98specific antibodies (e.g., Alomone #APR-008, Abcam ab93354)
99generally work well in Western-blot analyses, but often fail to detect
100native P2X7 on the cell surface, for example, by flow cytometry, and
101are not recommended for immunoprecipitation. Monoclonal anti-
102bodies recognizing native human P2X7 generally work well in flow

Fig. 1 Schematic diagram of heavy chain antibodies and conventional monoclonal antibodies. The target-
binding module of hcAbs is composed of a single variable immunoglobulin domain, designated VHH or
nanobody. A hydrophilic surface (indicated by dashed ovals) renders VHHs highly soluble. The target-binding
module of mAbs is composed of a pair of VH and VL domains whose proper orientation is mediated by a
hydrophobic interface (indicated by black ovals) and a disulfide-bond linking the CL and CH1 domains (black
line). A pair of VH and VL domains can be linked genetically into a single-chain variable fragment (scFv) in
which the orientation of domains is mediated alone by the hydrophobic interface between the two V domains.
The three complementarity determining regions (CDR loops) are indicated in red. (Reproduced under the
CC-BY license (Bannas et al. Frontiers in Immunology Vol. 8 November 2017, Fig. 1))
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103cytometry and immunoprecipitation but not in Western-blot ana-
104lyses: mouse P2X7-specific mAb Hano43 [3] is availalbe from
105Bio-Rad and Enzo; mAb 1F11 [13] is available from biolegend
106and bdbioscience, human P2X7-specific mAb L4 [14] is available
107from the Developmental Studies Hybridoma Bank. The sequences
108of mouse P2X7-specific and human P2X7-specific nanobodies are
109listed in patents WO2010070145 and WO2013178783, respec-
110tively. The DNA sequences encoding these nanobodies can be
111obtained as synthetic DNA (“gene blocks”), cloned into a cDNA
112expression vector, and produced as recombinant proteins for
113research purposes. The use of these nanobodies for commercial
114purposes is subject to an appropriate license. Expression constructs
115can also be used to generate rAAV vectors encoding nanobodies or
116nanobody-based hcAbs to transduce cells and tissues in vivo. This
117in turn, represents a novel method to durably produce these con-
118structs to modulate (i.e., inhibit or potentiate) P2X7 function
119in vivo or to deplete P2X7-expressing cells.
120In this chapter, we provide protocols to develop antibodies and
121nanobodies which recognize P2X7 in its native confirmation on the
122cell surface. In addition, we describe the use of recombinant adeno-
123associtaed viral (rAAV) vectors encoding P2X7-specific nanobodies
124and hcAbs as new tools (that we termed AAVnano) to evaluate the
125contribution of P2X7 in vivo in different pathophysiolocial
126models [15].

1272 Materials

2.1 Expression
Vector Cloning and
Cell Transfection

1281. Mammalian expression plasmid (e.g., pcDNA3).

1292. Open reading frames of mouse or human P2X7 (see Note 1)
130and GFP with nuclear localization motiv.

1313. Immortalized cells lines: HEK293-T and CHO for antigen
132presentation, HEK-6E for antibody production (see Subhead-
133ing 3.6.)

1344. Trypsin-EDTA: 0.25% pancreatic trypsin, 0.02% EDTA
135in PBS.

1365. F17 complete: Freestyle F17 expression medium, 1% FCS,
1374 mM L-Glutamin, 25 μg/mL geneticin, sterile filtered.

1386. DMEM complete: Dulbecco’s modified essential medium, 5%
139FCS, 4 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 10 mM
140HEPES, 1! nonessential amino acids, sterile filtered.

1417. PEI stock solution: 0.32 mg/mL polyethylenimin in ddH2O,
142sterile filtered.

1438. 150 mMNaCl solution: 9 g/LNaCl in ddH2O, sterile filtered.
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2.2 Immunization of
Rodents and Llamas

1441. Mouse or human P2X7 mamalian expression plasmid cloned as
145described in Subheading 3.1.

1462. Competent E. coli.

1473. Plasmid preparation kit.

1484. 10 mM Tris–EDTA solution.

1495. 0.05 M spermidine solution.

1506. 1 M CaCl2 solution.

1517. Gold particles 1.0 μm.

1528. 100% Ethanol.

1539. 0.1 mg/mL Polyvinylpyrrolidone (PVP; MW 360,000) in
154ethanol,

15510. Tefzel tubing.

15611. 20 mL Syringe.

15712. Ultrasonic bath.

15813. Tubing cutter.

15914. Nitrogen gas supply.

16015. Silicia dry packs.

16116. Helios® Gene Gun System.

16217. Helium gas supply.

16318. Surgical clippers.

16419. Mild depilatory cream.

16520. Anesthesia equipment (e.g., isofluorane).

16621. Llama glama, 1–2 years of age.

16722. Rats (Lewis, 4–10 month of age).

16823. Rabbits (New Zealand White, 6–12 month of age.

16924. Mice (BALB/c, 3–9 month of age).

17025. 4 mm lancet.

17126. 19–23 gauge butterfly needle.

17227. CHO cells.

17328. 96-well flat bottom plates.

17429. R-phycoerythrin (R-PE)- or Allophycocyanin (APC)-
175conjugated, species specific secondary antibodies.

17630. Hoechst stock solution: 10 mg/mL Hoechst 33342 in
177ddH2O.

17831. Phosphate Buffered Saline (PBS+/+), 1! solution pH 7.4,
179with 0.9 mM CaCl2 and 0.5 mM MgCl2.

18032. PFA solution: 1% PFA in PBS +/+.

18133. DMEM complete.
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2.3 Generation of
P2X7-Specific
Monoclonal Antibodies

1821. P2X7-expressing cells generated as described in
183Subheading 3.1.

1842. Anesthesia equipment (e.g., isofluorane).

1853. 20–25 G Cannulas.

1864. Syringes.

1875. Sterile dissection instruments.

1886. Phosphate Buffered Saline (PBS"/"), 1! solution pH 7.4,
189without Ca2+ and Mg2+.

1907. Cell strainer, 70-μM.

1918. Sterile 96-well flat plates.

1929. SP2/0-Ag14 mouse myeloma cells (ATCC 1581).

19310. 50% (w/v) polyethylene glycol (PEG 3350) in DMEM.

19411. 50! Hybridoma Fusion and Cloning Supplement (HFCS).

19512. HAT (50!): 5 mM hypoxanthine, 20 μm aminopterin,
1960.8 mM thymidine.

19713. RPMI complete: RPMI 1640 medium, 5% FCS, 1! HFCS,
1981 mM Na-pyruvate, 5 mM L-glutamine (#50 μg/L
199gentamycin).

20014. HAT-medium: 1! HAT, 24 μM β-mercaptoethanol, 50 μg/L
201gentamycin in RPMI complete.

20215. Freezing medium: 45% RPMI complete, 45% FCS,
20310% DMSO.

2.4 Generation of
P2X7-Specific
Nanobodies

2041. P2X7-expressing cells generated in Subheading 3.1.

2052. Aldehyde-activated agarose beads.

2063. Phosphate Buffered Saline (PBS"/"), 1! solution pH 7.4,
207without Ca2+ and Mg2+.

2084. Lysing solution: PBS, 1% Triton X-100, 1 mM AEBSF.

2095. Tubes with anticoagulant to collect blood (1.5 mg EDTA/mL
210of blood).

2116. Ficoll-paque PLUS solution.

2127. RNA preparation kit.

2138. Superscript III reverse transcriptase (200 U/μL).
2149. RNAseOut, recombinant ribonuclease inhibitor (40 U/μL).
21510. Random hexamer oligonucleotide primer [d(n)6] (50 μM).

21611. dNTP mix 50!: dATP, dGTP, dTTP und dCTP
217(10 mM each).

21812. 10 μM PCR primer solutions (see Table 1).

21913. Q5 high-fidelity DNA polymerase (2000 U/mL) and 10!
220Cutsmart buffer.
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22114. Agarose gel: 1! TAE buffer, 1.0% (w/v) agarose, 1:10,000
222ROTI®GelStain.

22315. PCR clean up kit.

22416. Restriction enzymes: SfiI, NotI-HF, BamHI (20 U/μL each).

22517. pHEN2 phagemid vector (c-terminal 6!His, Myc tag),

22618. T4 DNA ligase (400 U/mL) and 10! ligation buffer.

22719. Electrocompetent TG1 E. coli.

22820. Electroporation cuvettes (0.1 cm gap).

22921. Electroporator MicroPulser.

23022. Recovery medium (supplied by manufacturer of electrocompe-
231tent TG1 cells).

23223. LB-carb plates: LB-Agar, 100 μg/mL carbenicillin.

23324. LB-carb-glu plates: LB-Agar, 100 mM glucose, 100 μg/mL
234carbenicillin.

23525. 2!YT medium: 16 g/L tryptone, 10 g/L yeast extract, 5 g/L
236NaCl, pH 7.0.

23726. 2!YT-kana plates: 2!YT medium, 15 g/L bacto agar, 50 μg/
238mL kanamycin.

23927. 2!YT-kana-carb medium: 2!YTmedium, 50 μg/mL kanamy-
240cin, 100 μg/mL carbenicillin.

24128. 2!YT freezing medium: 2!YT medium, 100 μg/mL carbeni-
242cillin, 20% glycerol.

t:1Table 1
List of forward (f) and reverse (r) primers to amplify VHHs

Name 50->30 Sequence Usage t:2

f.VHH GGCTGAGCTGGGTGGTCCTGG Amplify VHH from cDNA t:3

r.CH2 GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC Amplify VHH from cDNA t:4

f.VHH-SfiI CATTTGAGTTGGCCTAGCCGGCCATGGCAGAGG
TGCAATTGGTGGAGTCT

Add a 50 SfiI site t:5

r.VHH-
NotI

ATGTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGA Add 30 NotI site t:6

r.VHH1-
20GS

ACCCGGATCCCCCGCCACCGCTGCC
TCCACCGCCGCTACCCCCGCCACCGCTGCC
TCCACCGCCCGAGGAGACGGTGAC

Add a C-terminal 20GS
linker and a 30 BamHI
site t:7

f.VHH2-
15GS

TCTTGGATCCGGCGGGGGAGGTAGTGGGGG
TGGGGGCTCAGGTGGCGGCGGCTCAA
TGGCAGAGGTGCAGCTG

Add an N-terminal 15GS
linker and a 50 BamHI
site t:8

LMB3 CAGGAAACAGCTATGAC Sequence nanobody in
pHEN2 t:9
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24329. M13K07 helper phage at >1011 plaque forming units/mL.

24430. PEG/NaCl (5!): 20% (w/v) polyethylene glycol 6000,
2452.5 M NaCl.

24631. Phosphate Buffered Saline (PBS"/"), 1! solution pH 7.4,
247without Ca2+ and Mg2+.

24832. Untransfected and P2X7-transfectedHEK293 cells in DMEM.

24933. Blocking Buffer: PBS with 2% (w/v) BSA.

25034. Trypsin-EDTA: 0.25% pancreatic trypsin, 0.02% EDTA
251in PBS.

25235. AEBSF solution: 7.5 mg/mL 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfo-
253nyl fluoride (AEBSF) in PBS.

2.5 P2X7-Specific
Nanobody Production
and Verification

2541. 2!YT-carb-glu medium: 16 g/L tryptone, 10 g/L yeast
255extract, 5 g/L NaCl, pH 7.0, 100 μg/mL carbenicillin, 2%
256glucose.

2572. 2!Y-carb-glu plates: 2!YT-carb-glu medium, 15 g/L
258bacto agar.

2593. Plasmid mini preparation kit.

2604. HB2151 E. coli.

2615. Sequencing primer LMB3 (see Table 1).

2626. IPTG: 100 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside stock
263solution.

2647. PP (periplasma) lysis buffer: 20% (w/v) sucrose, 30 mM Tris-
265HCl (pH 8), 1 mM AEBSF, 100 μg/mL lysozyme.

2668. Syringe filters (0.45 μm).

2679. 2!YT freezing medium: 2!YT-carb-glu medium, 20%
268glycerol.

26910. Precast mini 10% polyacrylamide gels (Bis-Tris) and
270SDS-PAGE apparatus and buffers.

27111. Molecular weight marker: 100 ng lysozyme (16 kD), 750 ng
272IgG (150 kD), 1 μg BSA (66 kD) in 10 μL PBS. 750 ng IgG
273(150 kD) separates into two bands under reducing conditions:
274500 ng (50 kD) and 250 ng (25 kD).

27512. FITC-conjugated Myc-tag-specific mAb (clone 9E10).

27613. Untransfected and P2X7-expressing cells generated in
277Subheading 3.1.

27814. FACS-Buffer: PBS, 0.2% BSA.

2.6 Nanobody
Reformatting into
Diabodies and Heavy
Chain Antibodies

2791. 10 μM PCR primer solutions: f.VHH-SfiI, r.VHH1-20GS, f.
280VHH2-15GS, r.VHH-NotI (see Table 1).

2812. Q5 high-fidelity DNA polymerase (2000 U/mL) and 10!
282Cutsmart buffer.
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2833. PCR clean up kit.

2844. pHEN2 phagemid vector (C-terminal 6!His, Myc tags),

2855. Agarose gel: 1! TAE buffer, 1.0% (w/v) agarose, 1:10.000
286ROTI®GelStain.

2876. Gel extraction kit.

2887. Restriction enzymes (each 20 U/μL): SfiI, NotI-HF, BamHI.

2898. pCSE2.5 mammalian expression vector,

2909. HEK293-6E cells.

29110. F17 transfection medium: Freestyle F17 expression medium,
2924 mM L-glutamine, 0.1% pluronic, sterile filtered.

29311. Feeding medium: F17 transfection medium, 20% tryptone
294(w/v), sterile filtered.

29512. Optional: Protein A sepharose and Ni-NTA sepharose.

2.7 In Vivo
Production of
Nanobodies and hcAbs

2961. Expression contructs encoding selected nanobodies or hcAbs
297and plasmid containing the flanking AAV2 ITR sequences and
298a ubiquitous promoter.

2992. Phosphate buffered saline (PBS"/"), pH 7.4, without Ca2+

300and Mg2+.

3013. Anaesthetics: Imalgene 1000 (100 mg/mL ketamine), 2%
302Rompun (20 mg/mL xylazine), or ISO-VET (100%
303isofluorane).

3044. Electric clipper.

3055. Insulin syringe.

3066. Animal temperature heating pad (e.g., reference 04–777-144
307from Fisher Scientific), Electric clippers (e.g., reference
308NC0854141 from Fisher Scientific).

3097. Anticoagulant: 500 USP/mL Heparin sodium diluted in
310PBS"/" (working solution) or 2.5 mM EDTA disodium salt
311diluted in PBS"/" (working solution).

3128. ACK buffer to lyse red blood cells, 150 mM NH4 Cl, 10 mM,
313KH CO3, and 0.1 mM Na2-EDTA dissoved in H2O and
314adjusted to pH 7.4.

3159. 100 mM Adenosine 50-triphosphate disodium salt (ATP) (e.g.,
316A2383 from Merck) dissolved in PBS. Stock solution, store at
317"80 $C in small aliquots.

31810. FACS-Buffer: 0.2% BSA in PBS without Ca2+ and Mg2+ (PBS
319"/").

32011. Ready made solution for cell fixation and red blood cells lysis
321(e.g., 1-step Fix/Lyse solution from eBioscience, or RBC
322Lysis/Fixation Solution from Sony Biothecnology).
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32312. Fc-block (anti-CD16/CD32 antibody, clone 2.4G2) to inhibit
324binding of antibodies to Fc-receptors.

32513. Fluorescently labeled antibodies:

326(a) To detect P2X7-expressing T cell subsets (anti-CD4 clone
327RM4–5, anti-CD8 clone 53–6.7, anti-CD25 clone
328PC-61).

329(b) To evalute P2X7-dependent shedding of CD27 and
330CD62L (anti-CD27 clone LG.3A10, anti-CD62L clone
331MEL-14).

332(c) To detect hcAbs on the surface of P2X7-expressing cells
333(anti-IgG1, anti-IgG2a biotinylated secondary cross-
334adsorbed polyclonal antibodies).

33514. Flow cytometer.

3363 Methods

3.1 Expression
Vector Cloning and
Cell Transfection

3371. Clone the full-length open reading frame of mouse or human
338P2X7 into an eukaryotic cDNA expression vector (seeNote 1).

3392. To monitor transfection, clone a cDNA expression vector for
340GFP fused to a nuclear localization signal (see Note 2).

3413. Passage HEK293T and HEK293-6E cells by discarding used
342culture medium and wash with 5 mL PBS "/" (37 $C) care-
343fully. Gently flush cells off the surface with F17 complete
344(37 $C) and a serological pipette. Dilute cells to desired con-
345centrations, e.g., 1:10 every 2 days.

3464. Passage CHO cells by discarding culture medium. Wash cells
347with 5 mL PBS "/" (37 $C). Add 1 mL of trypsin-EDTA and
348incubate at 37 $C for less then 5 min in the incubator. Add
3494 mL DMEM complete and centrifuge cells at 150 ! g, 5 min.
350Discard supernatant and resuspend cells to desired concentra-
351tion, e.g., 1:10 every 2 days.

3525. Transfect cells at 50–70% confluency, the day after passaging.

3536. Mix expression plasmids (5 μg P2X7, 0.5 μg GFP-NLS) in
354150 mM NaCl (final vol. 250 μL), vortex 10 s (see Notes 3
355and 4).

3567. Mix 20 μL PEI reagent with 150 mMNaCl (final vol. 250 μL),
357vortex 10 s.

3588. Dropwise add PEI solution to DNA solution (not in reversed
359order), vortex 15 s.

3609. Incubate for 15–30 min at RT.

36110. Distribute PEI-DNA solution dropwise onto HEK293/
362HEK293-6E or CHO cells and incubate for 24–48 h at
36337 $C and 5% CO2 (see Note 5).
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3.2 Immunization of
Rodents and Llamas

3641. Transform E. coli with human or mouse P2X7 and prepare
365plasmid.

3662. Conjugate the P2X7 cDNA expression vector onto gold parti-
367cels by diluting 50 μg DNA in 50 μL Tris–EDTA. Add 100 μL
368spermidine, mix and pipet onto 25 mg gold particles (1 μm
369diameter), vortex and incubate in an ultrasonic bath for 1 min
370(see Note 6).

3713. Dropwise add 100 μL of CaCl2 solution while vortexing, incu-
372bate for 10 min (start with tubing preparation, step 5).

3734. Centrifuge at 16,000 ! g at 4 $C and discard supernatant.
374Wash pellet three times with 1 mL absolute ethanol, once
375with 1 mL PVP-ethanol and resuspend pellet in 3 mL
376PVP-ethanol.

3775. Assemble the tubing preparation station and insert Tefzel tub-
378ing. Wash the tubing by sucking up 100% ethanol with a 20 mL
379syringe and dry by applying N2 gas into the tubing.

3806. Vortex the DNA/gold/ethanol solution (step 3) and quickly
381suck the solution into the Tefzel tubing with a 20 mL syringe
382and let the DNA-gold particles sediment for 3–5 min without
383gas supply.

3847. Slowly suck the ethanol from the Tefzel tubing using a syringe
385without disturbing the sedimented DNA-gold particles.

3868. Slowly rotate the tubing by 180$ and let it sit for 5 s. Apply
387constant rotation to the tubing for 20 to 30 s. Apply N2-gas at a
388flowrate of 3 to 4 L/min for 5 min.

3899. Retrieve tubing from the tubing prep station and cut with the
390tubing cutter apparatus into 20 mm long cartridges. Store
391ammunition under dry conditions at 4 $C (add silicia dry
392packs to the container) until immunization (see Note 7).

39310. Anesthetize mice, rats and rabbits with Isoflurane gas and
394maintain normothermia using a heating pad.

39511. Prior to immunization, shave the animal skin with fresh clip-
396pers. Remove residual hair and hair roots with a mild depilatory
397cream. Thoroughly remove the cream with warm water and a
398soft cloth (see Notes 8 and 9).

39912. Load the cartridge holder with 12 cartridges and place into the
400gene gun. Connect the gene gun to a helium gas flask. Cover the
401ears of the animal with cotton pads and apply 4–12 shots,
4020.2–2 cm apart, onto the shaved skin (see Notes 10 and 11).
403Exemplary photos of immunized animal skin are shown in
404Fig. 2. Repeat immunizations every 2–3 weeks for 4–6 times,
405depending on the achieved antibody titer (seeNotes 12 and 13).

40613. 10 days after the third boost immunization draw blood
407(~100–200 μL for mice and rats by puncture of the
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408submandibular bundle at the back of the jaw with a lancet,
409~1–10 mL for rabbits (marginal ear vein) and llamas (jugular
410vein) with a 19–23 gauge butterfly needle) and test serum for
411specific antibodies by immunofluorescence microscopy (IFM).

41214. For IFM, transfect CHO cells as described in Subheading 3.1
413and seed cells into sterile 96-well flat bottom plates.

41415. 36 h after transfection, fix cells in PFA for 10 min, wash twice
415with PBS and incubate with 100 μL of serial dilutions of serum

Fig. 2 Photos of animal skin after gene gun immunization. Skin of animals (a: mouse, b: rat, c: rabbit, d:
alpaca) was shaved with fresh clippers and treated with a depilatory cream to ensure maximum gold particle
penetration. Flasks in (a) and (b) contain plastic tubing cartridges coated on the inner wall with cDNA
expression vectors coupled to 1 μm gold particles. A silika gel pack serves to keep the ammunition dry
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416(range: 10"2 to 10"5) in DMEM complete for 20 min at RT
417(see Note 14). Wash cells twice and incubate cells with
418R-phycoerythrin (R-PE)- or Allophycocyanin (APC)-
419conjugated rabbit-IgG-specific antibodies for 20 min in the
420dark. Counter-stain nuclei with Hoechst 33342 (10 μM) and
421analyze by IFM (see Note 15, Fig. 3). Antibody titers are
422determined as the highest dilution factor of the serum resulting
423in a positive signal, that is, allowing for a discrimination of
424transfected and untransfected cells based on secondary anti-
425body fluorescence.

3.3 Generation of
P2X7-Specific
Monoclonal Antibodies

4261. After DNA immunizations, inject mice or rats (from Subhead-
427ing 3.2.) with a final boost of 2 ! 106 P2X7-expressing cells
428(from Subheading 3.1) in 200 μL PBS by i.v., i.p. or
429s.c. injection and/or with immunoprecipitated P2X7 on
430antibody-conjugated agarose-beads (see Subheading 3.4, step
4312) resuspended in 200 μL PBS s.c. and/or i.p.

4322. Sacrifice animals 3 days after the final boost by isofluorane
433anaesthesia and terminal bleeding by cardiac puncture using a
43422G cannula and 2 mL syringe.

Fig. 3 Immunofluorescence analysis of CHO cells transiently cotransfected with expression vectors for GFP
and mouse P2X7. CHO cells were cotransfected with nuclear GFP and mouse P2X7 (top two rows) or human
P2X7 as negative control (third row). 24 h after transfection, cells were fixed and incubated with rabbit
preimmune serum (PIS) or immune serum (IS), each diluted 1:800 in PBS. Bound antibodies were detected
with PE-conjugated rabbit IgG-specific secondary antibodies. Nuclei were stained with Hoechst 33342. Cells
were analyzed with an EVOS inverted fluorescence microscope with filters for Hoechst (a), GFP (b) or
R-Phycoerythrin (c). (d) overlay of (a–c)
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4353. Isolate lymph nodes and spleen under aseptic conditions using
436sterile dissection instruments.

4374. Prepare lymphocyte suspensions by gently mincing spleen and
438lymphnodes with scissors and squeezing the cells gently with a
439plunger through a 70 μm-cell strainer. Wash cells with sterile
44015 mL PBS and pass through an additional 70 μm cell strainer
441twice with 5 mL RPMI complete with gentamycin.

4425. Harvest T225 HAT-sensitive SP2/0 myeloma cells (grown in
443RPMI complete to 70–90% confluency) and wash three times
444with 10 mL RPMI complete medium.

4456. Mix 1 ! 107 lymphocytes and 3 ! 107 SP2/0 cells in a 50 mL
446tube and centrifuge at 450 ! g for 8 min at RT. Discard
447supernatant completely.

4487. Break the cell pellet by tapping, place the tube in a beaker
449containing water at 38 $C and add 1 mL PEG dropwise for
4501 min under gentle stirring. Gently rotate the tube for 90 s.

4518. Slowly (over 7 min) add 10 mL RPMI+gentamycin (preheated
452to 37 $C) and centrifuge for 10 min at 210 ! g at 24 $C.

4539. Resuspend pellet in 5 mL freezing medium and freeze four
454aliquots for storage in liquid N2. Use the remaining 1 mL of
455cell suspension directly for plating.

45610. Dilute 0.5 mL of the fused cells with 80 mLHAT-Medium and
457plate onto four 96-well plates (200 μL/well). Dilute the other
4580.5 mL with 160 mL HAT-Medium and plate onto eight
45996-well plates (see Note 16).

46011. After 10 days of incubation at 37 $C, screen clone supernatants
461for antigen-specific antibodies by IFM (see Subheading 3.2,
462steps 14 and 15) or FACS of P2X7/GFP cotransfected
463CHO cells or HEK293 cells (see Fig. 4).

46412. Subclone positive clones by limiting dilution (see Note
46517) [15].

3.4 Generation of
P2X7-Specific
Nanobodies

4661. Draw 1–10 mL blood of the immunized llama 10 days after the
467third boost immunization and test serum for specific antibodies
468by IFM or flow cytometry (see Subheading 3.2, steps 14 and
46915, Fig. 5). Titers vary with immunogen and animal (1:50–1:
47050,000). Titers for DNA-immunized animals are often lower
471than for animals immunized with protein and adjuvant.

4722. Covalently link P2X7-specific mAb Hano 44 [16] to aldehyde-
473activated agarose beads according to the manufacturer’s
474instructions (e.g., AminoLink).

4753. Harvest 1 ! 108 HEK cells stably transfected with P2X7 and
476wash twice with PBS. Resuspend pellet in 10 mL lysing solu-
477tion and incubate on ice for 20min. Pellet cell debris at 800! g
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Fig. 4 FACS analysis of HEK cells transiently cotransfected with expression vectors for GFP and the indicated
P2X family members. HEK293-T cells were transiently cotransfected with GFP and human P2X7, human P2X4,
human P2X1 or mouse P2X7. 48 h after transfection, cells were stained with the indicated primary antibodies.
The negative control Nb (binding an irrelevant protein, e.g., C. difficile ToxA) and the P2X7-specific Nb Dano1
were used in a mouse IgG1 hcAb format. mAb and pAb indicate monoclonal or polyclonal antibodies that were
used as positive controls. Bound antibodies were detected with appropriate Alexa Fluor 647-conjugated
secondary IgG-specific antibodies. Dano1 hcAb and mAb L4 specifically recognize human P2X7, mAb Hano44
specifically recognizes mouse P2X7. (Reproduced with permission of The American Association for the
Advancement of Science ©2016 (Danquah et al., Sci. Transl. Med. 8, 366ra162, Fig. 6A))
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478for 10 min at 4 $C. Immunoprecipitate native P2X7 from the
479supernatant by adding 100 μL Hano44-conjugated beads and
480gentle aggitation over night at 4 $C on a roller. Pellet beads by
481centrifugation at 200 ! g for 5 min, discard supernatant, and
482wash beads twice with 5 mL lysis solution, each time aggitating
483for 5 min on a roller and pelleting of beads by centrifugation at
484200 ! g for 5 min. Resuspend beads in 500 μL lysis buffer.
485Estimate yield and purity by analyzing 10 μL of the precipitate
486by SDS-PAGE and Coomassie staining (expect to recover
487~5 μg P2X7/100 μL beads from 2 ! 108 cells). Inject llamas
488with beads suspended in lysis buffer subcutaneously.

4894. After four DNA immunizations, give the animals a final boost
490of 2 ! 107 P2X7-expressing cells in 500 μL PBS by
491s.c. injection and/or with immunoprecipitated P2X7 on
492antibody-conjugated agarose-beads s.c. (Fig. 5).

4935. Draw 100 mL anticoagulated blood from the jugular vein
4944 days after the last protein boost or 7 days after the last
495cDNA boost (see Note 18).

4966. Isolate PBMCs by Ficoll-Paque gradient centrifugation [17].

4977. Prepare total RNA from 107 PBLs using an RNA mini prepa-
498ration kit (see Note 19).

4998. Reverse transcribe into cDNA using 1.5 μg RNA, 50 μM ran-
500dom hexamers, 10 mM dNTPs, 1 μL RNAseOut and 1 μL
501Superscript III reverse transcriptase.

5029. Amplify the VHH coding regions from total cDNA by using
50310 μL cDNA, 1 μL primers f.VHH and r.CH2 (10 μM each),
5041 μL dNTPs, 5 μL 10! Buffer, 1 μL Q5 Polymerase.

50510. Separate PCR reaction products by 1% agarose gelelectrophor-
506esis and cut out the VHH band (ca. 800 bp). Purify the DNA
507from the gel piece with a cleanup kit. Reamplify the VHH
508coding region with the same reaction conditions as in step 7
509but with 1 μL of each primer f.VHH-SfiI and r.VHH-NotI to
510introduce 50 and 30 restriction sites.

51111. Double-digest VHH-encoding DNA fragments and the
512pHEN2 phagemid vector with SfiI and NotI (see Notes 20
513and 21).

51412. Ligate VHH-encoding DNA fragments and the pHEN2 pha-
515gemid vector at an insert to vector ratio of 3:1 and electro-
516porate purified ligation products into 25 μL electrocompetent
517TG1 E. coli cells (see Note 22).

51813. Take up cells in 975 μL recovery medium, incubate for 1 h to
519express ampicillin resistance, and streak 200 μL onto five large
520LB-carb-glu plates. To determine library size, streak serial
521dilutions of transformed cells onto small LB-carb-glu plates.
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Fig. 5 Schematic representation of nanobody discovery from DNA-immunized llamas by phage display
technology. (a) Llamas are immunized four times by ballistic DNA immunization, each with 12 shots of
1 μg P2X7-encoding cDNA vectors conjugated to 1 μm gold particles. A final boost is applied with 2 ! 107

transfected HEK cells. (b) Lymphocytes are isolated from blood, total RNA is extracted and transcribed into
cDNA. The VHH repertoire is amplified by PCR using primers to add restriction sites suited for cloning into a
M13 phagemid vector, placing the VHH downstream of a bacterial signal peptide and upstream of a Myc tag,
amber stop codon and the gp3 capsid protein. (c) Phages displaying a P2X7-specific VHH are enriched by
panning on P2X7-transfected HEK cells. (d) Selected clones are sequenced and clone families are analyzed for
diversity and abundancy. (e) Individual clones are expressed as Myc-tagged nanobodies in the periplasma of
HB2151 E .coli. Nanobodies are screened for specific binding to P2X7-transfected CHO cells or HEK293 cells
by IFM or FACS using a fluorochrom-conjugated Myc specific mAb (clone 9E10). (Reproduced under the CC BY
license (Eden et al. Frontiers in Immunology Vol. 8 January 2018, Fig. 7))
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52214. After over night incubation, scrape TG1 from the large plates
523in 5 mL 2!YT-medium per plate, pellet TG1 by centrifugation
524at 3500 ! g and resuspend in 1.5 mL freezing medium. Store
525glycerol stocks at "80 $C.

52615. Scrape an aliquot of cells from the frozen glycerol stock with a
527sterile pipette tip and grow TG1 containing the phagemid
528library until OD600 ¼ 0.3 in 2!YT-carb-glu medium. Super-
529infect TG1 cells by incubation with M13KO7 helper phage at
530MOI (multiplicity of infection) of 10 for 30 min at 37 $C and
531150 rpm (Example: 5 mL of a culture with an OD600 of 0.3
532correspond to 1.2 ! 109 bacteria, so add 1.2 ! 1010

533helperphages).

53416. Pellet bacteria by centrifugation at 560 ! g and resuspend in
53550mL 2!YT-kana-carb medium. Produce phages at 25 $C and
536250 rpm over night.

53717. Pellet the bacteria by centrifugation and harvest phage from
538the supernatant by precipitation with polyethylene glycol (mix
53940 mL supernatant with 10 mL PEG/NaCl (5!) and incubate
540on ice for at least 1 h).

54118. To remove cellular debris, wash phage pellets by repetitive
542resuspension in 1 mL PBS and centrifuge at 16,000 ! g for
54310 min at RT.

54419. Estimate library size by infecting TG1 cells with a serial dilu-
545tion of phages (10"4 to 10"13) and count colonies on 2!YT-
546kana plates.

54720. For negative selection on untransfected HEK cells, resuspend
5481011 phages in 1 mL blocking buffer for 30 min before mixing
549with 2.5 ! 107 untransfected HEK cells in DMEM complete.
550Incubate cells and phages for 1–2 h at 4 $C.

55121. Pellet cells by centrifugation at 560 ! g for 5 min, transfer
552phage-containing supernatant to 2.5 ! 107 P2X7-transfected
553HEK293T cells for positive selection (see Notes 23 and 24).
554Incubate cells and phages for 1–2 h at 4 $C.

55522. Pellet cells by centifugation at 560! g for 5 min and wash cells
55610–15 times with 10 mL blocking buffer and a final wash with
557PBS to remove unbound phages and blocking agents (see
558Note 25).

55923. Elute phages from the cell pellet by resuspension in 250 μL
560trypsin solution for 15 min at RT. Pellet cells by centifugation
561at 560 ! g for 5 min. Harvest the supernatant and inactivate
562trypsin by adding 25 μL of AEBSF solution (4 mg/mL).

56324. Infect 2.5 mL exponentially growing TG1 (OD600 ¼ 0.5) with
564125 μL eluted phages by incubation under shaking at 150 rpm
565at 37 $C for 30 min.
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56625. Pellet infected TG1 cells by centrifugation at 3500 ! g for
56710 min at 4 $C and resuspend cells in 300 μL 2!YT medium.
568Plate cells on LB-carb-glu plates. Incubate at 30 $C overnight
569(see Note 26).

57026. Scrape and resuspend colonies in 10 mL 2!YT-medium, pellet
571at 4600 ! g for 10 min. Resuspend in 3 mL 2!YT freezing
572medium and store at "80 $C.

57327. Use these TG1 cells for further rounds of panning following
574steps 12–20.

3.5 P2X7-Specific
Nanobody Production
and Verification

5751. Plate TG1 cells from a glycerol stock containing phagemids
576after phage panning on a 2!YT-carb-glu plate.

5772. Pick 96 individual clones, grow in 2!YT-carb-glu medium,
578prepare plasmid DNA, and sequence with primer LMB3
579(Table 1). Analyze translated DNA sequences for diversity
580and abundancy of selected clone families.

5813. Transform HB2151 E. coli cells with plasmids representing the
582most abundant clone from a family and grow in 50 mL 2!YT-
583carb medium (see Note 27).

5844. Induce expression of nanobodies when cultures reach an
585OD600 of ~0.5 by adding 0.5 mM IPTG. Incubate further
586for 5 h at 37 $C.

5875. Harvest HB2151 cells by centrifugation at 4600 ! g for
58815 min.

5896. Prepare periplasmic lysates by resuspending cells in 5 mL PP
590lysis buffer per g of cells and incubate for 20 min on ice.

5917. Pellet spheroblasts by centrifugation at 22,000 ! g for 30 min
592at 4 $C. Harvest supernatant (periplasma lysates) and pass
593through a 0.45 μM filter.

5948. Analyze proteins in periplasma lysates by SDS-PAGE and Coo-
595massie staining. Estimate the concentration of the nanobodies
596by comparing the staining intensity to marker proteins of
597known quantities (a useful range is 50 ng-2 μg/protein band).

5989. Optional: to prepare a bivalent detection reagent, incubate an
599aliquot of periplasma lysate containing 100 ng of nanobody
600with 500 ng of FITC-conjugated Myc-specific mAb (clone
6019E10) for 10 min at RT in the dark (see Note 28).

60210. Incubate untransfected and P2X7-transfected HEK cells with
603the preformed nanobody anti-Myc complexes for 20min in the
604dark at 4 $C.

60511. Wash cells twice with 5 mL FACS buffer by centrifugation at
606560 ! g for 5 min at 4 $C.

60712. Resuspend cells in FACS buffer and detect bound antibodies
608by flow cytometry.
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3.6 Nanobody
Reformatting into
Diabodies and Heavy
Chain Antibodies

6091. To reformat nanobodies as homomeric or heteromeric dimers
610(diabodies), amplify the first nanobody with primers f.VHH-
611SfiI (to add a 50 SfiI restriction site) and r.VHH1-20GS (to add
612a 30 20 amino acid GS linker and a BamHI site) (see Table 1 and
613Note 29). Purify amplification product with a PCR clean up
614kit. Digest 500 ng PCR product with 1 μL SfI in 1! Cutsmart
615buffer at 50 $C for 12 h and subsequently with 1 μL BamHI for
616further 3 h.

6172. Amplify the second VHH with primers f.VHH2-15GS and r.
618VHH-NotI (to introduce a 50 BamHI site and a 15 amino acid
619GS linker, and a 30 NotI restriction site (see Table 1). Purify
620amplification product with a PCR clean up kit. Digest 500 ng
621PCR product with 1 μL BamHI, 1 μL NotI in 1! Cutsmart
622buffer for 3 h.

6233. In parallel, digest 2 μg pHEN2 with 1 μL SfiI, 1 μL BamHI in
6241! Cutsmart buffer for 3 h and purify by gel electrophoresis.

6254. Purify digested Inserts and pHEN2 vector from steps 1 and
6262 with a PCR clean up kit.

6275. Clone both nanobody fragments into pHEN2 resulting in SfiI-
628Nb1-35GS-BamHI-15GS-Nb2-NotI-6xHis-Myc) and pro-
629duce the recombinant dimer as described in Subheading 3.5.

6306. To reformat nanobodies into hcAbs for expression in eukary-
631otic cells, clone the nanobody coding sequence flanked by 50

632Nco I and 30 Not I sites into the pCSE2.5 expression vector
633[18]. This vector contains the coding sequences for the IgH
634signal peptide and intron upstream of the NcoI site and the
635open reading frame for the hinge, CH2, and CH3 domains of
636human IgG1 or rabbit IgG downstream of the NotI site.

6377. Nanobodies in the pCSE2.5 expression vector are produced by
638transfection of HEK293-6E cells. One hour before transfec-
639tion exchange medium against F17 transfection medium and
640transfect cells as described in Subheading 3.1.

6418. One day post transfection feed cells with F17 feeding medium
642(see Note 30).

6439. 6 days post transfection harvest supernatants by sequential
644centrifugation at 560 ! g for 5 min for 5 min to remove cells
645and at 4600 ! g for 20 min to remove cell debris.

64610. Verify the purity and integrity of nanobodies and hcAbs by
647SDS-PAGE and Coomassie staining (see Subheading 3.5,
648step, Fig. 6).

64911. Optional: Purify hcAbs by affinity chromatography with Pro-
650tein A immobilized on Sepharose beads. Purify nanobody
651monomers and dimers carrying a Hexahistidin-tag by

Tobias St€ahler et al.

FNolte
Durchstreichen

FNolte
Eingefügter Text
20



652immobilized metal affinity chromatography (IMAC), e.g.,
653using Ni-NTA immobilized on agarose beads. Exchange the
654buffer by size exclusion chromatography and store antibodies
655at "80 $C.

3.7 In Vivo
Production of
Nanobodies and hcAbs
Using rAAV Vectors

6561. Clone expression contructs coding for selected nanobodies or
657hcAbs into a plasmid containing the flanking AAV2 ITR
658sequences and a ubiquitous promoter (e.g., CAG or EF-1α
659promoter) [19].

6602. Produce rAAV1 or rAAV8 vector encoding nanobodies or
661hcAbs (Fig. 7a) using standard helper-virus free transient triple
662transfection [19] (see Note 31).

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of purified P2X7-specific antibodies and nanobodies. Proteins are indicated
schematically on top of each lane. Antibodies were purified by affinity chromatography on protein G
sepharose, nanobodies on Ni-NTA agaorse. Purified proteins were size fractionated by SDS-PAGE under
reducing conditions and visualized by Coomassie staining. The marker proteins contain known amounts of
lysozyme (16 kD, 100 ng), IgL (25 kD, 250 ng), IgH (50 kD, 500 ng), and BSA (66 kD, 1 μg). In the schematic
diagrams, Ig-domains are indicated by egg-shaped ovals, CDR loops are indicated in red, inter-chain disulfide
bridges by black lines, C-terminal hexahistidin and Myc tags by pink and green lines, respectively. The CH2
and CH3 domains of rabbit IgG are indicated in dark purple (rb hcAb), the albumin-specific nanobody in the
half-life extended (HLE) dimer is indicated in green. Pink and blue nanobodies indicate heteromeric binding
moieties
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Fig. 7 rAAV-mediated production of P2X7-specific nanobodies and hcAbs in vivo. (a) Schematic representation
of AAV vectors encoding various formats of P2X7-specific nanobodies and hcAbs: fused to (1) the LSF mutant
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6633. Store purifed and titrated rAAV stock solutions at "80 $C in
664small aliquots at a concentration of >1012 vg/mL. Before
665injection, thaw rAAV vectors on ice and dilute to a concentra-
666tion of 1012 vg/mL in PBS. Inject each mouse with a maximun
667volume of 100 μL corresponding to a total dose of 1011 vg/
668animal.

6694. Anaesthetize mice with an intraperitoneal injection of ketamine
670(60 mg/kg) and xylazine (3 mg/kg) or by isofluorane gas
671anesthesia.

6725. Shave the hind legs of mice with an electric clipper.

6736. Inject 25 μL of rAAV1 or rAAV8 intramuscularly with 29G
674insulin syringe each into 1–4 sites of 4 different muscles (e.g.,
675gastrocnemius and quadriceps muscles). Using rAAV8, 1011 vg
676in 100 μL of PBS can be injected intravenously to preferentially
677transduce the liver.

6787. Maintain normothermia using a heating pad and monitor
679awakening of the mice before returning to their cage.

6808. To verify blockade and/or potentiation of P2X7-specific nano-
681bodies produced in vivo collect 100 μL of blood in 500 μL PBS
682"/" containing 500 USP heparin or 2.5 mM EDTA to pre-
683vent coagulation, wash and prepare the tube as described below
684(steps 9–16) to monitor ATP-induced shedding of CD27
685and/or CD62L by T cells ex vivo [4].

6869. Centrifuge the blood cells at 150 ! g, 8 min, at 4 $C and
687remove plasma.

68810. Add 1 mL of ACK buffer (red blood cells lysis), incubate 5 min
689at RT (see Note 32).

69011. Wash the cells with 4 mL FACS buffer, centrifuge at 300 ! g
691for 5 min at 4 $C and discard the supernatant.

!

Fig. 7 (continued) [21] (T252L, T254S, T256F) of mouse IgG1 with increased serum half life and low
Fc-mediated effector functions, (2) an albumin-specific nanobody conferring half-life extension (HLE), or
(3) IgG2a conferring Fc-mediated effector functions (e.g., cell depletion via antibody dependent cellular
cytotoxicity and complement dependent cytototoxicity). (b) Evaluation of the functional activity of P2X7-
specific nanobodies and hcAbs on CD4+ T cells of B6 mice, 21 days after i.m. injection of rAAV1 vectors
encoding the P2X7 antagonistic 13A7-IgG1LSF or the P2X7- potentiating 14D5-dim-HLE [4]. Blood cells were
incubated with or without ATP for 20 min at 37 $C and analyzed by flow cytometry for P2X7-dependent
shedding of CD27 and CD62L. Gating was performed on CD4+ T cells. Numbers indicate the percentage of
CD62L+CD27+ cells among the gated cells. (c) Detection of 13A7-IgG2a hcAbs bound to P2X7-expressing
CD4+CD25+ Tregs of BALB/c mice, 27 days and 87 days after i.m. injection of rAAV8 vectors encoding 13A7-
IgG2a. Blood cells were analyzed for hcAbs bound to the surface by flow cytometry using an IgG2a-specific
antibody. Gating was performed on CD4 + CD25+ Tregs. Numbers indicate the percentages of cells stained by
the IgG2a-specific antibody. Treg numbers were estimated to be reduced by 10% and 11% on d27 and d87,
respectively (data not shown)
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69212. Resuspend the cells in 150 μL of cold PBS "/" and dispatch
693on ice 50 μL of blood cells in three FACS tubes, one that will
694serve as a negative control, one will be treated with 30 μMATP,
695and one with 150 μM ATP.

69613. Prepare ATP solutions in PBS"/" at concentrations of 60 μM
697and 300 μM. Add 50 μL of these solutions to 50 μL blood cells.
698Mix briefly and incubate cells for 15 min in a 37 $C water bath.

69914. Place the tubes on ice, add 4 mL ice-cold FACS buffer, and
700pellet cells by centrifugation at 150 ! g, 8 min at 4 $C. Discard
701the supernatant.

70215. Resuspend the cells in 50 μL FACS buffer containing 0.1 μg
703Fc-block (anti-CD16/CD32) and incubate 15 min at 4 $C.
704Add 50 μL FACS buffer containing fluorescently labeled mAbs
705against CD4, CD8, CD25, CD62L and CD27 and incubate
70620 min at 4 $C in the dark.

70716. Wash cells twice with 4 ml FACS Buffer, centrifuge at 150 ! g,
7088 min at 4 $C and discard supernatant. Add 600 μL FACS
709buffer and analyze the level of CD27 and CD62L on the
710surface of CD8+ cells, CD4+CD25+ regulatory T cells, and
711CD4+ helper T cells (Fig. 7c).

71217. HcAbs generated in vivo can be detected on the cell surface of
713T cells using isotype-specific secondary antibodies. Collect
71450 μL blood samples, and lyse red blood cells using ACK buffer
715as described in steps 11 and 12 above (see Note 32).

71618. Resuspend the cells in 50 μL FACS buffer containing 0.1 μg
717Fc-block (anti-CD16/CD32) and incubate 15 min at 4 $C.
718Add 50 μL FACS buffer containing fluorescently labeled mAbs
719against CD4, CD8, and CD25 as well as a biotinilated IgG2a-
720specific mAb and incubate 20 min at 4 $C in the dark.

72119. Wash the cells with 4 mL FACS buffer and centrifuge at
722150 ! g for 8 min at 4 $C. Add 100 μL FACS buffer containg
7230.05 μg PE-conjugated streptavidin and incubate for 20 min at
7244 $C in the dark.

72520. Wash cells twice with 4 mL FACS buffer at 4 $C and discard
726supernatant. Add 600 μL FACS buffer and analyze the level of
727P2X7-specific hcAb on the cell surface by flow cytometry
728(Fig. 7c).

7294 Notes

7301. To obtain a full-length mouse P2X7 expression vector, amplify
731the cDNA frommouse splenocytes or order a codon optimized
732ORF as a Geneblock (e.g., Twist Bioscience) and clone it into
733an mammalian expression vector, such as pCDNA6.1 (Invitro-
734gen) under the control of the CMV promotor.
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7352. To obtain a control plasmid for transfection, clone the aminoa-
736cids 400–483 of LKLF (Lung Krüppel-like factor, KLF2) tran-
737scription factor into pEGFP-N1 vector to express nuclear
738eGFP [16].

7393. To generate a stable transfected cell line, linearize the plasmid
740before transfection, e.g., by digestion with Ssp1 or another
741restriction enzyme that cleaves the vector in the ampicillin
742resistance cassette to achieve a higher genome insertion rate.
743Add an appropriate antibiotic and monitor levels of P2X7 by
744flow cytometry.

7454. Split cells 1 day before transfection to achieve a confluency of
74660–80% on the day of transfection. The protocol can be
747adjusted to any culture volume by scaling cell numbers,
748DNA, and PEI concentrations. Here an exemplary transfection
749for a T25 flask containing ~2 ! 106 cells is described.

7505. Monitor transfection efficiency by observing nuclear GFP sig-
751nal with a fluorescence microscope.

7526. A molecular adjuvant may be used by coprecipitating a cDNA
753expression vector for a potent proinflammatory cytokine (e.g.,
754GM-CSF) or the ligand for a Toll like receptor (e.g., flagellin).

7557. Discard cartridges which do not contain precipitated gold
756(beginning and ending of the tubing).

7578. A warm surface is used for rats and mice to maintain body
758temperature. Rats and mice are anaesthesised using Isofluoran
759chambers and respiratory masks. Llamas and alpacas are fixed
760appropriately with a harness and rope. Appropriate training is
761required and permits need to be obtained for all prodedures
762involving animals.

7639. Proper removal of hair and depilatory cream is essential for
764efficient delivery of gold particles. Residual hair and cream
765can prevent particles from penetrating the skin.

76610. Mice and rats are immunized at 4–6 sites on the abdominal skin
767at 250–300 psi, rabbits at 12 sites on the back at 400 psi,
768alpacas and llamas at 12 sites on the lower neck at a pressure
769setting of 400–600 psi.

77011. Quality of gold particle delivery can be estimated by noting the
771coloration of the skin (see Fig. 2) and a wipe test with a soft
772cloth to ensure that the particles cannot be wiped away.

77312. Live, fixed and necrotic cells can be used for immunizations as
774well. If cells are used for repeated injections, antibody
775responses against endogenous HEK or CHO cell proteins
776will be induced.

77713. Protein and cell injections can also be performed intraperito-
778neally or intravenously for rats and mice.
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77914. Draw blood and prepare serum before the first immunization
780to be used as control (preimmune serum). Draw blood
78110–14 days after the third or subsequent boosts as
782immune sera.

78315. As secondary antibody use a fluorochrome that can be distin-
784guished clearly from GFP. Use appropriate secondary antibo-
785dies, for example, mouse-IgG specific antibodies for sera from
786immunized mice. Expect 10–30% transfection efficiency for
787CHO cells and >50% for HEK cells. The vast majority of
788transfected cells are cotransfected with both plasmids. Red
789membrane staining of cells with a green nucleus indicates
790specific staining.

79116. Only fused hybridoma cells can survive in HAT (Hypoxanthin
792Aminophterin Thymidin) containing medium. SP2/0 mye-
793loma cells cannot metabolize HAT and unfused lymphocytes
794eventually die by limited replication cycles.

79517. The isotype of the antibodies can be determined by using a
796mouse or rat immunoglobulin isotyping kit (BD Bioscience).
797To obtain the sequence of recombinant antibodies, hybridoma
798cells can be sequenced by a provider of choice (e.g., BIOZOL).

79918. The peak migration of expanded B cells from the lymph node
800to the bone marrowis expected 6–7 days after the final boost.

80119. Assess RNA quality by inspection of 28S and 18S RNA bands
802on 1% agarosegel. The 28S Band (~4700 nt) should be twice as
803strong compared to the 18S band (~1900 nt).

80420. Restriciton enzymes SfiI and NotI have different incubation
805temperatures, first use SfiI at 50 $C for 16 h, then NotI at
80637 $C for 3 h.

80721. NotI recognizes a restriction site (GCGGCCGC) which is
808suitable between fusion proteins as it encodes for a triplet of
809inert aminoacids AAA when in the correct readingframe with
810the nanobody.

81122. Purify ligation mix and elute in H2O to reduce amounts of ions
812which will reduce electroporation efficiency.

81323. When an antibody epitope is well characterized, the
814corresponding antibody can be used prior phage incubation
815to block known epitopes of mP2X7 on the transfected cells. By
816doing so phages are preferentially select on the unblocked
817epitopes.

81824. Cells endogenously expressing the antigen can be used for
819panning as well.

82025. Washing conditions can be adjusted in stringency (e.g., deter-
821gent and pH) to select for VHHs with different binding
822properties.
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82326. Use multiple plates for streaking to reduce bias in the compo-
824sition of VHHs in the library caused by differerential growth of
825TG1 cells.

82627. E. coli strain HB2151 detects the amber stop codon between
827the Myc tag and the gp3 protein, allowing the production of
828monomeric Nanobodies with 6!His and Myc tags.

82928. By prior incubation of the Myc-tagged nanobody monomers
830with the 9E10 Myc-specific antibody, a 2:1 bivalent complex
831with a higher avidity is achieved. If only strong binders are
832preferred, transfected HEK cells are directly incubated with
833periplasmic lysates and and then detected with anti myc in a
834subsequent step.

83529. Alternatively, order gene blocks encoding the two nanobodies
836flanked by linkers and restriction sites. Nb 13A7 effectively
837blocks, Nb 14D5 potentiates ATP-induced gating of P2X7
838[4]. The amino acid sequences of these Nbs are published in
839patent WO2010/070145.

84030. Supplementation with additional amino acids can increase pro-
841duction yield [20].

84231. Purified and titrated rAAV vector can also be purchased from
843research service providors as custom-made rAAV by providing
844the transgene sequence.

84532. Lysis of red blood cells can be perfomed after antibody staining
846using ready made cell fixation and a commercial RBC lysis
847buffer.
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Article 2 

Article 2, Publication  
Administration of an AAV vector coding for a P2X7 blocking nanobody-based biologics 

ameliorates colitis in mice 

Catalina Abad*, Mélanie Demeules*, Charlotte Guillou, Henri Gondé, Rachid Zoubari, Yossan-Var Tan, 
Valérie Vouret-Criaviari, Friedrich Koch-Nolte, Sahil Adriouch 

 

Contexte de l’étude. Un rôle de l’ATPe est suggéré dans l’inflammation et notamment dans les 

maladies inflammatoires de l’intestin. P2X7 est exprimé sur les cellules immunitaires et non 

immunitaires du tractus gastrointestinal. On observe une surexpression de P2X7 dans l’épithélium et 

la lamina propria de la maladie de Crohn suggérant son rôle dans la pathogénèse de la maladie. Il a été 

montré que des souris déficientes pour P2X7 présentaient une diminution de l’inflammation dans les 

modèles DSS et TNBS. Une étude de Hofman et collaborateurs a également mis en évidence que le 

blocage de P2X7 augmentait la carcinogénèse (Hofman et al. 2015). 

Méthode. Pour étudier le rôle de P2X7 dans l’inflammation aiguë et chronique de l’intestin, nous avons 

injecter les rAAVnano bloquants et potentialisateurs de P2X7 puis trois semaines après réalisé le 

modèle DSS de colite intestinale. Pour étudier le rôle de P2X7 dans la carcinogénèse associée à 

l’inflammation chronique de l’intestin nous avons injecté de les rAAV trois semaines avant l’injection 

d’azoxyméthane (AOM) puis réalisé le premier cycle de DSS une semaine après. 

Principaux résultats. 

• Nous avons testé différentes constructions basées sur des nanobodies dans deux formats 

différents (DimHLE ou hcAb). Nous avons sélectionné deux constructions basées sur des 

nanobodies, 13A7-Fc antagoniste et 14D5-dimHLE potentialisateur de P2X7 pouvant moduler ce 

récepteur au long terme.  

• L’injection du rAAV 13A7-Fc permet de diminuer le score clinique de la colite induite par le DSS. 

• 13A7-Fc diminue également le score histopathologique du colon ainsi qu’une baisse d’expression 

de multiples chemokines et cytokines proinflammatoires.  

• Nous avons testé le modèle de carcinogénèse associée à la colite inflammatoire chronique. 

Cependant en utilisant différentes conditions notamment la dose d’Azoxymethane (AOM) ou 

différents temps de sacrifice, nous n’avons pas pu obtenir de résultats significatifs. 
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Abbreviations: AAV: adeno-associatd virus; eATP: extracellular ATP; DSS: dextran sodium 

sulfate; HLE: Half-life extended; IBD: inflammatory bowel disease; Nb: nanobodies; Treg: 

regulatory T cells 

Bullet point summary:  

What is already known  

• P2X7 exerts proinflammatory actions by activating the NLRP3 inflammasome in 

myeloid cells 

• P2X7 is a potential target in inflammatory diseases 

• Nanobodies with agonistic and antagonistic properties against P2X7 have been 

developed 

• AAV vector represent safe and efficient vector for gene transfer in vivo 

What this study adds  
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• A novel methodological approach based on AAV vector coding for selected agonistic 

or antagonistic nanobody-based biologics to validate potential pharmacological 

targets in vivo  

• Administration of AAV vectors coding for selected nanobody-based biologics 

targeting P2X7 leads to their prolonged and stable production in vivo and to long-term 

modulation of P2X7 functional activity in vivo 

• A single intramuscular injection of an AAV vector coding for a nanobody-based 

biologics designed to inhibit P2X7 ameliorates DSS-induced colitis in mice 

Clinical significance 

• The present study validate the importance of P2X7 as a relevant target in 

inflammatory diseases such as inflammatory bowel disease (IBD) 

• The study highlight the pharmacological potential of nanobody-based constructs as a 

new class of biologics that can be used to modulate target function in vivo 

 

Abstract 

Background and Purpose: The ATP-gated P2X7 receptor is widely expressed by immune 
cells, and exert proinflammatory properties at least in part through the activation of NLRP3 
inflammasome in myeloid cells. Nanobodies targeting P2X7, with agonistic or antagonistic 
properties, have been developed and can be used to modulate (i.e., block or potentiate) P2X7 
function in vitro as well as in vivo. AAV mediated gene transfer represent a novel 
methodological approach to achieve long-term in vivo expression of selected nanobody-based 
biologics targeting P2X7 with the aim to validate its pharmacological importance as a target. 
Such a methodological approach, termed AAVnano, was used here to validate the relevance 
of P2X7 as a target in acute as well as in chronic dextran sodium sulfate (DSS) induced colitis 
in mice. 

 
Experimental Approach: Mice received a single intramuscular (i.m.) injection of AAV vector 
coding for either an agonistic (14D5-dimHLE) or an antagonistic (13A7-Fc) nanobody-based 
construct targeting P2X7. Confirmation of the functional long-term inhibition or potentiation of 
P2X7 functions were evaluated ex vivo from blood samples. DSS treatments were used to 
induce acute colitis in different group of mice injected or not with the AAV vectors coding for 
14D5-DimHLE or 13A7-Fc nanobody-based constructs. Severity of colitis, clinical symptoms, 
colon histopathology, and chemokine and cytokine expressions, were determined over time in 
each group to evaluate the impact of P2X7 modulation on the clinical scores.  
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Key Results: We found that a single i.m. injection of AAV vector coding for the antagonistic 
(13A7-Fc) or agonistic (14D5-dimHLE) nanobody efficiently modulates P2X7 function in vivo 
from day 15 and until, at least, 120 days post-AAV injection in a dose-dependent manner. 
Administration of AAV vector coding for the P2X7-blocking nanobody-based construct 13A7-
Fc, significantly ameliorated DSS-induced colitis, and colon histopathology, and significantly 
reduced immune cell infiltration, as well as chemokine and proinflammatory cytokines 
expression in the colonic tissues.  

Conclusion and Implications: Our results demonstrate the validity of the AAVnano 
methodological approach to either inhibit or potentiate P2X7 functions in vivo and to evaluate 
its role pathophysiological models. Applying this method to the DSS-induced colitis, we 
demonstrate that blockade of P2X7 with an antagonistic nanobody-based biologics reduced 
inflammation and disease severity. Hence, this study confirm the importance of P2X7 as a 
pharmacological target, and additionally suggest the use of nanobody-based biologics as an 
alternative treatment in inflammatory bowel disease.  
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Introduction 

Purine nucleotides release in the extracellular compartment, such extracellular ATP (eATP), 

can act as potent signaling molecules that regulate several physiological processes including 

the immune system. Whereas eATP levels remain low in homeostatic conditions, its 

concentration can rapidly increase in situation of cell stress or cell damage, an act as a danger 

associated molecular pattern (DAMP) engaging an immune response. Indeed, eATP has 

recently emerged as a key signaling molecule mediating different aspects of innate and 

adaptive immunity (1, 2). eATP acts notably through the purinergic P2X7 receptor, a ligand-

gated ion channels belonging to the purinergic type 2 receptor family (P2). P2X7 receptors are 

largely expressed by lymphoid and myeloid immune cells (3). On murine T lymphocytes, P2X7 

activation induces metalloprotease-driven shedding of CD62L (4) and CD27 (5), and leads to 

regulatory T cell (Treg) death (6). On myeloid cells such as macrophages and dendritic cells, 

P2X7 elicits inflammasome activation, and the subsequent maturation and release of mature 

IL-1β and IL-18 proinflammatory cytokines (7).  

Multiple evidences suggest a role of eATP in the pathogenesis of inflammatory 

diseases including inflammatory bowel disease (IBD). P2X7 is expressed on immune and non-

immune cells of the gastrointestinal tract (8, 9). Up-regulated P2X7 expression has been 

reported in the colon epithelium and in the lamina propria (macrophages and dendritic cells) 

of Crohn’s disease patients, suggesting its role in the disease pathogenesis (10). Similarly, the 

expression of P2X7 has been reported to be increased in rats subjected to the acute model of 

dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis (11). It has been previously shown that P2X7 

deficient mice exhibited reduced mucosal inflammation in both DSS and trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBS) models of colitis (10, 12). This agrees with the purported proinflammatory 

actions of P2X7, and supports its role in the development of intestinal inflammation. Moreover, 

this suggests that targeting P2X7 may constitute a novel therapeutic target in inflammatory 

diseases such as IBD. Despite the development of several small-molecule P2X7 inhibitors 

(13), their use is hampered sometimes by their low specificity, their undesirable side effects, 

and their short half-life in vivo due to their metabolism into inactive or toxic products.   

Antibodies constitute important tools for experimental research and medical 

applications. Most antibodies are composed of two heavy and two light chains and both chains 

contribute to the antigen-binding site. Nevertheless, llamas and other camelids can also 

produce antibodies composed only of heavy chains (14). The single antigen-binding domain 

of these antibodies is designated VHH or, when produced as a recombinant protein, nanobody 

(Nb) or single domain antibody. Nanobodies that block (13A7) or activate (14D5) gating of the 

P2X7 ion channel have been successfully developed (15). The efficacy of direct administration 



 

135 
 

of these nanobodies in vivo has been demonstrated, since systemic injection of recombinant 

13A7-based biologics in mice blocked P2X7 activation on T cells and macrophages and 

ameliorated experimental glomerulonephritis and allergic contact dermatitis (15). Yet, 

injections every three days were necessary to maintain sufficient concentrations of the 

nanobody in blood. Here, we have used an alternative adeno-associated virus (AAV)-based 

methodology as a delivery vector for in vivo gene transfer of the transgenic sequence coding 

for selected P2X7-targeting nanobody-based biologics. With this strategy, termed AAVnano, 

we were able to ensure the continuous presence of efficient concentration of the selected 

nanobody-based biologics in vivo, even in the long-term, and until at least 120 days post AAV 

administration.  We first aimed to identify and characterize AAV vectors coding for selected 

nanobody-based biologics able to either block or potentiate P2X7 function. One AAV was 

selected for its capacity to potently and durably inhibit P2X7 (i.e., coding for 13A7-Fc biologic), 

and one for its capacity to potentiate P2X7 functions in vivo (i.e., coding for 14D5-DimHLE 

biologic). This approach offers the unique opportunity to directly address P2X7 function in vivo, 

in different pathophysiological situations, in any given mouse genetic background, without the 

need to use genetically-manipulated animals, or repeated small-molecule injections for which 

the pharmacokinetic profile is not always sufficiently characterized. In addition, this approach 

allowed not only to inhibit P2X7 (i.e., using AAV-13A7-Fc), a frequent aim of published study, 

but also to potentiate its function (i.e., using AAV-14D5-DimHLE) which may aggravate the 

disease and thereby indirectly confirm P2X7 implication in the studied pathophysiological 

process. Additionally, we aimed to reevaluate P2X7 contribution to the pathological 

inflammatory situation induced by dextran sodium sulfate (DSS) administration, as a model of 

colitis. In this model, we found that a single injection of AAV-13A7-Fc significantly reduced 

DSS-induced colitis, and inhibit immune cell infiltration and inflammatory cytokines production. 

In conclusion, our data confirm the importance of P2X7 as a pharmacological target, and 

additional suggests that a therapeutic strategy based on nanobody-based biologics targeting 

P2X7 may be beneficial for the treatment for IBD, and potentially for other chronic inflammatory 

diseases such as rheumatoid arthritis or multiple sclerosis.  
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Materials and methods 

Mice  

C57BL/6 8-week old female mice (Janvier Laboratories) were used in these studies. The 

animal experimental protocol was approved by the by the French Ministry of Education and 

Research, after consultation with an ethical committee (n° APAFIS # 8172-2017042111149104 

v2). AAVnano were administered through a single i.m. injection under ketamine/xylazine 

anesthesia in a total volume of 100 l (25 l per injection site, in gastrocnemius muscle). 

Concerning the DSS model of acute colitis, animals were checked daily for signs of suffering 

and were euthanized if weight loss was >20%, or if hunching posture, shivering, lack of 

movement or cold temperature were observed. All efforts were made to minimize animal 

suffering and to reduce the number of animals. 

Generation of the AAV vector coding for the nanobody-based biologics  

The construct 14D5-dimHLE used in this study was based on nanobody dimers (“dim” format) 

fused to the Alb8 anti-albumin nanobody (half-life extended “HLE” format). 14D5-dimHLE was 

constructed by fusing the coding sequences of two 14D5 nanobodies using a 35-GS linker 

(GGGGS)7. These homodimeric bivalent constructs were then fused to the anti-albumin 

nanobody Alb8 via a 9-GS linker (GGGGSGGGS) (16). The P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF 

hcAb was constructed by fusing the nanobody 13A7 to the hinge region and Fc region of a 

mutated mouse IgG1 antibody carrying the “LSF” mutations (T252L, T254S, T256F) (17). 

For the production of AAV, all constructs were cloned into a pFB plasmid under the control of 

a CBA promoter (for AAV1 constructs coding for 14D5-dimHLE and 13A7-Fc). Production, 

purification, and titration of AAV1 were performed by Virovek (Hayward, California, USA) using 

the baculovirus expression system in Sf9 insect cells. For muscle transduction, mice hind legs 

were shaved under anesthesia and 100 µL diluted AAV were injected into 4 gastrocnemius or 

quadriceps muscle sites to reach a total dose of 1011 viral genomes (vg) per mouse.  

Evaluation of the blocking or potentiating capacity of the nanobody-based biologics 

produced in vivo 

Agonistic or antagonistic nanobody functionality was determined ex vivo by evaluating ATP 

induce and P2X7-depend shedding of CD62L or/and CD27 at the surface of lymphocytes by 

flow cytometry. Briefly, blood samples were collected in EDTA-containing tubes, and peripheral 

blood mononuclear cells were treated with or without ATP (at doses ranging from 150 to 600 

M depending on the study) in PBS for 15 min at 37°C. For some studies, similar experiments 
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were performed with splenocytes obtained after spleen dissociation and filtration through a 40 

m cell-strainer. After incubation with ATP, cells were washed with PBS 3% FBS and stained 

with a mix containing anti- CD4-APC-Cy7, CD25-PE, CD8a-PE-Cy7, CD62L-FITC, CD27-APC 

antibodies for 30 min at 4°C. Cells were washed with PBS 3% FBS and treated to lyse the 

erythrocytes and to fix the cell at the same time. For that, cell were incubated with RBC 

Lysis/Fixation Solution (Sony) buffer for 30 min at room temperature before washing and 

analysis with an LSRFortessa (BD Biosciences) cytometer. 

Titration of the nanobody-based biologics produced in vivo 

Nanobody serum levels were titrated by flow cytometry as follows. B16F10 cells transduced to 

stably express P2X7, were used as a target cell in vitro (B16F10-P2X7). Cells were incubated 

withTruStain fcX™ (anti-mouse CD16/32) (Sony)  for 15 min at 4°C, followed by 30 min further 

incubation with 15 l of diluted serum collected from mice injected with the AAV vector coding 

for selected nanobody-based biologics. After washing with PBS 3% SVF, 13A7-Fc biologic 

bound at the surface of B16F10-P2X7 cells were detected using a biotinylated antibody 

directed against the Fc moiety (anti-mouse IgG1, Sony) for 30 minutes at 4°C. Cells were then 

washed and incubated with streptavidin-PE (Sony) for 30 min at 4°C. For detection of 14D5-

dimHLE at the surface of B16F10-P2X7 cells, a biotinylated antibody directed against the anti-

albumin nanobody was used (mAb77). Cells were analyzed with an LSRFortessa (BD 

Biosciences) cytometer. Calculation of the concentration of each nanobody-based construct 

contained in the sera was performed by comparison to a standard curve obtained after serial 

dilution of the same recombinant construct obtained and purified from transiently transfected 

HEK-293 cells.  

Colitis induction following administration of dextran sodium sulfate 

Mice received an i.m. injection of either PBS, 1011 vg (viral genome) of AAV-13A7-Fc, or 1011 

vg of AAV-14D5-DimHLE. Three weeks later, acute inflammation was induced by 

administration of 2.5% dextran sodium sulfate (DSS) in the drinking water from days 1 to 5, 

after which they were switched to regular water. The disease activity index (DAI), was 

evaluated on a daily basis by two independent researchers blinded to the treatment, following 

a scoring system from 0 to 10 reported in (12). DAI was calculated by the addition of three 

different clinical scores: (1) Body weight loss, which was scored from 0 to 4 (0, no loss; 1, loss 

< 5%; 2, loss < 10%; 3, loss < 20%; 4, loss > 20%); (2) Stool consistency, from 0 to 3 (0, 

normal; 1, loose stools; 2, watery diarrhea; 3, severe watery diarrhea); (3) Presence of rectal 

bleeding, from 0 to 3 (0, no blood; 1, presence of petechia; 2, traces of blood in the stools; 3, 

bleeding). Mice were sacrificed on day 13, and colons, mesenteric lymph nodes and spleens 
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were collected for further mechanistic studies. Colons were washed and divided in three 

portions as follows: starting from the proximal colon, 0.5 cm of tissue was collected for RNA 

studies, the next 0.5 cm for explant cultures, and the rest was rolled using the “Swiss Roll” 

technique and fixed overnight in 4% paraformaldehyde for histological studies.  

Histopathological evaluation 

Tissues were transferred to 70% ethanol and progressively dehydrated for paraffin embedding. 

Seven-m paraffin sections were stained with hematoxylin and eosin. Histological 

inflammation was scored in a blinded fashion from 0 to 10 according to four cumulative 

parameters: (1) severity of inflammation, from 0 to 3 (0, none; 1, mild; 2, moderate; 3, severe), 

(2) extent of inflammation from 0 to 3 (0, none; 1, mucosa; 2, mucosa and submucosa; 3, 

transmural), (3) crypt damage from 0 to 3 (0, none; 1, basal to 1/3; 2, basal to 2/3; 3, crypt loss, 

crypts, and epithelium loss), and percentage of tissue affected by inflammation from 0 to 4 (0, 

0%; 1, 25%; 2, 50%; 3, 75%; 4, 100%).  

Real time RT-PCR 

RNA was isolated from colons with Trizol reagent (Sigma) and retrotranscribed with the 

ImProm-IITM transcription system from Promega. Real time quantitative PCRs were performed 

using the Lightcycler 480 SYBR Green I Master (Roche). Primers are listed in Supplementary 

Table 1. Amplification was performed with a LightCycler 480 System SW 1.5.1 (Roche) as 

follows: initial denaturation at 95 °C for 10 min, 40 cycles of 95 °C for 30 s followed by 60 °C 

(for CCL2, CXCL9, IFN, IL-1, IL-6, IL-17, IL-18, IL-22 and TGF) or 62 °C (for CXCL10) for 

30 s, and 72 °C for 30 s. Melting curve analysis confirmed primer specificity. The calculation 

was normalized to the housekeeping gene Eef2 according to the formula (Etarget)ΔCt 

target/(Enormalizer)ΔCt normalizer (Real-time PCR handbook from Life Technologies).  

Colon explant cultures 

Colon samples were excised longitudinally, rinsed in PBS and incubated in 0.8 ml of RPMI 

1640 medium with 10% FBS and 1% penicillin and streptomycin in 24-well plates for 16 hours. 

Supernatants were collected and stored at -20°C for cytokine evaluation by ELISA.  

Statistical analysis 

The data and statistical analysis comply with the recommendations on experimental design 

and analysis in pharmacology (18). Data are presented as mean ± SEM. Two-Way ANOVA 

was used for statistical analysis of DAI curves. For all other analysis, the Student’s t-test test 
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was used. For all, statistical significance was considered as *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 6.0. 
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Results 

Evaluation in vivo of different nanobody-based biologics directed against P2X7 using 

the AAVnano methodological approach 

Different nanobodies targeting P2X7 have been generated and selected for their ability 

to block or to potentiate P2X7 functions (16). We selected three nanobody clones 

demonstrating an antagonist effect in vitro (i.e., clones 13A7, 1C81, 8G11) and one showing a 

potentiating effect (i.e., clone 14D5). As a first step in this study, we aimed to select among 

these clones the nanobody-based biologics offering the highest capacity to either inhibit, or 

conversely to potentiate, P2X7 functions in vivo. Nanobodies display a limited in vivo 

persistence, due to their small size and to the lack of an Fc-region that allow classical antibody 

half-life extension (HLE) through the binding to neonatal Fc receptor (FcRn). Thus, we 

generated two types of constructs to increase their half-life and their avidity to the target. In on 

type of construct, the selected nanobody is fused to the hinge and to the mutated Fc-region of 

a mouse IgG1 carrying the “LSF” mutations (T252L, T254S, T256F), which were shown to 

confer a higher affinity to the neonatal Fc receptor (FcRn),(16, 19). In the second type of 

construct, we used a dimer of the selected nanobody, fused to an albumin-specific nanobody 

conferring indirect binding to FcRn, thereby also contributing to their half-life extension (HLE) 

(16, 19). The corresponding genetic sequences, coding for these two types of constructs 

termed respectively, nano-Fc or nano-DimHLE, were used to generate recombinant AAV 

vectors coding for the nanobody-based biologics that we studied (Fig. 1A). In a first screening 

phase, we generated and evaluated in vivo 4 different AAV coding each for a different nano-

Fc constructs targeting P2X7 (i.e., 13A7-Fc, 14D5-Fc, 1C81-Fc and 8G11-Fc). For that, the 

AAV were administrated i.m. at a dose of 1011 gv/mouse, and the functional consequences on 

P2X7 modulation by the encoded nano-Fc biologics expressed in vivo were evaluated. As a 

sensitive readout of P2X7 functional activity, we used its known effect on the activation of 

metalloproteases resulting in the rapid release of membrane proteins from the surface of 

peripheral blood lymphocytes, akin to CD62L or CD27 (6, 20). Blood samples were collected 

15 days post AAV injection, treated with ATP ex vivo, and P2X7-dependant shedding of CD62L 

was evaluated by flow cytometry. The results indicate that AAV coding for 13A7-Fc or 1C81-

Fc efficiently block P2X7 functional activity, while AAV coding for 8G11-Fc was associated with 

an only partial inhibitory effect (Fig. 1B). Unexpectedly, while the nanobody 14D5 was initially 

found to potentiate P2X7 in vitro, the 14D5-Fc construct expressed in vivo upon AAV-mediated 

gene-transfer, was found instead to exert partial antagonistic activities (Fig. 1B).  

Because administration of AAV vector coding for 14D5-Fc led to partial inhibition rather 

that potentiation of P2X7 function, we evaluated whether a construct based on the nano-
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DimHLE format could restore the potentiating effect observed in vitro with the original 14D5 

nanobody. We thus generated AAV vector coding for 14D5-DimHLE as well as a vector coding 

for 13A7-DimHLE for comparison. Mice were again injected with the different AAV vectors and 

blood samples were collected 17 days after for evaluation of P2X7 function ex vivo on T cells. 

Data first demonstrated that the AAV coding for the 13A7-Fc construct more potently blocks 

P2X7 function that the one coding for 13A7-DimHLE, suggesting that the format indeed 

influence in vivo potency. The data also reveal that the AAV coding for 14D5-DimHLE now 

exert a potentiating effect on P2X7 activity, as initially aimed (Fig. 1C). However, as the assay 

was performed with near saturating doses of ATP, the potentiating effect of 14D5-DimHLE was 

barely visible in this condition. To better evaluate this point, we performed the experience 

again, but with a low 30 µM dose of ATP and analysed the shedding of CD62L and CD27 in 

all CD8+, CD4+ and CD4+CD25+ T cells subsets. Data confirmed as expected that the 

potentiation effect could better be demonstrated with the low ATP concentration, suggesting 

that P2X7 triggers in vivo would similarly be facilitated by 14D5-DimHLE at low ATP 

concentrations (Fig. 2 A-B). Collectively, based on these results we selected AAV-13A7-Fc as 

the best AAV candidate to suppress P2X7 function in vivo and AAV-14D5-DimHLE as a potent 

potentiating AAV vector.  

Evaluation of the AAV dose required to block P2X7 function in vivo  

Next, we evaluated the dose-response dependency in our AAVnano methodological 

approach. For that, we focused here on the AAV-13A7-Fc vector as complete inhibition of 

P2X7 function probably require saturating dose of the nanobody-based biologics, while partial 

versus full potentiation is more difficult to distinguish.  With that aim, different doses ranging 

from 3x109 vg to 1x1011 vg per mouse of AAV-13A7-Fc were again injected i.m. and blood 

samples were collected 15 days later to evaluate the ATP-induced shedding of CD62L on the 

surface of CD4+ T cells. The results demonstrate that complete blockade of P2X7 function can 

be achieved at vector doses above 3.3x1010 vg/mouse (Fig. 3). To confirm these results, a 

similar experiment was performed that included higher doses of ATP, and analyses were 

extended to CD4+ and CD8+ T cell subsets. Also, these analyses were performed at a later 

time point (84 days post-AAV injection), to evaluate the durability of P2X7 blockade in vivo. 

The results confirmed the initial dose-response profile, with a complete P2X7-blockade at AAV-

doses above 1x1010 vg/mouse (supplementary Fig. S1 + S2). Remarkably, we observed that 

the CD8+ as well as CD4+ T cells collected from AAV-13A7-Fc injected mice were resistant to 

even very high concentration of ATP (i.e., up to 600µM ATP), confirming the high level of P2X7-

inhibition obtained with this methodological approach. From this dose-response study, we 

chose to inject the saturating AAV dose of 1x1011 vg per mouse in all subsequent studies. 
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Evaluation of the blocking and potentiating effect in vivo overtime and titration of the 

concentrations of nanobody-based biologics reached in vivo following a single 

injection of AAVnano vector  

To further characterize our methodological approach, we then determined the effects 

of 13A7-Fc and 14D5-DimHLE overtime. For that, the corresponding AAV vectors were 

injected i.m at a vector dose of 1011 gv/mouse, and blood samples were collected at different 

time points (i.e. 17, 30, 87 and 107 days post AAV-injection) to evaluate ex vivo the biological 

effects of the construct on P2X7 activity on T cells. The blocking potential of 13A7-Fc were 

evaluated and compared to the ATP-untreated T cells collected from untransduced control 

mice. Data confirmed the complete blockade of P2X7 at almost all the time points analyzed 

suggesting a durable effect of the nanobody-based biologics in vivo (Fig. 4A, left panel). As a 

confirmation of the potent blocking effect of 13A7-Fc on P2X7 function, we next thought to 

compare with P2X7-/- mice. For that, some of the mice were kept until day 120 post AAV-

injection, a time point where the animal were killed and the splenocytes were collected. Cells 

were treated ex vivo with 150 µM of ATP and P2X7 function was then evaluated on these cells 

and compared with the splenocytes collected from P2X7-/- mice. The data demonstrate that 

the functional inhibition of P2X7 obtained 120 days post AAV-13A7-Fc is not different from 

what observed with cells from the P2X7-/- mice (Fig. S3).  

We also evaluated the potentiating effect of 14D5-DimHLE overtime on P2X7 function 

on T cell, in two different experiments. In the first set of experiment, we evaluated the increase 

of P2X7 activity when cell were treated with the high dose of 150 µM of ATP. In the second set 

of experiment, the dose of 30 µM was used to better evaluate the increase of sensitivity to low 

doses of ATP. In both experiments, data were normalized to the results obtained in 

untransduced control mice treated with the same corresponding high or low doses of ATP (Fig. 

4A, middle and right panels). The data confirmed the potentiating effect of 14D5-DimHLE in 

the activity of P2X7 by a factor of around 1.5 when evaluated with the high dose of ATP (Fig. 

4A, middle panel), and by a factor raising from about 3 to 6 when evaluated with the low dose 

of ATP (Fig. 4A, right panel). 

Next, we evaluated the levels of the nanobody-based biologics reached in vivo at 

different time points. For that, 1011 gv/mouse of AAV-13A7-Fc or AAV-14D5-DimHLE were 

injected i.m. and the plasmas were collected over time for more than 100 days. The 

concentration of unbound nanobody-based biologics contained in these samples were 

evaluated using a flow cytometric assay. For that, a P2X7-expressing cell line was used to 

capture the nanobody-based biologics contained in the diluted sera, and the concentrations 

were determined by comparison with a standard titration curve. Data revealed that nanobody-
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based biologics concentrations reach around 30 µg/ml at day 17 post AAV injections, and 

increase over time to reached a plateau around 100 µg/ml between days 30 to 60, that is 

maintained over time until experiment termination at day 115. These data are well in agreement 

with the notion that the AAVnano methodological approach lead to a continuous production of 

the nanobody-based biologics for several months in vivo, with a relatively constant 

pharmacokinetic, contrasting with what is usually obtained using repeated injections of the 

recombinant biologics.  

Importantly, no conspicuous changes were noticed in the frequency of T cells subsets 

overtime, in the different control and AAV-injected groups, suggesting that the nanobody-

based biologics evaluated here does not induce depletion of the target cells (not shown). 

Hence, these data collectively indicate that the nanobody-based biologics expressed in vivo, 

following AAV-mediated gene transfer, are well tolerated in vivo, durably express, and potently 

modulate (block or potentiate) the function of P2X7. 

AAV-13A7-Fc ameliorates the clinical and histopathological features of DSS-induced 

colitis 

P2X7 participates in the inflammatory response by activating the NLRP3 inflammasome that 

leads to caspase 1 activation and IL-1β and IL-18 maturation and release. In order to 

investigate the ability of AAV-13A7-Fc vs AAV-14D5-dimHLE to modulate inflammation in vivo, 

we used the model of acute colitis induced by dextran sodium sulfate (DSS). Mice were 

received a single i.m. injection of AAV coding for the nanobody-based biologics, and three 

weeks later they were given 2.5% DSS in the drinking water for five days followed by eight 

days of regular water. We observed that the disease activity index (DAI) progressively 

increased upon DSS administration in both untreated and treated mice until day 7 post-DSS 

treatment, with no difference among groups (Fig. 5A). Remarkably, from this time point, the 

DAI of AAV-13A7-Fc treated mice remained significantly lower compared to PBS- or AAV-

14D5-dimHLE-mice. Mice injected with AAV-14D5-dimHLE exhibited a trend toward an 

enhanced disease as compared to untreated mice, but this was not statically significant, 

possibly reflecting an already very high level of inflammation. Comparing the 3 groups of mice, 

the cumulative DAI score from day 8 was 10.85 ± 2.29 in AAV-13A7-Fc treated mice vs 16.75 

± 3.02 in control mice and 18.90 ± 2.40 in AAV-14D5-dimHLE treated mice. In correlation with 

the clinical data, colon length reduction and signs of inflammation (redness and swelling) were 

macroscopically observed upon 13 days of DSS treatment in PBS-treated mice and these were 

ameliorated by the AAV-13A7-Fc treatment and slightly worsened by AAV-14D5-dimHLE (Fig. 

5B). At microscopic level, colons from DSS-treated mice exhibited mucosal and submucosal 

immune cell infiltration and focal crypt damage with goblet cell loss (Fig. 5C). These 
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histopathological features of intestinal inflammation were significantly reduced in AAV-13A7-

Fc-injected mice. Indeed, the average histopathological score was of 3.75 ± 0.79 for PBS-

treated mice vs 1.63 ± 0.32 for AAV-13A7-Fc-treated mice (Fig. 5C). AAV-14D5-dimHLE 

treatment did not significantly worsen this score, with nonetheless a trend to be higher than in 

untreated mice (4.4 ± 1.11). Of notes, protective effects of AAV-13A7-Fc on clinical and 

histopathological scores were observed even when a higher dose of DSS (3%) was used, 

suggesting that even higher levels of inflammation could be treated using biologics that block 

the P2X7 pathway (supplementary Fig. S4). 

AAV-13A7-Fc protects from CD62L and CD27 shedding in vivo even  

As a readout of the ability of our AAVnano strategy to modulate P2X7 activity before and after 

disease induction, we evaluated the shedding of CD27 and CD62L on peripheral blood 

lymphocytes from AAV-13A7-Fc and AAV-14D5-dimHLE injected mice, induced by exposure 

to 150 M ATP ex vivo. In PBS-injected mice, ATP treatment dramatically reduced the 

percentage of CD62L+CD27+ cells within the CD4+, CD8+ and Treg (CD4+CD25+) populations 

compared to cells not exposed to ATP (Fig. 6A). As expected, lymphocytes from AAV-13A7-

Fc-injected mice were protected from ATP-induced CD27 and CD62L shedding in agreement 

with our previous experiments.  Importantly, this protective effect was maintained after DSS-

treatment suggesting that the in vivo production of 13A7-Fc biologics is not affected by the 

intense inflammatory status induced by DSS administration (Fig. 6A).To further validate this 

point, we additionally evaluated the concentration of the 13A7-Fc biologics in the sera collected 

from the DSS-treated animals. Data confirmed that the concentrations of unbound 13A7-Fc 

found in the circulation were maintained above 30 µg/ml and were not significantly affected by 

DSS-treatment (Fig. 4B).  As to the situation concerning the functional effect and the 

concentration of the 14D5-dimHLE biologics, our data confirmed a slightly potentiating effect 

of this biologics in the experimental condition used, and an even higher production of this 

biologics in the circulation, even after DSS treatment (Fig. 6A-B).  

AAV-13A7-Fc reduces chemokine and proinflammatory cytokine expression in the 

colons from DSS-treated mice 

DSS is thought to induce intestinal inflammation through the disruption of the intestinal 

epithelium, enabling the entry of luminal bacteria and associated antigens into the mucosa 

leading to an inflammatory response (21). Immune cells, recruited by means of locally 

produced chemokines, produce a wide range of proinflammatory mediators amplifying the 

immune response and leading to tissue damage. Indeed, colon expression of the chemokines 

CXCL9, CXCL10 and CCL2 and the proinflammatory cytokines IFN, IL-1, IL-6, IL-17, IL-18 

and IL-22 was significantly elevated in DSS-treated mice compared to untreated mice (Fig. 
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7A). In agreement with our clinical data and histological analysis, i.m. administration of 

AAV-13A7-Fc reduced the mRNA expression of all these chemokines and cytokines except 

for IL-18. AAV-14D5-dimHLE-treated mice had a trend to higher expression of IL-1 IL-6 and 

IL-17 in line with our initial hypothesis but also display a trend to a reduced expression of all 

other molecules.  

 As P2X7 is known to promote inflammation by activating the NLRP3-inflammasome, 

and participate thereby not only in the maturation of IL-1 and IL-18 that occurs in the 

cytoplasm, but also in their release to the extracellular compartment. Therefore, we thought to 

additionally evaluate the levels of these cytokines, at the protein level, in culture supernatants 

of colon explants. In agreement with P2X7 inhibition and amelioration of the disease, we 

observed a reduction in the levels of these cytokines in AAV-13A7-Fc injected mice as 

compared to the PBS control group (Fig. 7B). 

Discussion 

Recombinant AAV vectors represent efficient tools to produce therapeutic proteins in 

vivo, both in animal models as well as in humans (22). Transgenes transferred using AAV 

vectors persist for months in episomal forms (i.e. unintegrated extrachromosomal forms), 

considerably limiting the risk of mutational insertion as compared to other types of vectors. 

Additionally, their lack of pathogenicity, their physical stability and their ability to infect 

nondividing cells, render AAV vectors ideal for efficient gene transfer in animal models and in 

the clinic. Compared to other viral vectors, AAV vectors are less immunogenic than adenovirus 

vectors, are as easily produced and titrated as lentivirus vectors and - as non-pathogenic and 

non-replicative dependoviruses - are safer to manipulate than adenovirus or lentivirus vectors. 

Additionally, a variety of capsid serotypes offer the possibility to selectively target tissues of 

interest. For instance, AAV1 displays a high transduction efficiency and tissue selectivity for 

skeletal muscle, AAV8 for muscle and liver, and AAV9 for brain. Recently, it was shown that 

AAV-mediated gene transfer into muscle can be used to induce the systemic secretion of 

broadly-neutralizing antibodies against the human immunodeficiency virus (HIV), thereby 

protecting humanized-mice against HIV infection (23, 24). This approach, named “vectored 

immunoprophylaxis” (VIP), induced the appearance and persistence (months) of anti-HIV 

antibodies in the circulation of mice that had received a single i.m. injection of AAV1 vector 

coding for the selected antibody. A second study confirmed the efficiency and feasibility of the 

VIP strategy to confer durable protection also against influenza infection in mice (23). Here, 

we adapted this methodological approach with the aim to induce long-term expression of 

nanobody-based biologics, selected for their remarkable propensity to either fully blocks 

(13A7-Fc), or to potentiate (14D5-DimHLE), P2X7 function in vivo. We demonstrate that AAV1-
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mediated gene transfer into muscle cells, following a single i.m. injection of our AAV vectors, 

was sufficient to drive sufficient expression of nanobody-based biologics in vivo to modulate 

P2X7 function in vivo in a time window ranging from 2 weeks to at least 4 months post AAV-

injection. We believe that this methodological approach not only may serve to validate the 

importance of P2X7 as a target in a variety of pathophysiological context where P2X7 is 

involved, but also may serve for screening different format of nanobody-based biologics that 

may be developed for translational application in human. Interestingly, a recently described 

floxed humanized P2X7 receptor knock-in mouse model has been generated, that may be 

useful for such a screening strategy (25).  

Whereas healthy tissues contain minimal levels of extracellular nucleotides and 

nucleosides, these augment in certain conditions such as hypoxia, ischemia, inflammation, or 

cancer. In this sense, it has been shown that eATP is released in colon tissues during DSS-

induced colitis in mice (26). Indeed, it was shown that the levels of eATP progressively 

increased from day 3 upon treatment with 4% DSS, with the highest levels on day 7. 

Interestingly, we started to observe a protection from DSS-induced disease at a clinical level 

by AAV-13A7-Fc only from day 7, which correlates with the moment that high concentrations 

of eATP are present. In the same study, Wan et al demonstrated that blockade of ATP release 

by carbenoxolone (CBX), or promoting ATP degradation by a potent ATPase (apyrase), 

reduced eATP levels in the colon and attenuated DSS-induced colitis (26). Conversely, tissue 

damage in mice with colitis was exacerbated by the inhibition of eATP degradation by sodium 

metatungstate (POM-1). This supports the implication of eATP in the pathogenesis of DSS-

induced colitis in mice, and suggests a role for P2X7. In a different study, the potential 

therapeutic effect of P2X7 blockade in rat DSS-induced colitis was evaluated using Brilliant 

Blue G (BBG), a widely used non-peptidic P2X7 antagonist (11). BBG ameliorated colitis 

induced by DSS, restoring colonic macroscopic and microscopic morphology. This effect was 

mediated by the inhibition of Myd88, NF-κB, IL-6, TNF-α and P2X7 expressions. In addition, 

BBG reduced NLRP3 inflammasome activation, subsequent caspase-1 activation and IL-1β 

and IL-18 release. The combined administration of OLT1177, a selective NLRP3 inhibitor, with 

BBG potentiated its inhibitory effect on NLRP3, caspase-1, IL-1β and IL-18 levels. Using 

another model of colitis, other authors reported that intraperitoneal administration of BBG 

significantly reduced the inflammatory response in the colon of rats treated with TNBS (27). 

Although these are interesting results suggesting the involvement of P2X7 in the pathogenesis 

of inflammatory colitis, the specificity of BBG has been questioned, with data proving that it 

can also antagonize P2X1, P2X2, P2X3, and P2X4 receptors to some extent, as well as 

voltage-gated sodium channels (28). In addition, compared to our approach, where a single 

injection of AAV-13A7-Fc was sufficient to obtain high nanobody-based biologics concentration 
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in the serum and significant therapeutic effects, BBG was administered either on a daily basis 

(11), or before and three days after colitis induction in prior studies (27). A recent study has 

also reported the development of novel pyroglutamide-based P2X7 antagonists, with two 

compounds exhibiting beneficial effects in the DSS-induced colitis model. Although these are 

all promising results, treatment was administered on a daily basis (29).  

In summary, our data demonstrates that nanobody delivery through AAV leads to long-

term and stable nanobody-based biologic production in vivo and that i.m. administration of 

AAV-13A7-Fc led to beneficial effects on DSS-induced colitis, with a reduction of clinical 

symptoms, colon histopathology as well as a downregulation of the expression of multiple 

chemokines and proinflammatory cytokines. The P2X7-blocking/potentiating strategy used 

provide a valuable new tool for assessing the role of P2X7 during a variety of inflammatory as 

well as other pathophysiological contexts were P2X7 is suspected to play an important role, 

ranging from cancer, autoimmune disease to neurodegenerative disease to cite a few. In the 

context of intestinal inflammation, our data validated the beneficial role of P2X7-inhibition and 

suggested that nanobody-based biologics represent a novel class of pharmacological drugs 

with high potency and selectivity that may complement the already available therapeutic 

strategies.  
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Figure 1. Comparison of the effects of a single intramuscular injection of AAV1 
encoding four different nanobodies targeting P2X7. Mice (n=3) were injected with Nb-
encoding AAV vectors in the gastrocnemius muscles at day 0. A. Schematic diagram of the 
nanobody constructions used in our studies. Fc nanobodies are coupled to IgG1 with a LSF 
mutation and dimHLE nanobodies consist on a dimer of nanobodies coupled to an anti-
albumin nanobody. These are coded by AAV (AAV). B. Percentage of CD4+CD62Lhigh cells 
from blood at day 15 post injection of 1x 1011 vg per mouse of AAV coding for 4 nanobodies-
Fc against P2X7, in the presence or absence of 150 µM of ATP. C. Representative flow 
cytometry analysis plots of blood CD62Lhigh CD8+, CD4+ and Treg cells from mice 
receiving AAV-13A7-Fc, AAV-13A7-dimHLE or AAV-14D5-dimHLE in the presence or 
absence of 150 µM of ATP on day 17 post-injection 
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Figure 2. A. Representative flow cytometry analysis plots of blood CD62Lhigh CD8+, CD4+ and Treg 
cells from mice receiving AAV-14D5-dimHLE or untransduced mice, in the presence or absence of 30 
µM of ATP on day 21 post-injection. B. Percentage of blood CD8+, CD4+ and Tregs CD62L high cells 
from AAV-14D5-dimHLE and untransduced injected mice (day 21 post-injection) in the presence or 
absence of 0, 30 µM, 150 µM of ATP. 
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Figure 3. AAV-13A7-Fc Dose response.  FACS plots illustrating ATP-induced shedding of 

CD62L from vascular CD4+ T cells harvested on day 15 after injection of titrated doses of AAV 

coding for the P2X7-blocking Nb 13A7-Fc. Results represent the mean ± SD. 
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Figure 4. Comparison between two nanobodies half-life extending formats blocking or 

potentiating P2X7 

A. Percentage of blood CD4+ CD62L high cells normalized to untransduced without ATP for 
13A7-Fc. Percentage normalized to untransduced with corresponding ATP of blood CD4+ 
CD62L high cells at high concentration of ATP (150 µM) or low ATP (30 µM) for 14D5-
dimHLE injected mice. Results represent the mean ± SD. B. 13A7-Fc and 14D5-dimHLE 
nanobody levels in the sera of AAV-injected mice  
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Figure 5 

 
Figure 5. AAV-13A7-Fc administration ameliorated DSS-induced colitis. Mice (n=10) 

received 1x 1011 vg of AAV coding for 13A7-Fc or 14D5-dimHLE and three weeks later they 

were given 2.5% DSS in the drinking water. Mice were switched to regular water for eight 

additional days and colons were collected in the end of the study.  A. Disease activity score 

(DAI). B. Colon macroscopic appearance. C. Histopathological analysis of colon stained with 

hematoxylin and eosin staining. Mean ± SEM are shown. Statistical comparison Two-way 

ANOVA (A) or Student’s t-test (B and C) was performed with *p<0.05 and **p<0.01. 
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Figure 6. Blocking effect of AAV-13A7-Fc administration on CD62L shedding during 

DSS administration. A. Blood was harvested from AAV-13A7-Fc or AAV-14D5-dimHLE 

injected mice, and CD62L and CD27 shedding was evaluated in the presence or absence of 

150M of ATP by flow cytometry. B. Sera was collected before DSS treatment start (three 

weeks after AAV injection) and after 2.5% DSS + regular water treatment (day 13). Nb levels 

were titrated with secondary anti-Nb antibodies using flow cytometry. Statistical analysis was 

performed by Student’s t-test with *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 7. Chemokines and proinflammatory cytokine productions were reduced in mice 

receiving AAV-13A7-Fc. Mice receiving AAV coding for 13A7-Fc or 14D5-dimHLE (1x 1011 

vg) (n=10), were given three weeks later 2.5% DSS in the drinking water for five days. Colons 

were collected on day 13 for chemokine and cytokine assessments. A. mRNA expression of 

multiple chemokines (CXCL9, CXC10 and CCL2) and cytokines (IFN, IL-1, IL-6, IL-17, IL-18 

and IL-22) in the colon of mice injected with AAV coding for 13A7-Fc or 14D5-dimHLE and 

exposed to DSS (day 13 from the beginning of DSS treatment). B. IL-1 and IL-18 levels in 

the supernatants of colon explants after 16 h of culture. Statistical analysis was performed by 

Student’s t-test with *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure S1. Dose response of 13A7-Fc rAA at long term 

FACS plots illustrating ATP-induced shedding of CD62L from vascular CD4+ T cells harvested 

on day 84 after injection of titrated doses of AAV coding for the P2X7-blocking Nb 13A7-Fc. 

Results represent the mean ± SD. 
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Figure S2. Dose response of 13A7-Fc AAV at long term. 

FACS plots illustrating ATP-induced shedding of CD62L from vascular CD8+ T cells 
harvested on day 84 after injection of titrated doses of AAV coding for the P2X7-blocking Nb 
13A7-Fc. Results represent the mean ± SD  
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Figure S3. Comparison of 13A7-Fc inhibition to P2X7-/- mice. 

splenocytes were treated ex vivo with 150 µM of ATP and P2X7 function was then evaluated 

on CD8+, CD4+, CD4+ CD25+ cells and compared with the splenocytes collected from P2X7-

/- mice at day 120. 
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Figure S4. AAV-13A7-Fc administration ameliorated DSS-induced colitis  

Mice (n=10) received 1x 1011 vg of AAV coding for 13A7-Fc or 14D5-dimHLE and three weeks 

later they were given 3% DSS in the drinking water. Mice were switched to regular water for 

eight additional days and colons were collected in the end of the study. A. Disease activity 

score score from 13A7-Fc and untransduced mice with a higher dose of DSS (3%). B. Colon 

macroscopic appearance naïve, untransduced and 13A7-Fc mice. C. Histopathological 

analysis of colon stained with hematoxylin and eosin staining. D. mRNA expression of 

chemokine CXCL10 and cytokines (TGF-β, IL-1, IL-6, IL-18 and IL-22) in the colon of mice 

injected with AAV coding for 13A7-Fc and exposed to DSS (day 13 from the beginning of DSS 

treatment). Mean ± SEM are shown. Statistical comparison Two-way ANOVA (A) or Student’s 

t-test (B and C) was performed with *p<0.05 and **p<0.0 
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Evaluation of P2X7 Receptor Function in Tumor Contexts Using rAAV Vector and Nanobodies 

(AAVnano) 

Mélanie Demeules, Allan Scarpitta, Catalina Abad, Henri Gondé, Romain Hardet, Carolina Pinto-
Espinoza, Anna Marei Eichhoff, Waldemar Schäfer, Friedrich Haag, Friedrich Koch-Nolte, Sahil Adriouch 

Frontiers in oncology, doi : 10.3389/fonc.2020.01699 – PMID : 33042812 

Contexte de l’étude. L'adénosine triphosphate (ATP) représente un signal de danger qui s'accumule 

dans les tissus lésés, dans les sites inflammatoires et dans le microenvironnement tumoral. L’ATP va 

se lier sur les récepteurs de la membrane plasmique des familles P2Y et P2X. Parmi les récepteurs P2X, 

P2X7 a suscité un intérêt croissant dans le domaine de l’inflammation et du cancer. L’activité de P2X7 

a été associée à la production et à la libération de cytokines pro-inflammatoires, à la modulation de 

l’activité et de la survie des cellules immunitaires et à la stimulation de la prolifération et des propriétés 

migratoires des cellules tumorales. Par conséquent, P2X7 joue un rôle complexe dans le 

microenvironnement tumoral, combinant des effets bénéfiques et néfastes qui doivent être étudiés 

de manière plus approfondie. 

Méthode. Dans le but d’étudier le rôle du récepteur P2X7 dans le contexte tumoral, nous avons utilisé 

la méthodologie AAV-nano. Nous avons injecté un rAAV codant soit pour des nanobodies 13A7-hcAb 

antagonistes de P2X7 soit des nanobodies 14D5-dimHLE potentialisateurs de P2X7 en présence d’ATP. 

Ces animaux ont été injectés 3 semaines après en sous cutané avec des cellules tumorales EG7 

exprimant P2X7. 

Principaux résultats. 

• Les cellules EG7 expriment le récepteur P2X7 et sont sensibles à la mort cellulaire induite par 

ce récepteur  

• Une seule injection du rAAV-nano permet une expression du transgène à long terme et une 

modulation de P2X7 ex vivo mesuré avec le test de la perte de CD27 et CD62L dépendante de 

P2X7. On est également capable de détecter, dans le plasma des animaux injectés avec les 

rAAV trois semaines plus tôt, les nanobodies de façon saturante. Ces derniers sont capables 

de se fixer aux cellules EG7. 

• L’inhibition de P2X7 par le rAAV-13A7hcAb permet de diminuer le volume tumoral et de le 

faire régresser ainsi que d’augmenter la survie des animaux.  
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Adenosine triphosphate (ATP) represents a danger signal that accumulates in injured
tissues, in inflammatory sites, and in the tumor microenvironment. Extracellular ATP is
known to signal through plasma membrane receptors of the P2Y and P2X families.
Among the P2X receptors, P2X7 has attracted increasing interest in the field of
inflammation as well as in cancer. P2X7 is expressed by immune cells and by most
malignant tumor cells where it plays a crucial yet complex role that remains to be
clarified. P2X7 activity has been associated with production and release of pro-
inflammatory cytokines, modulation of the activity and survival of immune cells, and the
stimulation of proliferation and migratory properties of tumor cells. Hence, P2X7 plays
an intricate role in the tumor microenvironment combining beneficial and detrimental
effects that need to be further investigated. For this, we developed a novel methodology
termed AAVnano based on the use of Adeno-associated viral vectors (AAV) encoding
nanobodies targeting P2X7. We discuss here the advantages of this tool to study the
different functions of P2X7 in cancer and other pathophysiological contexts.

Keywords: P2X7, tumor, Adeno-associated virus, Nanobodies (VHH), animal models

INTRODUCTION

Adenosine triphosphate (ATP) released into the extracellular space represents a well-known danger
signal that can signal through twomain families of plasmamembrane receptors: G protein-coupled
receptors, named P2Y receptors, and ATP-gated ion channels termed P2X receptors (1). Among
the latter family, P2X7 (also known as P2RX7) forms a homotrimeric receptor that has attracted
much interest in the fields of inflammation and cancer. Activation of P2X7 by relatively high
concentrations of extracellular ATP leads to Na+ and Ca2+ influx, and K+ e�ux. This triggers
not only major changes in the cellular ionic content, but also signaling and metabolic pathways
involved in cell activation, survival and fate. Prolonged activation of P2X7 leads to the opening
of a membrane pore allowing the entry of large molecules of up to 900 Da (2). Whether this
membrane permeabilization is due to dilation of the P2X7 channel itself, or the activation of
non-selective pores like pannexin-1, gasdermin-D, or anoctamin-6, may depend on the cellular
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context, the lipid composition of the membrane, and on the
level of expression of these proteins (2–4). Whatever the precise
molecular mechanism leading to pore formation, P2X7 activation
can lead to major perturbation of intracellular ion balance and to
modification of cellular activities, cellular functions, and cell fate.

High concentrations of extracellular ATP, released in the
vicinity of stressed or damaged cells, during inflammation,
but also within the tumor site, represent a prototypic “danger
signal” that can influence the activity and function of immune
cells (5–8). P2X7 is expressed at the cell surface of various
leukocytes, in particular monocytes, macrophages, T cells and
notably regulatory T cells (Tregs), and is found also at the surface
of numerous tumor cell types. Extracellular ATP plays a complex
role within the tumor microenvironment depending on multiple
factors such as its concentration, the abundance of ecto-ATPases,
the expression level of P2X7, and the nature of the P2X7 variant
expressed by immune and tumor cells (9).

The functions of P2X7 in immune cells are largely
documented. Gating P2X7 on macrophage, microglia, and
dendritic cells triggers the formation of the inflammasome, a
multiprotein complex that drives caspase-mediated maturation
and release of the proinflammatory cytokines IL-1b and IL-
18 (10). On T lymphocytes, P2X7 induces the shedding of
CD62L and CD27 by metalloproteases (11, 12) and controls
the di�erentiation, proliferation and survival of tissue resident
memory T cells (13, 14). Regulatory T cells are known to express
P2X7 at high levels, and its activation induces shedding of
CD62L and CD27, phosphatidylserine exposure, pore formation,
and finally leads to cell death (11, 15). Taken together, activation
of P2X7 on myeloid and lymphoid cells converge to promote
and amplify inflammation (16, 17). Animals deficient for
P2X7 show reduced inflammation in several animal models
including experimental colitis (18), collagen-induced arthritis
(19), and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
(20). P2X7 receptor antagonists have been developed by several
pharmaceutical companies as potential novel anti-inflammatory
drugs (21).

ROLE OF P2X7 ON TUMOR GROWTH
AND ON ANTI-TUMOR IMMUNE
RESPONSES

P2X7 functions in cancer are complex and depend on the
composition of the tumor microenvironment and the nature
of the cells that express this ion channel. P2X7 is associated
with a pro-inflammatory activity which could be beneficial for
tumor growth and maintenance. However, P2X7 activation is
also linked to immunogenic cell death and has been associated
with inflammasome formation and dendritic cell activation,
which in turn promote adaptive anti-tumor immune responses
(22). As mentioned earlier, P2X7 promotes Treg depletion,
which increases antitumor immune responses by unleashing
e�ector functions of T cells (6, 15). In line with the anti-
tumor activity of P2X7, tumor cell lines appear to grow faster
when transferred to P2X7�/� mice (23), and genetic and
pharmacological inactivation of P2X7 increases tumorigenesis

in the colitis-associated cancer model (18). However, P2X7 is
also expressed by most tumor cells, where it is associated with
cancer progression. Indeed, tumor cells express P2X7 at low
levels and/or express P2X7 variants that are ine�cient to promote
cell death but which instead exert a trophic activity. In such
situations, tonic stimulation of P2X7 by extracellular ATP already
present in the tumor microenvironment can stimulate cell
metabolism, influences the Ca2+ content of mitochondria and
endoplasmic reticulum, increases the intracellular ATP content,
protects against apoptosis, and promote tumor growth (24–27).
Accordingly, stable transfection of the colon carcinoma tumor
model CT26 with a P2X7 expression vector accelerated tumor
growth in vivo (28), and P2X7 blockade using oxidized ATP
(oATP), a poorly selective but irreversible antagonist, reduced
melanoma B16 tumor growth in vivo (29). Taken together, on
the side of the tumor, P2X7 promotes cell survival, tumorigenic
potential and proliferation, but on the side of immune cells,
P2X7 favors dendritic cell activation, presentation of tumor
antigens, and initiation of an adaptive immune response. It
appears therefore that the net e�ect of P2X7 is di�cult to
predict and that the balance could be tilted toward a pro- or
anti-tumorigenic outcome, depending on the composition of
the tumor microenvironment, on the level of P2X7 expression,
and on the nature and functionality of the P2X7 variants
expressed by tumor cells.

METHODS TO STUDY THE ROLE OF
P2X7 IN VIVO

To investigate the role of P2X7 in vivo, several tools have
been developed including genetically deficient animals,
pharmacological inhibitors, and specific antibodies. P2X7�/�

mice have been widely used to study P2X7 function in vivo since
the generation of the first two P2X7 KO strains by Pfizer and
Glaxo (30, 31). However, it subsequently became apparent that
both lines are leaky: the Glaxo line, in which exon 1 was targeted,
still expresses the P2X7k variant on T cells (32, 33) while the
Pfizer line, in which exon 13 was targeted, still expresses a
C-terminal truncated variant displaying lower functionality (34).
This situation could explain reported phenotypic and functional
di�erences as well as conflicting results in disease models using
these two P2X7 deficient lines (20, 35, 36). However, novel
knockout models and P2X7-floxed mutants derived from the
European Mutant Mouse Archive (EMMA) are now available
and may facilitate the reevaluation of P2X7 functions in vivo in
di�erent disease models (37, 38).

Pharmacological inhibitors of P2X7 like brilliant blue G (BBG)
and oATP have shown therapeutic benefit in several animal
models including EAE, experimental colitis, inflammatory pain
in arthritic animals, or/and antibody-mediated nephritis (36,
39–42). Blocking P2X7 by these small molecule inhibitors has
also been shown to inhibit tumor growth in several tumor
models that express P2X7 (28, 29). BBG and oATP are rather
inexpensive but lack specificity and are associated with o�-target
side e�ects. The development of more specific antagonists by
several pharmaceutical companies has facilitated the evaluation
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and confirmation of the role of P2X7 in these diseases (23, 28, 36,
39). However, these antagonists are sometimes more di�cult to
obtain and are expensive to use, notably in chronic models where
they have to be injected every other days for several weeks.

P2X7 MODULATING NANOBODIES

Antibodies represent another emerging class of potent
pharmaceutical modulators that are used to block or to
potentiate their targets in vivo. Conventional antibodies are
composed of two heavy and two light chains that contribute
together to the antigen-binding site. Conventional antibodies
represent relatively large molecules of ⇠150 kDa. In direct
relation with their size, their biodistribution into tissues is
limited (43). In comparison, smaller proteins derived from
antibodies but containing only the binding domains fused
directly via a linker (i.e., single-chain variable fragment or scFv)
o�er better biodistribution coe�cients. More recently developed
nanobodies o�er an interesting alternative. Nanobodies are
derived from unconventional antibodies found in llamas
and other camelids that are composed only of heavy chains.
Nanobodies and heavy chain antibodies present similar
specificities and a�nities as classical antibodies but exhibit a
smaller size (80 kDa, 15 kDa) and a better tissue penetration
notably into tumors (44–46).

A set of nanobodies modulating P2X7 was selected by
phage display from llamas immunized with cDNA expression
vectors or P2X7-transfected HEK cells encoding for mouse
and human P2X7 (47). In this study, two nanobodies were
selected and used to modulate the function of mouse P2X7.
Interestingly, one of them potently blocks P2X7 while the other
potentiates its activities. These nanobodies, termed 13A7 and
14D5, respectively, were used in vivo to validate the function
of P2X7 in disease models. Systemic administration of 13A7
reduced inflammation in mouse models of allergic dermatitis and
of glomerulonephritis. Conversely, 14D5 administrated in vivo
aggravated disease scores in both animal models (47). Repeated
administration of these selected anti-P2X7 nanobodies in vivo
undoubtedly represents a novel means to study P2X7 functions
in di�erent pathophysiological situations.

AAV-NANOBODIES (AAVnano)
METHODOLOGY

We present and illustrate here the development of a novel
methodology using adeno-associated viral vectors (AAV)
encoding anti-P2X7 nanobodies for studying P2X7 function
in vivo, notably in chronic situations. AAV vectors have widely
been used for gene transfer in vivo to elicit long-term expression
of the transgenic protein of interest. For instance, a single
intramuscular injection of AAV encoding HIV-neutralizing
antibodies resulted in their long-lasting systemic production
in mice (48) and non-human primates (49). We implemented
a similar AAV-mediated gene transfer method to produce
in situ anti-P2X7 nanobodies with the aim to durably modulate

P2X7 function in vivo. For that, we generated AAV vectors
encoding a bivalent P2X7-antagonistic heavy chain antibody
designated 13A7-hcAb (nanobody 13A7 fused to the hinge and
Fc-domains of mouse IgG1) or a bivalent, half-life extended
P2X7-potentiating nanobody dimer designated 14D5-dimHLE
(dimer of nanobody 14D5 fused to the albumin-specific
nanobody Alb8 conferring half-life extension) (47). The
methodology that we developed, termed AAVnano, requires
only a single intramuscular (i.m.) injection of the corresponding
AAV vector to elicit long-term systemic expression of these
nanobody constructs in vivo for at least 120 days (unpublished
observations). This avoids the daily injection of nanobodies
necessary to maximize the modulation of P2X7 functions and
o�ers the possibility to inhibit or to potentiate P2X7 in chronic
models such as chronic inflammation, autoimmune diseases,
carcinogenesis, or tumor growth (Figure 1).

ILLUSTRATION OF THE AAVnano
METHODOLOGY IN A TUMOR MODEL

As discussed earlier, P2X7 plays complex and partially opposing
roles in tumor growth and anti-tumor immune responses. To
evaluate the potential utility of the AAVnano methodology,
we chose to study the in vivo growth of the C57BL/6 mouse
lymphoma cell line EG7 that naturally expresses significant
surface levels of P2X7 (Figure 2A). We found that EG7
naturally expresses P2X7 at a level that is similar to the
level detected at the surface of A20-P2X7 cells obtained after
stable transfection of the BALB/c mouse B cell lymphoma
A20 with an expression plasmid encoding full-length mouse
P2X7 (50). To further characterize the functionality of P2X7
on EG7 cells, we verified their sensitivity to cell death induced
by high concentrations of ATP (Figure 2B). As expected,
addition of the recombinant nanobodies 13A7-hcAb or 14D5-
dimHLE, respectively, inhibited and potentiated ATP induced-
cell death, confirming the involvement and the functionality of
P2X7 (Figure 2C).

Next, we aimed to study the situation in vivo in a context
where P2X7 would be permanently and durably blocked
or potentiated by 13A7-hcAb or 14D5-dimHLE nanobodies
produced in situ. For that, AAV1 vectors encoding these
constructs were injected intramuscularly (i.m.) into syngeneic
naive C57BL/6 mice 3 weeks before inoculation of tumor cells.
Before tumor inoculation, we obtained blood samples from
the AAV injected mice. In order to evaluate the functional
e�ects of nanobodies bound to circulating T cells in vivo, we
incubated blood leukocytes obtained from these mice with ATP
ex vivo and analyzed their sensitivity to ATP-induced shedding
of CD27 and CD62L, a sensitive P2X7-dependent e�ect (15).
As expected, CD4+ T lymphocytes from mice injected with
AAV1 encoding P2X7-antagonistic 13A7-hcAb were resistant
to ATP-induced CD27 and CD62L shedding while cells from
the mice injected with AAV1 encoding the P2X7-potentiating
14D5-dimHLE showed enhanced sensitivity to ATP-induced
shedding of CD27 and CD62L (Figure 2D). Further, indirect
flow cytometry analyses ex vivo of EG7 and A20-P2X7 cells with
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FIGURE 1 | Comparison between repeated injection of drugs or antibodies/nanobodies and AAVnano methodology. Theoretical kinetics of the pharmacological
agents in serum using different methodologies. (A) Small molecules (blue), antibodies (purple), or nanobodies (green) are generally injected using the i.p. or i.v. routes
and necessitate repeated injections usually performed every 1–2 days. (B) Using the AAVnano methodology, a single injection of an AAV vector coding for the
nanobody of interest is performed at day 0 using the i.m. route. The nanobody is then directly produced in vivo by the transduced muscle fibers. The nanobody is
detectable in the serum 7–14 days post AAV injection and its concentration slowly increases until reaching a plateau 30–60 days post AAV injection. The nanobody
produced in vivo can still be present in the serum 120 days post AAV injection.

plasma from these animals confirmed the presence of circulating
nanobodies 3 weeks after AAV injection (Figure 2E).

Next, the EG7 tumor cells were injected subcutaneously, and
tumor growth was monitored for 50 days. The results show
that constant production of the P2X7 antagonistic 13A7-hcAb
significantly limited EG7 tumor growth in vivo (Figure 2F).
This treatment induced a complete tumor regression in 2
out of 5 mice and significantly improved the survival of
treated mice (Figure 2G). These data are in line with previous
studies showing that expression of P2X7 by tumor cells
represents a trophic and pro-survival factor and that P2X7-
blockade can inhibit tumor growth in vivo (24, 25, 28, 29). In
contrast, potentiation of P2X7 function using AAV-mediated
in situ expression of 14D5-dimHLE did not significantly
influence tumor growth in this model (Figures 2F,G). One
might have expected the opposite e�ect than 13A7-hcAb,
e.g., promotion of tumor growth. On the other hand, P2X7
potentiation could also promote anti-tumor immune responses
by mediating death of regulatory T cells (Tregs) by enhancing
their sensitivity to NAD-mediated cell death (NICD). We
indeed previously demonstrated that P2X7-dependent NICD
of Tregs promotes an anti-tumor immune response in the
same tumor model (15). The lack of an e�ect of 14D5-
DimHLE on tumor growth could thus reflect balanced anti-
tumoral/pro-tumoral e�ects in the tumor microenvironment.
It will be interesting to determine whether potentiation of

P2X7 can enhance anti-tumor immune response when combined
with other treatments, e.g., anti-immune checkpoints therapy,
immunogenic chemotherapies that increase the release of ATP,
or antagonism of CD39/CD73-catalyzed hydrolysis of ATP to
immunosuppressive adenosine (51, 52).

Overall, our data support the notion that the AAVnano
methodology represents an additional strategy to study the
function of P2X7 in vivo, allowing target validation in
pathophysiological situations where P2X7 has been implicated,
including cancer.

DISCUSSION AND PERSPECTIVES
OFFERED BY THE AAVnano
METHODOLOGY TO STUDY THE
IMPORTANCE OF P2X7 IN DIFFERENT
PATHOPHYSIOLOGICAL SITUATIONS

The AAVnano methodology presents several theoretical and
practical advantages over other methodologies. As compared
to chemical compounds, the nanobodies o�er better target
specificity. Indeed, nanobodies and antibodies in general are
known for their excellent ability to discriminate between closely
related targets belonging to the same protein family. This may
prevent unwanted o�-target e�ects. In the present study, the
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FIGURE 2 | Using the AAVnano methodology to study the role of P2X7 in the EG7 tumor model. (A) C57BL/6 mouse EG7 T lymphoma cells expresses P2X7 at the
cell membrane. EG7 T lymphoma cells, A20 B lymphoma cells and A20 cells stably transfected with P2X7 were incubated with fluorochrome conjugated
P2X7-specific mAb Hano43 (blue) or an isotype control (gray). Bound antibodies were detected by flow cytometry. Similar results were obtained using the P2X7
specific polyclonal antibodies K1G (58). (B) EG7 cells are sensitive to ATP-induced cell death in vitro. EG7 cells were incubated overnight in culture medium with the
indicated concentrations of ATP. Cell death was assessed by flow cytometry after staining with DAPI. The statistical analysis were performed using one-way ANOVA
(n = 3, **p < 0.01; ***p < 0.001). (C) P2X7-specific nanobodies modulate ATP-induced death of EG7 cells. EG7 cells were preincubated for 1 h in the absence
(PBS, gray) or presence of 1 µg/ml 13A7-hcAb (13A7, black) or 14D5-dimHLE (14D5, blue). Cells were then incubated overnight with 0, 0.5, 1, or 3 mM of ATP in
culture medium and assayed for cell death using flow cytometry as in (B). (D) Nanobodies produced in situ modulate P2X7-dependent shedding of CD62L and
CD27 by CD4+ T cells. 8 weeks old C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (gray) or with AAV1 vector encoding either P2X7-antagonistic 13A7-hcAb (black) or
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE (blue). 3 weeks later (day 22), blood samples were collected and incubated for 20 min in PBS with the indicated concentration of
ATP (0, 30, or 150 µM ATP). Cells were then stained with fluorochrome-conjugated antibodies against CD4, CD27, CD62L, before fixation and erythrocyte lysis. The
percentages of CD4+ cells that co-express CD27 and CD62L were then evaluated by flow cytometry. The statistical analysis were performed using two-way ANOVA
(n = 5, ***p < 0.001). Similar results were obtained in 3 independent experiments. (E) Plasma from AAV-injected mice contain circulating P2X7-specific nanobodies.
A20-P2X7 and EG7 cells were incubated either with recombinant nanobodies (1 µg/ml) or with 10 µl of pooled plasma obtained at day 22 after AAV injection. Bound
nanobodies were detected by flurochrome-conjugated secondary antibodies using flow cytometry. Histograms in gray correspond to the background staining
obtained when using the sera from PBS injected animals. (F,G) P2X7 antagonist but not P2X7-agonist constructs inhibit EG7 lymphoma tumor growth in vivo.
C57BL/6 mice were injected i.m. with 1011 AAV1 vectors encoding the P2X7-antagonistic 13A7-hcAb (13A7, black line), or the P2X7-potentiating 14D5-dimHLE
(14D5, blue line). 23 days later, after having confirmed the production and the functionality of these constructs produced in vivo (see above D,E), 106 EG7 lymphoma
cells were inoculated subcutaneously in the left flanks. Tumors were monitored every other day during 50 days with a digital caliper, and the tumor volumes were
estimated using the formula length ⇥ width ⇥ [(length + width)/2]. (F) Tumor volumes in each experimental group are shown for the first 16 days. The statistical
analysis were performed using two-way ANOVA (n = 5, **p < 0.01). (G) Mouse survival is illustrated during the entire observation period. The statistical analysis was
performed using Log-Rank tests (n = 5, *p < 0.05). Similar results were obtained in 3 independent experiments.

selected nanobodies bind specifically to mouse P2X7 and do not
recognize the closest paralogs P2X4 and P2X1 (47). However,
high specificity and lack of cross-reactivity with the P2X7
ortholog of other species may limit the use of a nanobody across
species in translational studies. A similar limitation has also
been observed with chemical compounds that sometimes display
di�erent modulating e�ects and pharmacological proprieties in
humans and other animals.

Adeno-associated viral vectors are widely used in gene
therapy settings and represent an e�cient and safe approach
to transfer a gene of interest into muscle cells and to
elicit long-term systemic in situ production of a transgenic
protein (48, 53). In our experiences, a single intramuscular
administration of AAV (1011 viral genomes per mouse) coding

for our engineered nanobody constructs was su�cient to elicit
e�ective systemic levels of the blocking or the potentiating
P2X7-specific nanobodies. The AAVnano methodology thus
avoids daily administration of the corresponding recombinant
nanobodies. Arguably, this may additionally provide more
favorable pharmacokinetics by maintaining a stable saturating
concentration of the desired nanobody in vivo and by avoiding
peak/decline cycles obtained after repeated injection of a
recombinant antibody (Figure 1). This may favor a better
bioavailability and tissue penetration, which needs to be
confirmed experimentally in future studies. AAVnano may
provide a nanobody delivery methodology similar to the one
obtained with osmotic pump drug delivery systems, which
allow a stable equilibrium of the pharmacological agent

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 5 September 2020 | Volume 10 | Article 1699

https://www.frontiersin.org/journals/oncology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/oncology#articles


fonc-10-01699 September 10, 2020 Time: 19:37 # 6

Demeules et al. AAVnano to Study P2X7 Function

in vivo at a plateau phase (Figure 1). However, as systemic
production of transgenic protein in situ using AAV vectors is
known to follow slow kinetics, with the apparition of the protein
of interest 1 to 2 weeks post-transduction, the equilibrium phase
is probably not obtained in vivo before 2 to 3 weeks (54–
56). Hence, the AAVnano methodology is intended to be used
in prophylactic models, as in the present study, rather than
in a therapeutic setting. However, the kinetics of transgenic
protein production can be considerably accelerated using
recently developed self-complementary AAV (scAAV) vectors
that would be more compatible with therapeutic/interventional
protocols (56).

One of the features associated with the AAVnano
methodology is the permanent and long-term modulation of
P2X7 in vivo without any possibility to halt the treatment.
While this is adapted to the evaluation of P2X7 functions
in chronic diseases, this may appear as an inconvenient in
other situations. Additionally, long-term P2X7 modulation (i.e.,
activation or potentiation) may have unexpected e�ects on
the general physiology of the mice by causing, for instance,
immune dysregulation, alteration of barrier functions, or
alteration of the microbiota. Knockout mice may possibly
not be a�ected to the same extent by P2X7 deficiency as
compensatory mechanisms are presumably induced during
embryogenesis, as often observed in knockout animals. In this
regard, AAVnano methodology may reveal so far unexpected
physiological functions of P2X7 that may be interesting to
further explore. One way to avoid such long-term e�ects would
be to use inducible promoters, instead of the ubiquitous CBA
promoter used in this study. Such an inducible system, combined
with AAV-mediated gene transfer, would allow controlled and
timely delivery of the selected nanobody to modulate P2X7
only when required. This type of inducible delivery would
be compatible with both, a prophylactic scheme as well as
therapeutic/interventional protocols.

Beyond the cancer field, the AAVnano methodology may
be further exploited in target-validation studies and in other
disease models where P2X7 has been incriminated. Examples are
inflammatory models such as acute and chronic experimental
colitis, or autoimmune diseases like rheumatoid arthritis,
lupus, or experimental allergic encephalitis. Interestingly, besides
skeletal muscles, AAV vectors can be used to transduce e�ciently
a variety of other tissues including heart, liver, kidney, retina, and
the central nervous system (CNS). For example, it is conceivable
to use stereotaxic injection of AAV9 vectors into the brain to
induce expression of the modulating P2X7-specific nanobodies
in the CNS. Since P2X7 is expressed in the CNS, particularly
by microglial cells and astrocytes, AAVnano may help to

elucidate the role of P2X7 in the pathophysiology of neurological
disorders like epilepsy, Alzheimer’s disease, multiple sclerosis,
amyotrophic lateral sclerosis, age-related macular degeneration,
or cerebral artery occlusion (57). Apart from using tissue-
specific conditional P2X7 knockout models, the role of P2X7
in these diseases remains di�cult to evaluate as the use of
antibodies is limited by the blood-brain barrier. AAVnano may
o�er a possibility to circumvent this di�culty by exploiting
the e�ciency of AAV vectors to transduce di�erent regions
of the CNS, combined with the good tissue penetration and
bioavailability o�ered by nanobodies. Hence, the AAVnano
methodology may pave the way to a better understanding of the
role of P2X7 not only in the tumor context, but also in chronic
inflammatory/autoimmune diseases and neurological disorders.
This may further help the community to evaluate the importance
of P2X7 in pathophysiology and as a therapeutic target.
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Evaluate ARTC2.2 and P2X7 In Vivo 
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Contexte de l’étude. Sur les LT murins, la mono-ADP rybosyltransférase ARTC2.2 catalyse l’ADP-

ribosylation de diverses protéines de surface lorsque le NAD+ est libéré dans le compartiment 

extracellulaire. L’ADP-ribosylation covalente du récepteur P2X7 par l’ARTC2.2 représente ainsi un 

mécanisme supplémentaire d’activation, complémentaire de son déclenchement par l’ATP 

extracellulaire. P2X7 est un récepteur polyvalent qui pourrait représenter une cible potentielle dans 

les maladies inflammatoires et neurodégénératives, ainsi que dans le cancer.  

Méthode. Nous utilisons une approche expérimentale utilisant l'injection intramusculaire de vecteurs 

AAV recombinants (rAAV) codant pour des produits biologiques à base de nanobodies ciblant ARTC2.2 

ou P2X7. 

Principaux résultats. 

• Une seule injection de rAAV1 ou rAAV8 codant pour des nanobodies spécifiques de P2X7 ou 

ARTC2.2 peut inhiber ou, au contraire potentialiser l’activation de P2X7 induite par l’ATP ou le 

NAD+ ex vivo sur les LT spléniques.  

• Le test ex vivo de la perte de CD27 et CD62L dépendant de l’activation de P2X7 démontre 

qu’une unique injection du rAAV codant pour 13A7-hcAb bloquant P2X7 protège les LT contre 

cette perte induite par le NAD+ et l’ATP. De même, l’injection de rAAV codant pour s+16-

dimHLE bloquant l’ARTC2.2 inhibe complètement la perte de CD27 et CD62L induite par le 

NAD+ mais pas par l’ATP. 14D5-dimHLE potentialisant P2X7 sensibilise les LT à la perte de CD27 

et CD62L induite par le NAD+ et l’ATP. 

• L’analyse des LT circulants et des Trm du foie de souris sacrifiées 120 jours après l’injection de 

l’AAVnano a révélé une occupation complète de l’ARTC2.2 par le S+16-dimHLE sur les LT CD4+ 

circulants et dans le parenchyme hépatique.  

• Une dose plus faible de NAD+ injectées in vivo permet d’éliminer plus de Tregs chez les souris 

injectées avec le rAAV-14D5-dimHLE que chez les souris témoins.  

• Dans une autre stratégie, basée sur la fusion de nanobodies spécifiques à des IgG2a de souris 

pour générer un format d’anticorps à chaines lourdes (hcAb), nous démontrons une déplétion 

durable des cellules exprimant des niveaux élevés d’ARTC2.2 in vivo. 
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• Par la suite cette technologie nous permettra de tester des constructions bispécifiques. 

 

 

 

 

 

  



A Methodological Approach Using
rAAV Vectors Encoding Nanobody-
Based Biologics to Evaluate ARTC2.2
and P2X7 In Vivo
Henri Gondé1,2, Mélanie Demeules1, Romain Hardet1, Allan Scarpitta1, Marten Junge3,
Carolina Pinto-Espinoza3, Rémi Varin1,2, Friedrich Koch-Nolte3, Olivier Boyer1,4

and Sahil Adriouch1*

1 Normandie University, UNIROUEN, INSERM U1234, Pathophysiology, Autoimmunity, Neuromuscular Diseases and
Regenerative THERapies, Rouen, France, 2 Rouen University Hospital, Department of Pharmacy, Rouen, France, 3 Institute of
Immunology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany, 4 Rouen University Hospital, Department
of Immunology and Biotherapy, Rouen, France

On murine T cells, mono-ADP ribosyltransferase ARTC2.2 catalyzes ADP-ribosylation of
various surface proteins when nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) is released into
the extracellular compartment. Covalent ADP-ribosylation of the P2X7 receptor by
ARTC2.2 thereby represents an additional mechanism of activation, complementary to
its triggering by extracellular ATP. P2X7 is a multifaceted receptor that may represents a
potential target in inflammatory, and neurodegenerative diseases, as well as in cancer. We
present herein an experimental approach using intramuscular injection of recombinant
AAV vectors (rAAV) encoding nanobody-based biologics targeting ARTC2.2 or P2X7. We
demonstrate the ability of these in vivo generated biologics to potently and durably block
P2X7 or ARTC2.2 activities in vivo, or in contrast, to potentiate NAD+- or ATP-induced
activation of P2X7. We additionally demonstrate the ability of rAAV-encoded functional
heavy chain antibodies to elicit long-term depletion of T cells expressing high levels of
ARTC2.2 or P2X7. Our approach of using rAAV to generate functional nanobody-based
biologics in vivo appears promising to evaluate the role of ARTC2.2 and P2X7 in murine
acute as well as chronic disease models.

Keywords: P2X7 (purino) receptor, AAV vectors, nanobodies (VHH), animal models, extracellular ATP (eATP),
extracellular NAD+, methodological approach

INTRODUCTION

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) is a key molecule in cellular metabolism and acts as an
intermediate in several essential enzymatic reactions (1). In addition, in response to cellular stress,
intracellular NAD+ is released into the extracellular compartment and serves as a substrate for
various ectoenzymes (2, 3). Mono-ADP ribosyl transferases (ART) represent a family of
ectoenzymes that use extracellular NAD+ to catalyze posttranslational modification of cell surface
proteins by the transfer of ADP-ribose to specific amino-acid residues (4, 5). In mice, the ART
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family comprises six members: ARTC1-5, including two
isoforms of ARTC2, termed ARTC2.1 and ARTC2.2 (6). While
ARTC2.1 is enzymatically inactive in the absence of reducing
agents, ARTC2.2 is active in standard conditions and is able to
ADP-ribosylate multiple cell-surface protein-targets when
NAD+ is present in the extracellular space (7, 8). ARTC2.2 is
localized predominantly on the surface of murine T cells as a 35
kDa GPI-anchored ectoenzyme. Although its levels of expression
varies depending on mouse strain and cell-activation status,
membrane expression of ARTC2 remains overall higher on
CD8+ T cells as compared to CD4+ T cells (9). When murine
T cells are exposed to micromolar levels of extracellular NAD+,
ARTC2.2 catalyzes the ADP-ribosylation of exposed arginines in
several cell surface protein targets, including the purinergic
P2X7, a well described protein expressed by immune cells and
involved in immune regulation (10, 11).

P2X7 assembles at the cell surface as a homo-trimeric receptor
that forms a nonselective ion channel upon gating with high
extracellular ATP concentrations (i.e., in the hundreds
micromolar range). Depending on ATP concentration and on
the extent of cell exposition, activation of P2X7 receptor can lead
to multiple cellular events starting by the rapid activation of surface
metalloproteases (leading to shedding for instance of CD62L and
CD27) and by the externalization of phosphatidylserine (11).
Prolonged P2X7 receptor activation induces the formation of
nonselective pores and to massive membrane depolarization,
ultimately leading to cell death (3). Interestingly, prolonged P2X7
activation can also be triggered by brief exposition to extracellular
NAD+. Indeed, in the presence of extracellular NAD+, ARTC2.2
catalyzes covalent ADP-ribosylation of P2X7 at the arginine
residue 125, located in the vicinity of the ATP-binding site, and
thereby triggers the activation of P2X7 receptor (10). Remarkably,
much lower concentrations of extracellular NAD+ (i.e., in the
micromolar range) are sufficient to activate P2X7 receptor and to
induce cell death (12, 13). This process was termed NAD-induced
cell death (NICD) and demonstrated to play a major role in vivo in
the fate and regulation of immune cells that express high levels of
ARTC2.2 and P2X7, including regulatory T cells (Treg), invariant
NKT cells, follicular helper T cells (Tfh), and tissue-resident
memory T cells (TRM) (12, 14–18).

Nanobodies are derived from unconventional natural
antibodies devoid of light chains that are found in llamas and
other camelids (19–21). The single-chain variable fragment of
the so-called heavy-chain antibodies is termed VHH or
nanobody. Nanobodies exhibit similar specificities and
affinities than conventional antibodies but are smaller in size
(15 kDa) and present a complementary determining region 3
(CDR3) that is usually longer, with the remarkable propensity to
reach protein cavities that are otherwise difficult to target with
conventional antibodies, offering opportunities to engineer these
molecules into original biologics (22). Such cavities often

correspond to functional regions and allosteric sites, conferring
to nanobodies the ability to act as modulators of enzyme and
receptor activities (e.g., potentiating or blocking). Anti-ARTC2.2
nanobodies have been isolated by phage display from llamas
immunized with cDNA expression vectors encoding full-length
ARTC2.2 (23). Nanobodies s-14, s+16a, s+16b and l-17 are able
to bind with high specificity cell line stably transfected to express
ARTC2.2. In addition, T cells can be protected from NICD by
ARTC2.2-blocking nanobodies s+16a, s+16b and l-17, but not s-
14 (23). In additional studies, intravenous (i.v.) injection of the
ARTC2.2-blocking nanobody s+16a prevented NICD in cells co-
expressing ARTC2.2 and P2X7 ex vivo as well as in vivo.
ARTC2.2 antagonism has hence been recognized as a crucial
step for the functional studies of Treg, NKT and TRM subsets
(14–16, 24). Anti-P2X7 nanobodies were generated in a similar
manner (25, 26). Taking advantage of the single-chain structure
of nanobodies, we derived highly specific P2X7-potentiating
nanobody 14D5 and P2X7-blocking nanobody 13A7 either as
homodimers fused to the Alb8 albumin-binding nanobody
(i.e., to provide improved half-life in vivo) or fused to the Fc-
region of mouse conventional antibody to reconstitute the
bivalent heavy chain antibody (hcAb) format of camelids (25,
27). Nanobody-based hcAb therefore offer the possibility not
only to increase their half-life in vivo but also to provide effector
functions related to the Fc-region that can bind to Fc-receptors
(FcR) at the surface of immune cells or activate the classical
complement cascade (26). Depending on the isotype, it is then
possible to promote antibody-dependent cell cytotoxicity
(ADCC), complement-dependent cell cytotoxicity (CDC) and
antibody-dependent phagocytosis (ADCP). Interestingly, hinge
and/or Fc-region engineering can further enhance Fc-fused
nanobody half-life or fine tune effector properties by
enhancing or abolishing FcgR and/or complement related
effector functions (28).

In this study, we report two different strategies for
manipulating the ARTC2.2/P2X7 pathway in vivo, with the
aim of better addressing the versatile role of NAD+ and ATP
in immune cells. For that, we developed a methodology that rely
on nanobody-based biologics expressed directly in vivo upon a
single intramuscular (i.m.) administration of recombinant AAV
vectors (rAAV) encoding the biological constructs. We
demonstrated here the ability to durably block the activity of
ARTC2.2 enzyme or of the P2X7 ion channel in vivo upon a
single i.m. injection of the rAAV encoding a construct containing
the ARTC2.2-blocking nanobody s+16a, or a construct
containing the P2X7-blocking nanobody 13A7. In addition, we
provide evidence that P2X7 can be potentiated in vivo using an
rAAV encoding a construct containing the P2X7-potentiating
nanobody 14D5. In another strategy, based on the fusion of
specific nanobodies to mouse IgG2a, to generate a heavy chain
antibody (hcAb) format, we demonstrate durable depletion of
cells expressing high levels of ARTC2.2 in vivo. These
methodologies represent valuable tools that might be used in
future studies to better delineate the role of the NAD+/ARTC2.2/
P2X7 pathway in vivo in various pathophysiological situations
including inflammatory diseases, and immune responses to
infectious pathogens or to tumor cells.

Abbreviations: NAD+, nicotinamide adenine dinucleotide; ART,
ADPribosyltransferase; hcAb, heavy chain antibody; dimHLE, dimer half-life
extended; rAAV, recombinant adeno-associated virus used as a vector;
AAVnano, methodological approach based on the injection of rAAV encoding
for nanobody-based biologics.
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MATERIAL AND METHODS

Mice, Reagents, Antibodies
C57BL/6 wild-type mice obtained from Janvier Labs were used
for all experiments. Mice were housed in a specific pathogen-free
facility and were aged of 8 weeks at the beginning of experiments.
All animal experiments were approved by the local institutional
ethic committee.

Adenosine 5’-tri-phosphate disodium salt (A2383) and
b-nicotinamide adenine dinucleotide hydrate (N7004) were
purchased from Sigma Aldrich. Red blood cell (RBC) lysis/
fixation Solution, True-Nuclear transcription factor buffer set,
fluorochrome-conjugated streptavidin, and antibodies to CD45
(clone 30-F11), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD25 (PC-61),
CD19 (1D3/CD19), B220 (RA3-6B2), FoxP3 (MF-14), CD27
(LG.3A10), CD62L (MEL-14), CD69 (H1.2F3) or P2X7R (1F11),
and purified CD16/CD32 (TruStain FcX) were obtained from
Biolegend or Sony Biotechnology. Rabbit polyclonal antibody
K1G, specific to mouse P2X7, was described in our previous
studies (12, 13). K1G was used to stain P2X7 at the surface of
blood myeloid cells as illustrated in Supplemental Figure 3,
using a secondary donkey anti-rabbit IgG from Jackson
ImmunoResearch. Biotinylated polyclonal antibody specific to
mouse IgGa was obtained from Jackson ImmunoResearch and
monoclonal ant ibody to ARTC2.2 (Nika102) from
Novus Biologicals.

Flow Cytometry Analyses
For evaluation of P2X7 and ARTC2.2 expression on T cells,
splenocytes were collected and single-cell suspensions were
prepared and washed using standard procedures. Cells were
stained with fluorochrome-conjugated antibodies, including
anti-P2X7 and anti-ARTC2.2 or related isotype controls before
fixation and red blood cell lysis using the RBC lysis/fixation
Solution (Sony biotechnology).

For evaluation of P2X7-dependent shedding of CD27 and
CD62L upon ex vivo exposition to NAD+ or ATP, blood samples
were collected, washed, resuspended into PBS (without Ca2+ and
Mg2+), and divided into 4 tubes. Cells were then treated with 30
µM ATP, 150 µM ATP, or 30 µM NAD+, or left untreated. After
incubation for 15 min at 37°C, cells were washed in cold D-PBS
containing 10% FBS, and stained on ice with fluorochrome-
conjugated antibodies before fixation and RBC lysis. The
percentages of cells co-expressing CD27 and CD62L were then
evaluated by flow cytometry.

For evaluation of the binding of the dimHLE constructs on
liver NKT cells and liver TRM, single cells suspension were
prepared and stained with a mouse IgG1 mAb that specifically
recognizes the Alb8 nanobody (kindly provided by Dr. Catelijne
Stortelers, Ablynx nv, Zwijnarde, Belgium), followed by a
secondary mouse IgG1-specific mAb. To evaluate the levels of
occupation of the target protein, cells were incubated in vitro
with a saturating concentration of the same recombinant
nanobody construct as the one produced in vivo, followed by
the same secondary detection reagents. This allowed estimation
of signal saturation that correlates with target occupation by
bounded biologics. Similar MFI were obtained with or without

addition in vitro of the corresponding recombinant nanobody
construct, confirming that target occupancy reached saturation
in vivo (data not shown). To distinguish vascular T cells from
liver parenchyma cells, a fluorochrome-conjugated CD45-
specific mAb has been injected i.v. (CD45iv) 3 min before
sacrifice and preparation of liver lymphocytes. This procedure
allowed the staining of vascular T cells in vivo (CD45ivhigh) while
liver resident T cells remained mostly unstained (CD45ivlow).
Untransduced mice additionally received 50 µg of recombinant
s+16a-dim construct (i.e., a dimer of s+16a that does not contain
the Alb8 nanobody, and that cannot be detected by the anti-Alb8
mAb77 detection system) 30 min before organ collection to
prevent NICD and cell loss ex vivo during cell preparation, as
described earlier (15, 18). All cells were counterstained with
mAbs directed against CD45 (coupled to a different
fluorochrome than CD45iv), CD4, and CD69 (marker of tissue
resident lymphocytes). To distinguish the NKT subset, cells were
stained with PE-conjugated CD1d-tetramer loaded with, an
analogue of a-galatosylceramide (aGal/Cer), kindly provided
by the NIH tetramer core facility.

For evaluation of the binding capacity of the nanobody-based
hcAb on T cells surface, samples were collected, washed,
resuspended into FACS buffer and stained with isotype specific
secondary antibodies, i.e. Ab directed against mouse IgG1 (to
detect 13A7-IgG1LSF hcAb), or Ab directed against mouse IgG2a
(for detection of 7E2-IgG2a or s-14-IgG2a hcAb). Cells were
washed and counterstained with fluorochrome-conjugated
antibodies directed against the indicated cell surface markers.

Flow cytometry measurements were performed using a
LSRFortessa or a FACSCanto-I (BD Biosciences) apparatus
and subsequent analyses were performed using FlowJo
software (Tree Star, Ashland, OR).

Nanobody Constructs
Some of the constructs used in this study were based on
nanobody dimers (“dim” format) fused to the Alb8 anti-
albumin nanobody (half-life extended “HLE” format) (25, 29).
14D5-dimHLE and s+16a-dimHLE were constructed by fusing
the coding sequences of two 14D5 nanobodies or two s+16a
nanobodies using a 35-GS linker (GGGGS)7. These
homodimeric bivalent constructs were then fused to the anti-
albumin nanobody Alb8 via a 9-GS linker (GGGGSGGGS) (25).
The P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb was constructed by
fusing the nanobody 13A7 to the hinge region and Fc region
of a mutated mouse IgG1 antibody carrying the “LSF”mutations
(T252L, T254S, T256F) (30). For the design of the depleting
hcAb constructs 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a, anti-P2X7
nanobody 7E2 or anti-ARTC2.2 nanobody s-14, were fused to
the hinge and Fc-region of a mouse IgG2a using 5-GS
linker (GGGGS).

Production of rAAV and Muscle
Transduction
For the production of rAAV, all constructs were cloned into a
pFB plasmid under the control of either a CBA promoter (for
rAAV1 constructs encoding 14D5-dimHLE, 13A7-IgG1LSF and
s+16a-dimHLE) or under the related CASI promoter (for rAAV8
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constructs encoding 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a) (31, 32).
Production, purification, and titration of rAAV1 and rAAV8
were performed by Virovek (Hayward, California, USA) using
the baculovirus expression system in Sf9 insect cells (31). For
muscle transduction, mice hind legs were shaved under
anesthesia and 100 µL diluted rAAV were injected into 4
gastrocnemius muscle sites to reach a total dose of 1011 viral
genomes (vg) per mouse.

NAD+ Treatment In Vivo
Injections of rAAV encoding either 13A7-IgG1LSF hcAb or
14D5-dimHLE were performed i.m. on day 0 and followed 28
days later by the i.v. injection of 30 mg NAD+ diluted in 200 mL
PBS (pH adjusted to 7.4) as described earlier (24). Splenocytes
were collected 24 h later and single-cell suspensions were
prepared on ice and stained with fluorochrome-coupled
antibodies. After fixation, RBC lysis, permeabilization and
intracellular staining, single cell suspensions were analyzed by
flow cytometry. Absolute cell numbers collected for each spleen
was evaluated by direct enumeration using an automated cell
counter (ADAM-MC apparatus). Percentages of CD4+ and
CD8+ T cells were determined by flow cytometry and
compared to CD19+ B cells taken as an NAD+-insensitive
reference population.

Statistical Analysis
All data are shown as mean values and error bars represent
standard error of the mean (SEM). Statistical comparison
between experimental groups was performed using one-way
analysis of variance (ANOVA). Differences were considered
statistically significant when p values were less than 0.05 (*),
0.01 (**), or 0.001 (***). All calculations were performed using
the Prism software (Graphpad, La Jolla, CA).

RESULTS

Nanobody Constructs and rAAV Used
to Study the Role of ARTC2.2 and
P2X7 In Vivo
The ARTC2.2/P2X7 axis regulates murine T cell function,
differentiation and cell fate. Both proteins are expressed on T
cell subsets but at different cell surface levels. Consistent with
previous studies (12, 13, 24), P2X7 and ARTC2.2 were detected
on CD4+CD25+ Treg, CD4+CD25- conventional CD4+ T cells
(Tconv), and on CD8+ T cells. P2X7 is expressed at higher level
on the surface of Treg and to a lesser extent on CD4+ Tconv and
on CD8+ T cells (Figure 1A, upper panels). ARTC2.2 is
expressed at higher levels on CD8+ T cells as compared to
CD4+ T cell subsets (Figure 1A, lower panels). To explore the
role of P2X7 and ARTC2.2 in vivo , we developed a
methodological approach based on rAAV encoding various
formats of P2X7-specific or ARTC2.2-specific nanobody-based
constructs. To increase their half-life and avidity, we developed
bivalent nanobodies fused to the albumin-specific nanobody
Alb8 (dimer Half-Life Extended format, termed “dimHLE”)

(Figure 1B). In a second approach, we fused nanobodies to the
hinge and Fc region of conventional IgG antibodies (heavy-chain
antibodies format, “hcAb”) (Figure 1B). Mouse IgG1 Fc subclass
is known to only mediate low, if any, effector functions as it binds
to the inhibitory FcgRIIB and to only one member of the
activating receptors, the low affinity FcgRIII (33). IgG1 also
binds to the neonatal FcRn involved in antibody recycling and
persistence in vivo. To further increase the half-life of our
constructs, we took advantage of the described “LSF” point
mutations (i.e., T252L, T254S, T256F), known to further
ameliorate in vivo persistence by increasing the binding to
FcRn (30), to generate the mIgG1LSF hcAb construct
(Figure 1B). In contrast to mouse IgG1, mIgG2a subclass
binds all mouse activating FcgR and triggers Fc-related effector
functions (Figure 1B) (33).

In our methodological approach to target ARTC2.2 and P2X7
on T cells in vivo, implemented and evaluated here, we injected
rAAV1 or rAAV8 encoding nanobody-based constructs instead of
the corresponding purified recombinant proteins. Both rAAV1
and rAAV8 serotypes are known to efficiently transduced muscle
cells upon i.m. injection. We aimed at eliciting directly in situ the
long-term and stable production of the selected construct
following a single administration of the corresponding rAAV.
This approach was termed AAVnano (Figure 1C).

We explored here two complementary strategies for
manipulating in vivo the NAD+ pathway dependent on
ARTC2.2 and P2X7. (Figure 2). The first strategy relies on the
propensity of nanobodies to bind to functional sites and thereby
modulate their enzymatic activity or receptor functions. We used
constructs based on nanobodies selected for their remarkable
ability to block ARTC2.2 enzymatic activity (nanobody s+16a,
used here as a dimHLE format), to inhibit gating of the P2X7 ion
channel (nanobody 13A7, used as IgG1LSF hcAb format), or to
potentiate P2X7 activity (nanobody 14D5, used as dimHLE
format) (Figure 2A). The choice of the format for each
biological construct (i.e., dimHLE, or IgG1LSF hcAb formats)
was based on preliminary experiments comparing the efficacy of
each formats (data not shown). The second strategy relies on the
possibility to deplete target cells expressing high levels of ARTC2.2
or P2X7. For that, we used hcAb engineered to contain the mIg2a
Fc-region, known to promote binding to FcR on immune cells and
to promote ADCC by NK cells, ADCP by macrophages, and to
facilitate CDC upon engagement on the classical complement
pathway (Figure 2B). To facilitate the interpretation of their effect
in vivo, these latter constructs were based on other nanobodies that
do not modulate the functional activity of their target (i.e.,
ARTC2.2-specifc nanobody s-14 (23) and P2X7-specifc
nanobody 7E2 (25)) that were fused to the hinge and Fc-region
of mouse IgG2a (Figures 1B, C).

Functional Modulation of ARTC2.2 or P2X7
Using rAAV Coding for Biologics With
Blocking or Potentiating Properties
To evaluate our AAVnano approach and the ability of our
constructs to modulate their target proteins, we first indirectly
studied the activity of P2X7 and ARTC2.2 on T cells harvested
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from AAVnano injected mice. Exposure of T cells to ATP or
NAD+ induces the shedding of CD27 and CD62L by
metalloproteases and this can be used as a sensitive assay to
monitor P2X7 receptor activation (13, 24). For that, we injected

rAAV1 encoding 13A7-IgG1LSF hcAb (i.e., to inhibit P2X7),
14D5-dimHLE (i.e., to potentiate P2X7), or s+16a-dimHLE (i.e.,
to inhibit ARTC2.2). Blood cells were collected 17-120 days after
rAAV injection, incubated at 37°C in the absence or in the
presence of NAD+ (30 µM) or ATP (30 mM or 150 mM) to assay
ex vivo P2X7-dependent shedding of CD27 and CD62L.
Representative data obtained 30 days after AAVnano injection
are shown in Figure 3. Comparable results were obtained from
the earliest studied time point at day 17 to the last time point of
the study at day 120. The results show that T cells from
untransduced mice displayed P2X7-dependent shedding of
CD27 and CD62L within 15 min after incubation with ATP or
NAD+ (Figures 3A, B). This was noticeably more pronounced
on CD4+CD25+ Treg that express higher levels of P2X7 as
compared to Tconv and to CD8+ T cells (Figure 3B). Injection
of AAVnano coding for 14D5-dimHLE sensitized T cells to
P2X7-dependent shedding, notably also on the T cell subsets that
express the lowest levels of P2X7 (i.e., Tconv and CD8+ T cells)
as compared to untransduced control mice. In contrast, mice
injected with the AAVnano coding for 13A7-IgG1LSF hcAb were
almost completely protected from NAD+- and ATP-induced
P2X7 activation, and only Treg cells displayed limited CD27
and CD62L shedding when incubated with the highest dose of
ATP (Figure 3B). T cells from mice injected with the AAVnano
coding for s+16a-dimHLE were protected from NAD+-induced,
but not from ATP-induced shedding of CD27 and CD62L, as
expected from a nanobody construct that inhibits ARTC2.2
activity (Figure 3B). For comparison, we also evaluated the
effects mediated by recombinant nanobody-based biologics
added directly in vitro on cells from untreated animals
(Supplemental Figure 1). We observed in dose-response
experiments that each recombinant construct used at

A

B
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FIGURE 1 | Continued

FIGURE 1 | AAVnano methodological approach to study the role of P2X7 or
ARTC2.2 in vivo. (A) Expression of ARTC2.2 and P2X7 T cell subsets.
Splenocytes from C57BL/6 mice were stained with fluorochrome-conjugated
monoclonal antibodies directed against P2X7 (clone 1F11), or ARTC2.2 (clone
Nika102), or with the corresponding isotype controls (grey), and were
analyzed by flow cytometry. Cells were gated on CD4+CD25- T cells (Tconv,
depicted in blue), on CD4+CD25+ (Treg, depicted in red), or on CD8+ T cells
(depicted in green) to evaluate the cell surface levels of P2X7 or ARTC2.2 on
each subset. The numbers in the upper right quadrants indicate the mean
fluorescence intensity (MFI). Staining was performed using fluorochrome
conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD4 (BV786),
CD8 (BV605), CD25 (PE-Cy7), P2X7 (BV421) and ARTC2.2 (AF647).
(B) Schematic representation of nanobody-based constructs. ARTC2.2-
specific and P2X7-specific nanobodies (VHH) are engineered either as bivalent
dimers fused to the albumin-specific nanobody Alb8 (dimer half-life extended,
termed “dimHLE”), or as heavy-chain antibodies (termed hcAb) when fused to
the hinge and Fc-region of conventional mouse IgG antibodies. For the latter,
nanobodies were fused to either a mouse IgG1 hinge/Fc-region bearing the
LSF mutations (i.e., T252L, T254S, T256F) to produce hcAb with no/low Fc-
effector functions, or to the hinge/Fc-region of mouse IgG2a to generate cell-
depleting hcAb. (C) Schematic representation of the AAVnano methodological
approach and the structure of the transgenes incorporated in the rAAV (of
serotype 1 or 8). The illustrated transgenes encode the nanobody-based
constructs depicted in (B) Upon a single i.m. injection of the rAAV, the
nanobody-based biologics are produced in vivo by the transduced muscle
cells under the control of a CBA (rAAV1) or a CASI (rAAV8) promoter (Prom.).
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FIGURE 2 | Strategies used to manipulate ARTC2.2 or P2X7 functions in vivo or to deplete T cells expressing these proteins. (A) Modulation of ARTC2.2 and P2X7
activity using nanobody-based constructs. Two pathways can lead to the activation of P2X7 at the surface of mouse T cells. The ATP pathway involves direct gating
of P2X7 ion channel by extracellular ATP. The NAD+ pathway involves a post-translational modification of P2X7 catalyzed by the ectoenzyme ARTC2.2 resulting in its
covalent ADP-ribosylation. The 14D5-dimHLE construct probably binds to an allosteric site on P2X7 and potentiates gating of the ion channel triggered by either ATP
or NAD+. The s+16a-dimHLE construct was designed to block ARTC2.2 enzymatic activity in vivo and thereby to inhibit activation of P2X7 by the NAD+ pathway
(but not the ATP pathway). The 13A7-IgG1LSF hcAb construct inhibits P2X7 gating and can be used to inhibit both ATP and NAD+ pathways. (B) Other nanobody-
based constructs were designed to favor depletion of their target cells in vivo. For that, nanobodies s-14 and 7E2, that bind respectively to ARTC2.2 and P2X7 but
do not modulate their functions, were fused to the hinge and Fc-region of mIgG2a. The resulting mIgG2a hcAb could mediate cell depletion through different
mechanisms such as complement-dependent cytotoxicity (CDC), antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) that rely on NK cells, and antibody-dependent cell
phagocytosis (ADCP) involving macrophages.
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saturating doses in vitro induced a comparable effect that the one
observed ex vivo on cells collected from AAVnano transduced
mice. These data hence suggest that i.m. injection of AAVnano
induce in vivo production of each encoded construct in sufficient
quantity to substantially inhibit or potentiate the functional
activity of their target, at a level that appears to be similar to
the one obtained in vitro with saturating doses of each given
recombinant nanobody construct.

Evaluation of Tissue Resident T Cells
In Vivo Following Administration of rAAV
Coding for Biologics
To determine whether our methodological approach could be
used to reach ARTC2.2 and P2X7 on tissue resident T cells, we
next sought to detect the presence of the biologics on resident
liver T cells 120 days after rAAV injection. For that, we focused
at the end of the experiment (i.e., upon sacrifice of animals) on

liver tissue-resident memory T cells (TRM) and for comparison
on liver vascular T cells as well. Liver TRM co-express higher
levels of ARTC2.2 and P2X7 than conventional T cells (18)
(Figure 4). In order to discriminate tissue resident from vascular
lymphocytes, we intravenously injected a fluorochrome-
conjugated CD45-specific mAb 3 min before sacrifice. In this
short period of time, the injected antibody stains vascular, but
not tissue resident lymphocytes (34). In order to detect the
rAAV-encoded s+16a-dimHLE or 14D5-dimHLE, we used a
monoclonal antibody (mAb77) that specifically recognizes the
Alb8 nanobody, and for detection of 13A7-IgG1LSF, we used a
mouse IgG1-specific secondary antibody. We further stained
cells with a CD4-specific mAb and an aGal/Cer-loaded CD1d
tetramer to distinguish NKT cells from other CD4+ T cells. NKT
cells are also known to co-express high levels of ARTC2.2 and
P2X7 and to be highly sensitive to NAD+ induced cell death
(NICD) (18). Cells were counterstained with a fluorochrome-
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B

FIGURE 3 | AAVnano modulate P2X7-dependent shedding of CD27 and CD62L ex vivo. C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (control) or with rAAV1 encoding
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE, P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb or ARTC2.2-blocking s+16a-dimHLE. Blood samples were collected at different time points ranging
from day 17 to day 120 after rAAV injections. Cells were then incubated for 15 min at 37°C with PBS, 30 µM ATP, 150 µM ATP or 30 µM NAD+ to induce P2X7-
dependent shedding of CD27 and CD62L on T cells. Representative results obtained 30 days after rAAV injection are shown. (A) Representative flow cytometry plots
illustrating shedding of CD27 and CD62L on gated CD4+CD25- T cells harvested from control mice. Numbers indicate percentages of CD27+CD62L+ cells. (B) Mean
percentages of CD27+CD62L+ cells among gated CD4+CD25+, CD4+CD25- and CD8+ T cells after incubation with PBS (grey), 30 µM NAD+ (red), 30 µM ATP (cyan) or
150 µM ATP (blue). Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to APC-Cy7), CD4 (FITC), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE),
CD27 (PerCP-Cy5.5) and CD62L (APC). Errors bars represent the SEM, n=3.
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conjugated mAb against CD69, a marker that is highly expressed
by many tissue resident T cells but by only few if any vascular T
cells (35, 36). Untransduced mice were used as control and were
given recombinant s+16a-dim 30 min before sacrifice to prevent
NICD and cell loss during preparation as described before (15,
18). The results confirmed the higher level of ARTC2.2-specific s
+16a-dimHLE bound at the surface of CD69+ TRM as compared
to tissue resident CD69- CD4+ T cells and to vascular CD4+ T
cells (Figures 4B, C, panels 3). Also, higher expression of P2X7

was detected at the surface of CD69+ TRM compared to other
CD4+ subsets (Figures 4B, C panels 4). In mice injected with
rAAV1 encoding the ARTC2.2-specific s+16a-dimHLE, we
observed high proportions of NKT cells and CD69+ TRM as
expected from an ARTC2.2-blocking biologics that protect from
NICD that occurs during cells preparation (Figures 4A, B,
panels 3). In contrast, liver lymphocytes obtained from mice
injected with rAAV1 encoding the P2X7-potentiating 14D5-
dimHLE show markedly reduced percentages of tetramer-
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C

FIGURE 4 | Nanobody-based biologics produced in vivo following rAAV injection reach ARTC2.2 and P2X7 expressed at high levels by TRM located in the liver
parenchyma. C57BL/6 mice were injected i.m. with rAAV1 encoding P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb, P2X7-potentiating 14D5-dimHLE, or ARTC2.2-blocking
s+16a-dimHLE, or with PBS (untransduced). 120 days after rAAV injection mice received an intravenous injection of fluorochrome-conjugated CD45-specific mAb
(CD45iv) 3 min before sacrifice. Untransduced mice additionally received 50 µg of recombinant s+16a-dim construct 30 min before organ collection to prevent NICD
and cell loss ex vivo during cell preparation, as described earlier (15, 18). Cells extracted from the liver were then counterstained with mAbs directed against CD45,
CD4, and CD69 (i.e., a marker of tissue resident lymphocytes) and with a CD1d-tetramer (CD1dtet) loaded with aGal/Cer (specifically labels the invariant T cell
receptor of NKT cells). (A) Representative flow cytometry plots illustrating liver CD4+ T cells and CD4+CD1dtet+ NKT cells (panels 1-4), and the gating of
parenchymal (CD45ivlow) and vascular (CD45ivhigh) CD4+CD1dtet- lymphocytes (panel 5). (B, C) Representative flow cytometry plots illustrating the detection of the
nanobody-based constructs on the cell surface of tissue resident CD45ivlow (B) and vascular CD45ivhigh (C) CD4+CD1dtet- T cells. To detect cell surface bound
dimHLE constructs, cells were stained with Alb8-specific mAb77 (mouse IgG1) followed by an mIgG1-specific secondary mAb. To detect cell surface bound 13A7-
IgG1LSF, cells were stained directly with the secondary mIgG1-specific mAb. Positive (pos) control staining was performed with liver cells from untransduced mice
using the P2X7-specific 13A7-dimHLE, mAb77, and the mIgG1-specific secondary mAb. Negative (neg) control staining was performed with the secondary detection
reagents alone. Numbers indicate the percentages of cells in the respective quadrants or gates (A, panel 5). Staining was performed using fluorochrome conjugated
antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5 for the one injected i.v. and to AF700 for the one added in vitro), CD4 (APC), CD69 (FITC), mouse IgG1
(BV421) and CD1dtet (coupled to PE).
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stained NKT cells and of CD69+ TRM (Figures 4A, B, panels 2),
i.e. a cell populations that display high cell surface level of P2X7
(Figure 4B, panel 4). This likely reflects 14D5-dimHLE
enhanced cell death of these subsets due to NAD+ released
during liver collection and cell preparation (34). Liver
lymphocytes recovered from mice injected 120 days earlier
with rAAV1 encoding the P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF,
contained high proportion of NKT cells (Figure 4A, panel 1)
and of CD69+ TRM (Figure 4B, panel 1), indicating that binding
of 13A7-IgG1LSF rendered these subpopulations resistant to
NICD during cell preparation. However, the low level of
staining with the IgG1-specific secondary antibody (Figure 4B,
panel 1) suggests that this hcAb induced down modulation of cell
surface P2X7, possibly by hcAb-induced endocytosis. This was
not due to low binding of 13A7-IgG1LSF at the surface of these
cells as incubation of the cells ex vivo with a saturating dose of
recombinant 13A7-IgG1LSF followed by IgG1-specific secondary
antibody did not increased the staining (data not shown).
Similarly, in mice injected with rAAV1 encoding 14D5-
dimHLE or s+16a-dimHLE, incubation of cells ex vivo with a
saturating dose of the corresponding recombinant protein,
followed by the appropriate secondary detection reagent, did
not increased the staining intensity (not shown). This data
indicate that each of these nanobody-based constructs
produced in vivo achieved full occupancy of their respective
target proteins expressed on vascular and tissue resident CD4+ T
cells, as expected from their continuous endogenous production
mediated by rAAV1 injection 120 days earlier.

Functional In Vivo Modulation of ARTC2.2
or P2X7 by rAAV Encoded Biologics
We next evaluated the effect of these biological constructs in vivo.
First, we confirmed the absence of cell depletion using these
AAVnano by evaluating the percentages of CD4+CD25+ Treg,
CD4+CD25- Tconv, and CD8+ T cells, throughout the study
(data not shown). We then injected NAD+ i.v. and evaluated in
vivo the modulating effect of the P2X7-specific constructs. As we
previously demonstrated that the injection of 60 mg NAD+

provokes the depletion of 80% of Treg (24), we injected here a
limited dose of 30 mg of NAD+ in order to evaluate the
potentiating effect of 14D5-dimHLE. For that, mice were
injected again with each AAVnano, followed 28 days after by
the i.v. injection of 30 mg NAD+. Depletion of cell subsets was
evaluated by collection and analyses of splenocytes one day after.
As expected, untransduced mice showed a limited yet significant
depletion of splenic Treg (Figures 5A, B), but not of other T cell
subsets that express lower levels of P2X7. In contrast, mice
injected with the AAVnano encoding 13A7-IgG1LSF hcAb were
protected from NAD+-induced Treg depletion. Remarkably,
mice injected with the vector encoding the P2X7-potentiating
construct 14D5-dimHLE showed significantly enhanced cell
depletion, not only for Treg but also for the less sensitive
Tconv and CD8+ T cell subsets, confirming the potentiating
effect observed ex vivo (Figures 3B, 5B). These data provide
evidence that P2X7 activity at the surface of T cell subsets can be
modulated in vivo following a single injection of a rAAV1

encoding blocking or potentiating anti-P2X7 nanobody-
based biologics.

Depletion In Vivo of Cells Expressing
ARTC2.2 or P2X7 Using rAAV Coding for
Nanobody-Based hcAb
Upon binding, conventional antibodies can promote target cell
depletion through their Fc-related effector functions. We aimed
here at evaluating P2X7-specifc and ARTC2.2-specific hcAb that
contain a neutral nanobody (i.e., a nanobody that bind to its
target but does not modulate its function) fused to the mouse
IgG2a Fc-region, for their capacity to promote cell depletion in
vivo. For that, we used again rAAV coding for these constructs
that we termed 7E2-IgG2a hcAb for the one targeting P2X7, and
s-14-IgG2a hcAb for the one directed against ARTC2.2. First, we
evaluated the binding of each of these constructs to the surface of
mouse T cell subsets. For that, serum from mice injected 63 days
earlier with hcAb-encoding rAAV8 were collected and used as a
source of hcAb. These sera were then incubated with splenocytes
harvested from untreated naive mice and bound hcAb were
detected by a IgG2a-specific secondary antibody (Figure 6A).
Results confirmed higher binding of s-14-IgG2a hcAb on the
surface of the CD8+ T cell subsets in agreement with the higher
expression of its ARTC2.2 target on this subset (Figure 1A). 7E2-
IgG2a hcAb was found to bind at lower levels than s-14-IgG2a
hcAb at the surface of each studied T cell subsets, in agreement
with the lower expression of P2X7 as compared to ARTC2.2 on
these cell populations. Yet, 7E2-IgG2a hcAb was found to bind
better on Treg than on Tconv and CD8+ T cells (Figure 6A), in
agreement with the higher expression of P2X7 on Treg
(Figure 1A). Titration analyses indicated that around 1 ml of
serum contained saturating amounts of hcAb (Figure 6B). These
results indicate that 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a hcAb are
produced in saturating amounts in vivo at least 63 days
following a single i.m. injection of rAAV.

For comparison, and to evaluate the kinetic and relative
abundance of hcAb production in vivo, we also used sera (or
plasma) collected at different time points from another experiment
to stain HEK293-ARTC2.2 or HEK293-P2X7 cell lines expressing
high and stable levels of surface ARTC2.2 or P2X7, obtained by
retroviral transduction of the parental HEK-293 cell line
(Supplemental Figure 2). The data confirm that 7E2-IgG2a
hcAb and s-14-IgG2a hcAb are detectable in the circulation at
the earlier time point studied (i.e., at day 13 post rAAV8 i.m.
injection), are produced in all animals that were studied at a rather
similar level, and slowly accumulate to reach a maximum
concentration between 45 and 66 days post rAAV8 injection
and remains stable thereafter (Supplemental Figure 2).

We next analyzed the level of target cell depletion overtime
induced by the production of ARTC2.2-specific or P2X7-specific
hcAb in vivo. Results obtained with the P2X7-specific 7E2-IgG2a
hcAb showed a modest depletion of Treg, reaching 18 ± 4% at
day 25 post rAAV injection. The proportions of CD4+CD25-

Tconv and CD8+ T cells were only slightly decreased in mice
producing 7E2-IgG2a hcAb, consistent with lower levels of P2X7
on these subsets (Figures 6A–C). In contrast, in mice producing
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ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb, we found a substantial
depletion of the three T cell subsets analyzed. Depletion was
most pronounced for CD8+ that express the highest level of
ARTC2.2. This construct was indeed found to deplete 85 ± 3% of
CD8+ T cells, 65 ± 6% of Tconv, and 66 ± 5% of Treg 25 days post
rAAV8 injection. The level of depletion was slightly higher at day
82 post rAAV8 injection (Figure 6C). For comparison, CD19+ B
cells (that do not express P2X7 nor ARTC2.2) and myeloid non-
granulocytic CD11b+ cells (that do express very little, if any,
ARTC2.2 and low level of P2X7) were also enumerated in the
blood at the same time point. Data demonstrated the absence of
depletion of these subsets in agreement with their absence of
expression or low expression of ARTC2.2 and/or P2X7
(Supplemental Figure 3). These findings illustrate the long-
term and stable depleting effects of the target T cells elicited by
these IgG2a hcAb upon a single i.m. injection of the
corresponding hcAb-encoding rAAV8.

DISCUSSION

Surface expression of the ectoenzyme ARTC2.2 is restricted to T
cells and is found at higher levels on murine CD8+ T cells as
compared to CD4+CD25+ Treg or CD4+CD25- Tconv
(Figure 1A) (9). P2X7 is expressed by multiple cells, including
immune cells of the myeloid and lymphoid compartments. On
murine T cells, P2X7 is differentially expressed on T cell subsets,
and was found to be expressed at higher levels on NKT cells,
Treg, Tfh, and TRM (12, 14–18). The homotrimeric P2X7
receptor is known to form an ATP-gated ion-channel
connected to multiple signaling pathways that regulate cell
phenotype, functions, differentiation and survival (11). For
murine T cells, P2X7 activation can be triggered by two
complementary pathways. As in myeloid and non-immune
cells, the P2X7 receptor can be gated by the presence of
relatively high concentrations of extracellular ATP (i.e., 30 to

A

B

FIGURE 5 | AAVnano modulate in vivo the sensitivity to NAD+-induced cell death. C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (control) or with rAAV1 encoding the
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE construct or the P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb construct. 28 days later mice were injected i.v. with PBS or 30 mg NAD+.
Splenocytes were collected one day after and analyzed by flow cytometry to evaluate the levels of P2X7-dependent T cell depletion induced by NAD+ injection.
(A) Representative flow cytometry plots showing the relative percentages of cells in each group. In the upper panels, CD4+, CD8+ and CD19+ lymphocytes were
concatenated in the same subpopulation and analyzed together to visualize the level of depletion of CD4+ and CD8+ (CD4-/CD19-) T cells as compared to NAD+-
insensitive CD19+ B cells. In the lower panels, the gated CD4+ cells were analyzed for both, expression of Foxp3 and CD25 to evaluate the percentages of Treg
depletion in each group. Numbers indicate the percentage of cells in each indicated gate. (B) Absolute numbers of cells collected from spleen of untransduced
control mice (grey) or from mice injected with rAAV encoding 14D5-dimHLE (red) or for 13A7-IgG1LSF hcAb (blue). Each group was injected i.v. either with PBS (-) or
with 30 mg of NAD+ (+). Error bars represent the SEM. The statistical analysis was performed using one-way ANOVA (n=3 in each group, *p < 0.05, **p < 0.01).
Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD4 (APC-Cy7), CD8 (BV605), CD19 (PerCP-Cy5.5), CD25
(PE) and FoxP3 (BV421).
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300 µM range) that can be released from dying or stressed cells.
In addition, in murine T cells, extracellular NAD+ was found to
trigger activation of the P2X7 receptor at low micromolar
concentrations (12, 24). The mechanism involves the ARTC2.2
catalyzed covalent ADP-ribosylation of P2X7 on R125 in the
vicinity of the ATP-binding site (23). Although much was learnt
during the last years on the multifaceted P2X7 receptor, the
relative contribution of the ATP and NAD+ pathways their
activation in vivo, their precise immunoregulatory roles, and
their contribution in pathophysiological conditions, remain to be
better addressed and studied. The AAVnano approach described
here uses rAAV for durable production of nanobody-containing

biologics in vivo. This could be used in future studies to better
delineate ARTC2.2 and/or P2X7 functions in animal models of
acute as well as chronic diseases.

Our results show that a single injection of rAAV1 or rAAV8
encoding P2X7-specific or ARTC2.2-specific nanobody-based
constructs (Figure 1) can inhibit or in contrast potentiate
ATP- or NAD+-induced activation of P2X7 ex vivo on splenic
T cells harvested from these mice. As one hallmark associated
with P2X7 receptor activation, we used a sensitive ex vivo assay
based on metalloprotease-dependent shedding of CD27 and
CD62L from the T cell surface. Our data demonstrate that a
single injection of a rAAV encoding the P2X7-blocking 13A7-

A

B

C

FIGURE 6 | AAVnano encoding nanobody-based IgG2a hcAb mediate depletion of cells expressing high levels of P2X7 or ARTC2.2. C57BL/6 mice were injected
with PBS (untransduced, grey) or with rAAV8 encoding 7E2-IgG2a (blue) or s-14-IgG2a (red) hcAb. (A, B) Sera were collected 63 days post rAAV8 i.m. injection. To
monitor the levels of hcAb in serum, splenocytes from an untreated naive C57BL/6 mouse were incubated with diluted serum, washed and bound hcAb were
detected with an IgG2a-specific secondary antibody. (A) Flow cytometry analyses illustrating the binding of each nanobody-based IgG2a hcAb on the indicated
subset of splenic cells from an untreated mouse when using 10 ml of pooled sera collected from rAAV injected mice. (B) Splenocytes from an untreated mouse were
incubated with serial dilutions of sera to titrate the relative abundance of the two hcAb. For both hcAb, serum volumes between 1-10 µL were enough to saturate the
signal. (C) To evaluate depletion of T cell subsets in vivo, blood samples were collected 25 days and 82 days after i.m. injection of rAAV encoding the indicated
IgG2a hcAb. Cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies and analyzed by flow cytometry. Normalized percentage of CD4+CD25-, CD4+CD25+ and
CD8+ T cells are shown, as compared to the percentages of cells found in the control group taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated
antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE) and biotinylated antibody to mouse IgGa and streptavidin-APC.
Errors bars represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=7 in each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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IgG1LSF hcAb protects T cells from NAD+- as well as ATP-
induced CD27 and CD62L shedding (Figure 3B). Similarly,
injection of a rAAV encoding the ARTC2.2-blocking s+16a-
dimHLE completely inhibits NAD+- but not ATP-induced
shedding of CD27 and CD62L (Figure 3B). Remarkably, the
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE sensitized T cells to NAD+- as
well as ATP-induced shedding of CD27 and CD62L. This is
noticeable also for Tconv and CD8+ T cells that express low levels
of P2X7 and are therefore less sensitive to activation of P2X7
than Treg (Figure 3B).

Analysis of vascular and tissue resident liver T cells from mice
sacrificed 120 days after injection of AAVnano revealed full
occupancy of ARTC2.2 by s+16a-dimHLE on CD4+ T cells in the
vasculature and liver parenchyma (Figures 4B, C and data not
shown). Moreover, the high recovery of CD69+ TRM indicates
that this cell population is fully protected from NAD-induced
cell death (NICD) during cell preparation in these mice
(Figure 4B). Much lower numbers of NKT cells and CD69+

TRM (i.e., the cell populations with the highest cell surface levels
of P2X7) were recovered from mice injected with the rAAV1
encoding 14D5-dimHLE, consistent with its P2X7-potentiating
activity that might enhance cell death in vivo and/or during cell
preparation. High numbers of liver TRM were recovered from
mice expressing in vivo the P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb,
consistent with its protective role on NICD. The low staining of
these cells with the IgG1-specific secondary Ab, possibly reflects
hcAb induced endocytosis of P2X7 by these cells.

We next evaluated directly in vivo the potential of these
endogenously produced constructs to modulate P2X7 receptor
activation. We previously reported that a single i.v. injection of
60 mg NAD+ depletes about 80% of CD4+CD25+Foxp3+ Treg
following ARTC2.2-dependent activation of P2X7 (24). We
injected here a lower dose of 30 mg NAD+ to better evaluate
the potentiating effect of 14D5-dimHLE. The results indeed
demonstrate that this dose depletes 41 ± 18% of the Treg cells
in untransduced control mice, while 68 ± 9% Treg cells are
depleted by the same treatment in animals whose muscle cells
had been transduced with rAAV1 coding for 14D5-dimHLE
(Figure 5B). Even the less sensitive Tconv and CD8+ T cells,
which were not affected by 30 mg NAD+ in untransduced mice,
were significantly depleted in animals expressing 14D5-dimHLE
(although to a lesser degree than Treg). These results are
consistent with the data obtained ex vivo, that 14D5-dimHLE
potentiates P2X7 function also in T cell subsets that display lower
P2X7 surface expression. Taken together, these data demonstrate
that the AAVnano approach described here is a feasible
approach to reproducibly modulate ARTC2.2 or P2X7
functional activities in vivo.

Several small molecules P2X7 blockers have been developed
by pharmaceutical and biotechnology companies in the past
years since P2X7 is a potential target in inflammatory diseases
and in cancer (37–41). Several studies have indeed evidenced that
pharmacological blockade of P2X7 is associated with therapeutic
benefits in pre-clinical animal models of inflammation, pain,
autoimmune and neurodegenerative diseases, and cancer.

Given that many cancer cells express high levels of P2X7
receptors (notably mutated, truncated, or splice variants that
are not able to trigger P2X7-dependent cell death), and that its
tonic activation in the tumor microenvironment is associated
with tumor proliferation and invasiveness, P2X7-blockade was
envisioned as a possible cancer therapy. This was demonstrated
in several animal studies (42, 43). Using our AAVnano approach,
coding for the P2X7-blocking 13A7-IgG1LSF hcAb, we recently
reported a similar finding (44). This suggests that the AAVnano
methodological approach, in addition to knock-out models and
small molecule inhibitors, represents an alternative and
complementary possibility to validate in vivo the importance of
P2X7 target in various animal models.

In addition to P2X7-blockers, some compounds were recently
identified as positive allosteric modulators of P2X7 activation
(45–47). As for the 14D5-dimHLE biologics described here, these
molecules offer the interesting perspective to potentiate P2X7
only in the microenvironment in vivo where NAD+ and/or ATP
are present in the extracellular space in sufficient quantities
to trigger P2X7-gating, as for instance in the tumor
microenvironment (48). One such small-molecule positive
allosteric modulator of P2X7, named HEI3090, has recently
shown promising results in mouse models of non-small cell
lung cancer and melanoma (49). Interestingly, the mechanism
involves the stimulation of immune cells (i.e., dendritic cells, NK
cells, and CD4+ effector T cells), and production of IL-18. This
finding underscores the notion that P2X7 stimulation may
indeed be beneficial in certain circumstances. Since both,
blocking or potentiating P2X7 seems to be beneficial in some
cancer models, the AAVnano approach described here, allowing
both modalities to be studied using the same approach, might be
used in future studies as a tool to extend our knowledge on the
positive and negative functions of P2X7 in different
disease models.

Another potential application that we explored here is the
development and use of nanobody-based hcAb to promote cell
depletion in vivo. We exploited the natural ability of Fc-region to
bind to FcR on immune cells and to mediate Fc-related effector
functions and/or to induce the activation of the classical
complement pathway. For that, we fused P2X7-specific or
ARTC2.2-specific nanobodies to the hinge and Fc region of
mouse IgG2a to generate nanobody-based hcAb. We then
evaluated the capacity of these biologics to mediate the
depletion of target-expressing cells in vivo following i.m.
injection of rAAV8 that encode these constructs. In line with
the cell surface levels of ARTC2.2 and P2X7 on T cell subsets, our
results revealed that the ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb
mediated considerably higher cell depletion than the P2X7-
specific 7E2-IgG2a hcAb (Figure 6C). Also, when considering
each construct individually, the relative level of cell depletion of
each T cell subset was found to correlate with the relative
abundance of the target protein at the cell surface. Thus, the
ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb depleted the CD8+ subset
more efficiently than the other two subsets (Figures 6A, B).
Similarly, although at lower levels, the P2X7-specific 7E2-IgG2a
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hcAb depleted Treg more efficiently than the other two subsets
(Figures 6A–C). Hence, cell depletion appeared in our models to
depend on the level of the target antigen at the surface of each T
cell subset. Higher target antigen levels might indeed promote
higher FcgR cross-linking on the surface of effector cells, as well
as a higher propensity to bind C1q and to activate the
complement cascade. However, we cannot exclude that other
factors may contribute to the differences observed in the level of
depletion with these two hcAb. Factors such as the location of the
epitope recognized by the nanobody, the lateral mobility of the
target protein at the cell surface (i.e., ARTC2.2 is GPI-anchored
protein while P2X7 is a two-transmembrane domain protein), its
degree of oligomerization (ARTC2.2 is a monomer while P2X7
forms a homotrimeric ion channel), may also influence the level
of cell depletion. Nonetheless, high levels of cell depletion that
reached up to 85% of CD8+ cells were reproducibly obtained in
vivo using the rAAV coding the ARTC2.2-specific s-14-IgG2a
hcAb and this level of depletion was remarkably maintained
throughout the study until the latest time point studied
(Figure 6C). We propose that this strategy may be used to
deplete cells that express the highest levels of ARTC2.2 in vivo
and provides a tool for studying the NAD+/ARTC2.2 signaling
pathways. In parallel, increasing the depleting efficiency of P2X7-
specific hcAb may also be of interest for translational preclinical
cancer studies. As mentioned earlier, P2X7 is expressed at the
surface of many cancer cells. Depleting P2X7-specific hcAb may
thus be used directly to eliminate tumor cells and additionally to
deplete Treg (i.e., T cells expressing higher levels of P2X7)
potentially resulting in the induction of two synergistic anti-
tumor mechanisms.

In this proof-of-principle study, we illustrated the potential of
two methodological approaches to study ARTC2.2 and P2X7
function in animal model using rAAV. The aim of AAVnano is
to bypass the need to produce and characterize recombinant
proteins in vitro, to avoid protein injections every 1-2 days, and
to favor a stable concentration and bioavailability. We
demonstrate that a single i.m. injection of a rAAV encoding a
nanobody-based biologic was sufficient to elicit long-term
modulation of ARTC2.2 or P2X7 activity, or depletion of the
cells expressing these proteins at high cell density. We propose
that the AAVnano methodology may be used in future studies
for further evaluating the role of ARTC2.2 and/or P2X7 in
animal models of various diseases where these proteins have
been implicated.

Although this methodological approach have many
advantages, including the possibility to explore in parallel
potential long-term side effects in vivo (i.e, on-target long-term
effects as well as off-target effects), AAVnano have also some
limitations. Considering the potential long-term side effects,
animals remained healthy in our studies during the entire
observation period (until day 120) and we did not observed
any conspicuous signs of disease or side effects. We cannot
however ruled-out that the biologics that were evaluated here
induce other effects that we did not fully explored. The P2X7-
specific hcAb that we evaluated here may for instance deplete or
influence other cells than the studied T cells as for instance

myeloid cells or microglial cells known to also express P2X7.
Even if we did not notice any significant depletion of CD11b+

myeloid cells in blood during our analyses (Supplemental
Figure 3), more detailed investigations will be required in
future studies to evaluate this possibility, notably in tissue-
resident cells as well as in diseased animal models. Apart from
unanticipated side effects, one obvious limitation of our
AAVnano approach is the difficulty to evaluate the candidate
nanobody-based biologics in therapeutic schemes. Indeed, AAV-
based transgenic expression in vivo usually require 10 to 14 days
before the biologics can be significantly produced and detected in
the circulation. This period can however be reduced to 2 to 4
days using a “self-complementary” (sc) transgene instead of the
“single-stranded” (ss) transgene packaged in classical rAAV
vectors. Production and use of scAAV may represent therefore
an interesting alternative to the ssAAV used in this study when
rapid production of the biologics is required (as in therapeutic
protocols or for treating tumors). Hence, AAVnano represents at
least a method of choice in chronic situations and as a first in vivo
approach to evaluate efficacy and absence of long-term side
effects before evaluation of the corresponding selected
recombinant biologics in therapeutic and translational models.

Interestingly, the rAAV encoding P2X7-specific constructs
described here represent to our knowledge the first tools that can
be used in vivo to either inhibit or potentiate the P2X7 receptor
durably, offering the possibility of evaluating the role of P2X7 in
various pathophysiological animal models. This methodical
approach may be particularly promising for the reevaluation of
the role of P2X7 in cancer as well as in inflammatory and
neurodegenerative diseases where conflicting results have been
obtained so far using knock-out models and/or repetitive
administration of small-molecule inhibitors.
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Publication 
Mélanie Demeules, Allan Scarpitta, Romain Hardet, Henri Gondé, Catalina Abad, Frederich Koch-Nolte, 

Sahil Adriouch 

Contexte de l’étude. L’ATP a un rôle complexe sur la croissance tumorale. L’ATP peut favoriser la 

croissance tumorale mais aussi les réponses immunitaires antitumorales principalement via le 

récepteur P2X7. Ce récepteur a suscité un intérêt croissant dans le domaine du cancer. P2X7 est 

exprimé par les cellules immunitaires et par la plupart des cellules tumorales malignes où il joue un 

rôle crucial mais complexe qui reste à élucider.  

Méthode. Pour étudier le rôle de P2X7 dans le cadre du cancer, nous avons utilisé la méthodologie 

rAAVnano modulateurs de P2X7 seul ou en combinaison avec des chimiothérapies ou des AAVnano 

ciblant PD-L1 ou CD73 un autre acteur de la signalisation purinergique. Les AAVnano sont injectés trois 

semaines avant les cellules tumorales, et la chimiothérapie en une seule injection une semaine après.  

Principaux résultats.  

• Bloquer P2X7 avec le rAAVnano 13A7-hcAb permet de ralentir la croissance tumorale et confère 

une meilleure survie aux animaux quand la tumeur exprime P2X7. 

• Potentialiser P2X7 avec le rAAVnano 14D5-dimHLE n’a pas d’effet seul sur la croissance tumorale.  

• Les nanobodies antagonistes et potentialisateurs de P2X7 modifient les proportions de cellules 

immunitaires infiltrant la tumeur par rapport aux souris témoins. 

• 14D5-dimHLE diminue la proportion des lymphocytes T CD4+, et augmente la proportion de 

cellules proinflammatoires telles que les lymphocytes T CD8+ et de macrophages de type 1. 

• La potentialisation du récepteur P2X7 en combinaison avec l’oxaliplatine, une chimiothérapie 

entrainant une mort immunogénique, permet de diminuer le volume tumoral et entraîne une 

régression tumorale pour certaines souris ainsi qu’une augmentation de la survie en améliorant 

les réponses immunitaires spécifiques de la tumeur.  

• La combinaison de la potentialisation de P2X7 avec un nanobodies anti-PD-L1 permet de réduire 

le volume tumoral et une meilleure survie des animaux. 

• Les constructions bispécifiques CD73/PD-L1 ont un effet plus important sur le volume tumoral et 

la survie des souris dans deux modèles tumoraux expérimentaux.  
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Evaluation of nanobody-based biologics targeting P2X7 or targeting key 
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Abstract  

Adenosine triphosphate (ATP) represents a danger signal that accumulates in injured tissues, in 

inflammatory sites, and in the tumor microenvironment. ATP promotes tumor growth but also immune 

eradicating responses mainly via the P2X7 receptor. This receptor has attracted increasing interest in the 

field of cancer. P2X7 is expressed by immune cells and by most malignant tumor cells where it plays a 

crucial yet complex role that remains to be clarified. Here, we investigated the role of P2X7 by using 

the AAVnano methodological approach in several tumor models, whereby AAV-mediated gene transfer 

is used to expressed nanobody-based biologics in vivo targeting P2X7.  Blocking P2X7 when the tumor 

expressed this receptor inhibits tumor growth and improved mice survival. To evaluate if P2X7 

stimulation could also promote anti-tumor immune responses, another nanobody-based biologics was 

used to potentiate P2X7 function in vivo and evaluated in combination with other anti-tumor treatment. 

The results demonstrated that P2X7-potentialisation, in combination with an immunogenic 

chemotherapy, or in combination with antagonistitic anti-PD-L1 nanobody, enhanced immune 

responses against the tumor and reduced tumor volume. Finally, using the same methodological 

approach, we also evaluated for the first time, a bi-specific nanobody-based biologics not only targeting 

PD-L1 but also inhibiting the ecto-5'-ectonucleotidase CD73. CD73 is another key player of the 

purinergic signaling in the tumor microenvironment that play an essential role in the generation of 

immunosuppressive adenosine. This novel nanobody-based biologics was found to exert a potent anti-

tumor effect, promoting tumor rejection and improving mice survival in two tumor models. Hence, this 

study highlight the importance of the purinergic signaling in tumor progression or tumor regression and 

open new avenues in the generation of nanobody-based biologics that may be further exploited in the 

treatment of tumors.   
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Introduction 

Adenosine triphosphate (ATP) release into the extracellular space (eATP) represents a well-known 

danger signal acting through two main families of plasma membrane receptors: G protein-coupled 

receptors, named P2Y receptors, and ATP-gated ion channels, termed P2X receptors (Geoffrey 

Burnstock 2006). Among the latter family, P2X7 forms a homotrimeric receptor that has attracted much 

interest in the fields of inflammation and cancer. P2X7, a non-selective ligand gated cation channel, is 

expressed at the cell surface of various leukocytes, in particular monocytes, macrophages and regulatory 

T cells (Bartlett, Stokes, and Sluyter 2014; Francesco Di Virgilio et al. 2017). P2X7 is known to be 

central in inflammation for its ability to activate the NLRP3 inflammasome and trigger IL-1β and IL-18 

release (Adinolfi et al. 2018; Orioli et al. 2017). Prolonged activation of P2X7 leads to the opening of a 

membrane pore allowing the entry of large molecules of up to 900 Da. Whether this membrane 

permeabilization is due to dilatation of the P2X7 channel itself or to the activation of non-selective pores 

like pannexin-1, gasdermin-D or anoctamin-6, may depend on the cellular context, the lipid composition 

of the membrane, and on the level of expression of these proteins (Francesco Di Virgilio, Schmalzing, 

and Markwardt 2018; Francesco Di Virgilio, Giuliani, et al. 2018; Peverini et al. 2018). Whatever the 

precise molecular mechanism leading to pore formation, P2X7 can lead to major perturbation of 

intracellular ion balance and to modification of cellular activities, cellular function, and cell fate. In the 

context of cancer, P2X7 has been assigned various and contrasting roles as a driver of cancer cell growth 

(Francesco Di Virgilio, Clara Sarti, Falzoni, De Marchi, and Adinolfi 2018) and metastatic 

dissemination, or as a promoter of immune mediated tumor eradication (Adinolfi et al. 2015; 2019). 

High concentrations of extracellular ATP (eATP), released in the vicinity of stressed or damaged cells, 

during inflammation, but also within the tumor site, represent a “danger signal” than can influence the 

activity and function of immune cells. P2X7 is also found at the surface of numerous tumor cell types 

an as been proposed to confer a selective advantage to tumor cells through their tonic stimulation, 

leading to higher concentration of mitochondrial calcium, fueling growth and invasiveness (Adinolfi et 

al. 2005; Adinolfi, Cirillo, Woltersdorf, Falzoni, Chiozzi, Pellegatti, Callegari, Sandonà, Markwardt, 

Schmalzing, and Di Virgilio 2010). Extracellular ATP plays a complex role within the tumor 

microenvironnement (TME) depending on multiple factors such as its concentration, the abundance of 

ecto-ATPases, the expression level of P2X7, and the nature of the P2X7 variant expressed by immune 

and tumor cells (C. N. J. Young and Górecki 2018). 

On T lymphocytes, P2X7 induces the shedding of CD62L and CD27 by metalloproteases (Rissiek et al. 

2015; Sommer et al. 2016),  and controls the differentiation, proliferation and survival of tissue resident 

memory T cells (Stark et al. 2018; Rissiek et al. 2018). Also, FoxP3+ regulatory T cells (Tregs) are 

known to express P2X7 at high levels, and its activation control their phenotype, their suppressive 

functions, as well as their survival (Rissiek et al. 2015; Hubert et al. 2010). Taken together, activation 
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of P2X7 on myeloid and lymphoid cells converge to promote and amplify inflammation and the 

emergence of an adaptive T cell response (Adinolfi et al. 2018; Francesco Di Virgilio et al. 2017). 

In the tumor microenvironment (TME), P2X7 blockade induces modification in the expression of ecto-

enzymes involved in the control of the purinergic signaling, including modifications in the expression 

of the 5’-ecto-nucleotidases CD73 that control accumulation of the immunosuppressive adenosine (De 

Marchi et al. 2019). This strongly suggests that P2X7 expression and function may control the entire 

eATP/adenosine balance in the TME and may exert a broad impact on tumor proliferation and 

dissemination. Yet, other studies also indicated a key role of the P2X7 in anti-tumor immunity and ATP 

release in the TME is considered as one of the key hallmarks of immunogenic cell death, leading to 

immune cells stimulation. Hence, P2X7 either on its own or in collaboration with other key play of the 

purinergic signaling cascade such as CD39 and CD73, play an important role in the immunogenicity of 

the tumor at least during the early phase of cancer development (Lara et al. 2020b; Mello, Coutinho-

Silva, and Savio 2017). Antagonistic antibodies targeting  CD39 that are in clinical development, exerts 

their therapeutic effect partly in relation with P2X7 (X.-Y. Li et al. 2019; J. Yan et al. 2020). Antibodies 

against CD73, that also holds promise in clinics, have been shown to improve anti-tumor immune 

responses and to prevent metastasis when used alone or in combination with other therapeutic strategies 

(B. Allard et al. 2017b).  This suggest that targeting P2X7 and/or multiple key purinergic players in the 

TME, may have beneficial role to treat tumors. Here we used a AAVnano methodology approach, that 

we previously described (Demeules et al. 2020) to evaluate in vivo the anti-tumor effects of P2X7 

blocking, or conversely P2X7 potentiation, in different tumor models. Further, we developed novel 

nanobody-based biologics targeting other key player of the tumor microenvironment and evaluate their 

efficacy either alone, or in combination with a P2X7 potentiating nanobody-based biologic. 

Interestingly, we demonstrated that a bi-specific construct targeting PD-L1 and CD73 exert a potent 

anti-tumor effect, promoting tumor rejection and improving mice survival in two tumor models. Hence, 

this study highlight the importance of the purinergic signaling in the tumor context and suggest that key 

purinergic players represent attractive novel anti-tumor checkpoints that may be further exploited in 

future treatments.   
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Materiel and methods  

Mice, Reagents, Antibodies  

C57BL/6 wild-type mice obtained from Janvier Labs were used for all experiments. Mice were housed 

in a specific pathogen-free facility and were aged of 8 weeks at the beginning of experiments. All animal 

experiments were approved by the local institutional ethic committee (n° 27682).  

Adenosine 5’-tri-phosphate disodium salt (A2383) was purchased from sigma Aldrich. Red blood cell 

(RBC) lysis/fixation Solution, True-Nuclear Transcription factor buffer set, and antibodies CD45 (clone 

30-F11), CD4 (RM’-5), CD8 (53-6.7), CD25 (PC-61), CD19 (1D3/CD19), FoxP3 (MF-14), CD27 

(LG.3A10), CD62L (MEL-14), P2X7R (1F11), CD39 (Duha59), CD73 (CXCR3-176), TIGIT (1G9), 

TIM3 (RMT3-23), CD49b (DX5), NK1.1 (PK136), CX3CR1 (SAO11F11), PD1 (29F1A12), CD11c 

(N418), CD11b (M1170), CD44 (IM7), XCR1 (ZET) and purified CD16/D32 (TruStain FcX) were 

obtained from Biolegend or Sony Biotechnology.  

Flow cytometry Analyses  

For evaluation of P2X7 expression on tumor cells, tumor cells were collected, and single-cells 

suspensions were prepared and washed using standard procedures. Cells were stained with 

fluorochrome-conjugated anti-P2X7 or related isotype controls.  

For evaluation of P2X7-dependent shedding of CD27 and CD62L upon ex vivo exposure to ATP, blood 

samples were collected, washed, resuspend into PBS (without Ca2+ and Mg2+) and divided into 3 tubes. 

Cells were then treated with 30 µM ATP, 150 µM ATP or left untreated. After incubation for 15 min at 

37°C, cells were washed in cold D-PBS containing 10% FBS and stained on ice with fluorochrome-

conjugated antibodies before fixation and RBC lysis. The percentages of cells co-expressing CD27 and 

CD62L were then evaluated by flow cytometry.  

For the evaluation of the cells infiltrating the tumor, the B16F10 tumor was excised, and the cell 

suspension was filtered through a 100 µM filter. Single cell suspensions were prepared and washed 

using standard procedures. Cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies before fixation 

and RBC lysis. Cells were then evaluated by flow cytometry.  

Flow cytometry data acquisitions were performed using an LSRFortessa or a FACSCanto-I (BD 

Biosciences) apparatus and subsequent analyses were performed using FlowJo software (Tree Star, 

Ashland, OR). 

Production of rAAV and muscle transduction  

For the production of rAAV, all constructs were cloned into a pFB plasmid under the control of a CBA 

promoter (for rAAV1 constructs encoding 14D5-dimHLE and 13A7-IgG1LSF) or under the related 
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CASI promoter (for rAAV8 constructs encoding PD-L1-dimHLE, CD73-dimHLE and CD73/PD-L1-

dimHLE). Production, purification, and titration of rAAV1 and rAAV8 were performed by Virovek 

(Hayward, California, USA) using the baculovirus expression system in Sf9 insect cells. For muscle 

transduction, mice hind legs were shaved under anesthesia and 100 µL diluted rAAV were injected into 

4 gastrocnemius or quadriceps muscle sites to reach a total dose of 1011 viral genomes (vg) per mouse.  

Cell cultures 

Mouse B16F10 (ATCC CRL-6375) melanoma cell line, mouse LLC (ATCC CRL-1642) Lewis Lung 

Carcinoma cell line and EG7 (ATCC CRL-2113) were tested for mycoplasma. B16F10 and LLC were 

grown in DMEM glutamax medium (Sigma-Aldrich), FBS 10%, penicillin (100 U/ml) streptomycin 

(100 mg/ml) and pyruvate 1mM all purchased from Gibco. EG7 were grown in RPMI medium (Sigma-

Aldrich), FBS 10%, penicillin (100 U/ml) streptomycin (100 mg/ml) and pyruvate 1mM all purchased 

from Gibco. 

 

Experiments in murine models 

For muscle transduction, mice hind legs were shaved under anesthesia and 100µL diluted rAAV were 

injected into 4 gastrocnemius or quadriceps muscle sites to reach a total dose of 1011 viral genomes per 

mouse. 21 days, later B16-F10 (5x105), LLC (5x105) or EG7 (106) cells were subcutaneously injected 

into the right flank of each mouse. The animals were randomised, and the operator was blinded to the 

group of allocation. Tumors were measured with a calliper, and their volume calculated according to the 

following equation: V= length × width × [(length + width)/2]. In some experiments, oxaliplatin was 

injected seven days after tumor inoculation at 5mg/kg.  

Statistics 

All data are shown as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical comparison between 

experimental groups was performed using one-way analysis of variance (ANOVA). Statistical analyses 

of the mean tumor volume were performed using two-way ANOVA. Stastistical analysis of the survival 

was performed using Log-Rank tests. All statistical analysis was performed with the GraphPad Prism 

software (GraphPad, San Diego, Ca, USA). p-values lower than 0.05 were considered statistically 

significant.  
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Results: 

Injection of AAV vectors coding for nanobody-based biologics can be used to significantly block 

or potentiate P2X7 function in vivo 

In this study, we used the AAVnano methodological approach (Demeules et al. 2020), to 

evaluate the anti-tumor effect of nanobody-based biologic designed to block or to potentiate P2X7 

function. Thus, using this approach, a single intramuscular injection of the corresponding AAV, elicit 

in situ production of the modulating biologics over several weeks with a relatively stable 

pharmacokinetic profile allowing evaluation in vivo of the targeted pathway (Fig. 1A). We generated 

AAV vectors coding for a P2X7-antagonistic heavy chain antibody designated 13A7-hcAb (nanobody 

13A7 fused to the hinge and Fc-region of a mouse IgG1) or a bivalent, half-life extended, P2X7-

potentiating nanobody dimer designated 14D5-dimHLE (i.e. composed of dimer of the 14D5 nanobody 

fused to a third nanobody directed  against albumin, thereby conferring half-life extension) (Danquah et 

al. 2016) (Fig. 1B). AAV1 vectors coding for these constructs were injected intramuscularly in the 

gastrocnemius of C57BL/6 mice, 21 days before tumor inoculation. To evaluate the functionality of the 

nanobody-based constructs produced in vivo, we collected blood sample before tumor inoculation in 

each of the following experiments, and evaluated the function of P2X7 at the surface of circulating 

peripheral blood leucocytes. For that, blood samples were incubated with different concentrations of 

ATP ex vivo and P2X7-dependant shedding of CD62L and CD27 were monitored on T cells. CD8+ T 

cells (Fig. 1C), CD4+ T cells (Fig. 1D) and CD4+ CD25+ regulatory cells (Fig. 1E) from mice injected 

with AAV1 encoding the P2X7-antagonistic 13A7-hcAb were protected from the ATP induced 

shedding of CD62L and CD27 as As expected from an antagonistic biologics. Conversely, T cells from 

mice injected with AAV1 vector coding for the P2X7-potentiating 14D5-dimHLE construct showed 

enhanced sensitivity in this assay, even at the lowest 30 µM doses of ATP (Fig. 1 C-E). Hence these 

data confirmed the antagonistic effect of the 13A7-hcAb, and conversely the potentiating effect of 14D5-

DimHLE biologics produced in vivo upon a single i.m. injection of the corresponding AAV vectors.  

 

Nanobody-based biologics inhibiting P2X7 function have a beneficial anti-tumor effect in tumor 

models that express P2X7 

To evaluate the effect of the blocking and the potentiation nanobody-based biologics in the 

tumor context, we thought to injected i.m. the corresponding AAV vector to induce their continuous 

expression in vivo. However, as expression of P2X7 in tumor cells has been reported to influence tumor 

growth per se, owing to a trophic effect of P2X7 tonic stimulation, we first evaluated the levels of P2X7 

expression at the surface of each tumor model. Results demonstrate that Lewis lung carcinoma (LLC) 

express very low surface levels of P2X7, while the melanoma B16F10 display intermediate P2X7 levels, 
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and the EG7 thymoma express the highest levels (Fig. 2A). This tumor cells were then inoculated in 

groups of animals that have received AAV1 vector coding for 13A7-hcAb or 14D5-dimHLE three weeks 

before tumor inoculation and tumor volume were measured on the following days (Fig. 2B). For the 

LLC model expressing low levels of P2X7, we observed no significant effect of the nanobody-based 

biologic on tumor growth although a tendency could be observed of better tumor control in the group 

that have received the AAV vector coding for 14D5-dimHLE (Fig. 2C), resulting in better survival in 

this group (Fig. 2D). In the B16F10 melanoma model, the potentiating 14D5-dimHLE biologics had no 

effect on tumor growth, while the antagonistic 13A7-hcAb significantly reduced tumor growth (Fig. 

2D) and slightly improved survival, but not significantly (Fig. 2E). In the EG7 thymoma model, 

expressing the highest level of P2X7, we observed again that the P2X7 potentiating biologics had no 

effect on the early phase of tumor growth. However, as also observed in the melanoma model, blocking 

P2X7 with the 13A7-hcAb biologics significantly decreased tumor growth and improved mice survival 

(Fig. 2 E, F). Interestingly, a gradation of the beneficial effect of the blocking 13A7-hcAb biologics 

could be noticed, in direct relation with the surface expression of P2X7 in each of these tumor models 

(Fig. 2 A, C, E, F).   Taken together, these results suggest that inhibition of P2X7 significantly reduce 

tumor growth, when P2X7 is expressed at the surface of the tumor cells.  

 

Potentiation of P2X7 function in vivo by the 14D5-DimHLE biologics influence the composition 

of the immune infiltrates in the melanoma model 

Next, we turned to the B16F10-Ova melanoma model with the aim to study the composition of 

the immune infiltrates, and possibly to detect anti-Ova T cells that could emerged if adaptive immune 

response is induced by the nanobody-based therapies. For that, the experiment was repeated in this 

model in groups of mice that received or not AAV-vectors coding for 14D5-DimHLE or 13A7-hcAb. 

Monitoring of the tumor growth first confirmed the previous results obtained with the B16F10 original 

model, and showed again that the 13A7-hcAb inhibit tumor growth in the early phase of tumor 

progression, while 14D5-DimHLE did not induced any measurable effect (Fig. 3A).  Next, 14 days after 

tumor inoculation, the tumor was resected, and a single suspension was prepared to study the 

composition of the immune infiltrates in the different groups. We observed that the nanobody-based 

biologics 14D5-dimHLE alter more significantly the composition of the lymphoid compartment in the 

tumor microenvironment as compared to control mice (Fig. 3B, C and D). Indeed, 14D5-dimHLE 

biologics decreased the proportion of CD4+ T cells and increased the proportion of CD8+ T cells (Fig. 

3E). 13A7-hcAB biologics in contrast did not alter the lymphoid compartment but reduced the 

proportion of CD11b+ CD11c- myeloid cells (Fig. 3E). Both 13A7-hcAB and 14D5-dimHLE biologics 

decreased percentage of CD4+ T cells expressing the exhaustion marker TIGIT, and more importantly, 

the proportion of conventional CD4+ T lymphocytes expressing the immunosuppressive enzymes CD39 
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and CD73, two important purinergic checkpoints (Fig. 3F).These ecto-enzymes tended to be also less 

expressed at the surface of the Tregs, although with a higher variability. Although the composition of 

the tumor microenvironment appeared modified by the biologics treatment, with a reduction of 

immunosuppressive cells, this was obviously not enough to reject the tumor. This was also in agreement 

with the absence of detectable CD8+ T cells recognizing the immunogenic Ova antigen derived from the 

tumor (data not shown).  These results indicate that both biologics targeting P2X7 can influence the 

composition of the tumor microenvironment, even for the potentiating 14D5-DimHLE biologics that 

did not show any effect on the tumor growth in this model. Taken together, this suggested that although 

P2X7 potentiation induces a more favorable tumor microenvironment for the emergence and for the 

activation of anti-tumor immune cells, this was clearly not enough alone to control tumor progression 

in this aggressive melanoma model.  

 

Evaluation of the P2X7 potentiating and blocking biologics in combination with an immunogenic 

chemotherapy treatment in the EG7 tumor model 

We next thought to evaluate our P2X7 targeting biologics in combination with an immunogenic 

chemotherapy treatment. We reasoned that such a treatment should indeed increase the concentration of 

ATP in the tumor microenvironment and may therefore synergize with P2X7 targeting. As the EG7 

model, was previously shown to be sensitive to Oxaliplatin in vivo and to induce an immunogenic cell 

death that rely on ATP release in vivo, we turned to this model (Ghiringhelli et al. 2009). We notably 

expected that the potentiating 14D5-dimHLE nanobody-based biologics would favor the emergence of 

anti-tumor immune response and would decrease promote tumor control when given in combination 

with oxaliplatin. To evaluate this hypothesis, we injected as before the AAV vector coding for both 

biologics 3 weeks before EG7 tumor inoculation. A single dose of oxaliplatin was then injected 7 days 

after tumor inoculation when tumors reached around 50 mm3 in volume (Fig. 4A). As expected, 

oxaliplatin use at 5 mg/kg decreased tumor growth but did not induce complete tumor rejection. When 

combined with the 14D5-dimHLE potentiating biologics a better tumor control was observed, leading 

to tumor rejections in most of the mice (Fig. 4B). Taking advantage of the expression of the ova antigen 

by this tumor cell lines, we also monitored the emergence of anti-Ova CD8+ specific T cell in the blood 

of these mice, 14 and 22 days post tumor inoculation. The data indeed suggested that the combination 

of oxaliplatin and 14D5-DimHLE resulted in more prominent CD8+ T cells stimulation that in the other 

controls groups (Fig. 4C and 4D). This was also the case when the anti-ova IgG responses were 

evaluated, suggesting a higher level of immune stimulation in this group (Fig. 4E).  Interestingly, we 

also noticed a better tumor control in the group of mice that have received oxaliplatin together with the 

P2X7-blocking 13A7-hcAbs biologics (Fig. 4B). As EG7 tumor cell line express high level of P2X7, 

we assumed that this effect was related to the inhibition of the tonic stimulation of P2X7 at the surface 
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of this tumor cell line. This is in agreement with the lower stimulation of immune cells in this group in 

comparison with the previous one (Fig. 4C, D and E). Taken together, these data suggest that both 

biologics targeting P2X7, the blocking 13A7-hcAbs as well as the potentiating 14D5-DimHLE, can 

improve tumor controls in combination with oxaliplatin chemotherapy, although with different 

mechanism of action.  

 

Evaluation of nanobody-based biologic targeting CD73, PD-L1, or both, in the EG7 and B16F10 

tumor models 

We next aimed to evaluate other nanobody-based biologics using our methodological approach, 

combined or not with 14D5-DimHLE treatment. As CD73 has emerged as a key purinergic checkpoint 

in the tumor microenvironment, with designed a construct targeting this molecule, based on the 

nanobody clone SB121, that have shown antagonistic effect on the enzymatic activity of CD73 in vitro. 

As for the 14D5-DimHLE, the construct targeting CD73, termed anti-CD73-DimHLE, was designed to 

contain a dimer of the SB121 nanobody, coupled to an anti-albumin nanobody to increase its half-life 

in vivo. For comparison, we also designed a nanobody-based construct targeting the well-known PD-

L1 immune checkpoint, that we termed anti-PDL1-DimHLE. For that, we use a similar DimHLE format 

based on the nanobody clone B3 that have been  previously demonstrate to specifically block the 

interaction between PD-L1 and its cognate receptor PD-1 (Ingram et al. 2017). Finally, we also designed 

a bispecific construct targeting both CD73 and PD-L1, as both protein are overexpressed by the tumor 

cells and/or by the immune infiltrates that compose the tumor microenvironment (Beavis et al. 2012). 

We termed this nanobody-based biologics anti-CD73/PDL1-HLE and we reasoned that this bispecific 

construct might not only improve T cell activation by inhibiting the inhibitory PD-1/PD-L1 axis, but 

might also inhibit the accumulation of the anti-inflammatory adenosine in the tumor microenvironment 

that constitutes another non-redundant immunosuppressive mechanism. Evaluation of the monospecific 

and the bispecific nanobody-based biologics were performed using again our AAVnano methodological 

approach in the EG7 thymoma model (Fig. 5) as well as in the more aggressive and less immunogenic 

B16F10 melanoma model (Fig. 6). For that, AAV8 vector coding for anti-CD73-DimHLE, anti-PDL1-

DimHLE, anti-CD73/PDL1-HLE were generated and injected i.m. in different groups of mice. A group 

injected with the AAV1 vector coding for the 14D5-DimHLE, the P2X7-potentiating biologics, was 

also included for comparison. As before, EG7 or B16F10 tumor cell lines were inoculated 3 weeks later 

(Fig. 5A and 6A). As in the previous experiments, the 14D5-DimHLE biologic did not promote tumor 

control of EG7 nor of B16F10 tumor, when used alone, and was statistically indistinguishable from the 

PBS control group, both in terms of tumor growth as well as in terms of survival (Fig. 5 B-C and 6 B-

C). Similarly, the anti-CD73-DimHLE biologics did not inhibit tumor growth nor survival in both tumor 

models. In contrast, the bispecific biologics anti-CD73/PDL1-HLE significantly promoted the control 
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of tumor growth in the B16F10 melanoma model, or even complete tumor rejection in the EG7 model, 

as well as improved mice survival in both tumor models (Fig. 5 B-C and 6 B-C). Interestingly, in both 

tumor models, this novel bispecific construct also tended be more efficient than the anti-PDL1-DimHLE 

biologics, in terms of reduction of tumor growth as well as in terms of mice survival.  

Finally, we also evaluated anti-CD73-DimHLE, anti-PDL1-DimHLE, and anti-CD73/PDL1-

HLE, in combination with the 14D5-dimHLE biologics. For that, an AAV1 vector coding for 14D5-

dimHLE was injected in the gastrocnemius while AAV8 vectors coding for the second biologics was 

injected in the quadriceps to promote concomitant expression of two biologics at the same time. As in 

the previous experiment, EG7 or B16F10 tumor cell lines were inoculated 3 weeks later (Fig. 5A and 

6A). In both tumor models, the anti-CD73-DimHLE did not significantly synergize with the 14D5-

dimHLE biologics, neither on the control of tumor growth nor in terms of mice survival (Fig. 5 D-E 

and 6 D-E). In contrast, tumor growth were better controlled and mice survival were significantly 

improved in the groups that have received anti-PDL1-DimHLE, or anti-CD73/PDL1-HLE, in addition 

to the 14D5-dimHLE biologics, suggesting at least that the beneficial effects of anti-PDL1-DimHLE, 

and anti-CD73/PDL1-HLE are maintained in the presence of the P2X7-potentiating construct. However, 

as compared with the data obtained for each individual construct, the data did not demonstrated better 

anti-tumor effect in combination with 14D5-dimHLE biologics. In fact, this was difficult to evaluate in 

the less aggressive EG7 tumor model as both mono as well as combined therapy led to near complete 

tumor rejection and survival of nearly all the mice in these cohorts (Fig. 5 B vs D, and C vs E).  

However, when comparing the data in the more aggressive B16F10 melanoma model, the combined 

therapy tended to be slightly less efficient than anti-PDL1-DimHLE or anti-CD73/PDL1-HLE given 

alone (Fig. 6 B vs D, and C vs E). This would suggest that by favoring the stimulation of P2X7 on the 

surface of the tumor cells, the potentiating 14D5-dimHLE on the long run, display a net effect that is 

rather in favor of the stimulation of the tumor progression, than in favor of the stimulation of the anti-

tumor immune response. This may suggest that short term P2X7 potentiation, by means of direct 

injection of the recombinant 14D5-dimHLE biologics, may be better suited that its continuous 

stimulation, to tip the balance in favor of the activation of the immune system. This would have however 

to be tested in future experiments in a broader range of tumor type, that express or not P2X7. We 

concluded however, from the present data that targeting both CD73 and PD-L1 with a bispecific 

nanobody-based biologics represent a promising approach in cancer treatment.  

 

Discussion  

The TME is a dynamic environment and the privileged site where tumors are in close contact 

with the host. The biochemical and cellular composition of the TME is of paramount importance for the 

regulation of tumor cell metabolism, proliferation, motility and dissemination. The TME can both 
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provide a protective, anti-tumor immune response and generate an immunosuppressive environment that 

facilitates tumour growth. The biochemical composition of TME is a result of the activity of the tumour 

and host cells. Over the last few years, the abundance of eATP was identified as a prominent TME 

characteristic (Giuliani, Sarti, and Di Virgilio 2019). Cell damage leads to plasma membrane damage 

and therefore stressed or dying cells are an important source of eATP in the TME (Francesco Di Virgilio, 

Giuliani, et al. 2018). Hypoxia itself is a powerful stimulus for ATP release, even in the absence of cell 

damage. In the TME, eATP bind to P2Y and P2X receptors and can be further degraded into the 

immunosuppressive adenosine that exert its effect via the widely expressed P1 receptors.  Among the 

P2 receptors, the role of the P2X7 receptor has been widely implicated in several types of cancer and 

suggested to be involved in the complex dialog between tumor and immune cells within the TME (Lara 

et al. 2020c). The balance between ATP release and its degradation by a variety of ecto-enzymes 

determines the concentration of eATP in the TME. Various cells release ATP, either as part of the normal 

metabolism or when responding to activation, metabolic or mechanical stress, or signals that induce cell 

death. This has been documented for numerous cells, including cancer cells, dendritic cells, tumor-

infiltrating neutrophils, tumor-associated macrophages or platelets. Once release, eATP is then rapidly 

catabolized to ADP and AMP, and then to the immunosuppressive adenosine, essentially by the 

sequential activity of CD39 and CD73. These ecto-enzyme are expressed by many cell types in the 

TME, including some cancer cells, cancer-associated fibroblasts (CAFs), cytotoxic T cells, Tregs, as 

well as subsets of NKs, M2-like tumor associated macrophages (TAMs) and myeloid-derived suppressor 

cells (MDSCs) (Kepp et al. 2021). 

In this study we used the AAVnano methodology approach (Demeules et al. 2020) to evaluate 

the anti-tumor potential of several nanobody-based biologics in several tumor models. Nanobodies, as 

well as for classical antibodies, offer excellent target specificity that may prevent unwanted off-target 

effects that may sometimes be observed with small chemical drugs. We selected nanobodies that bind 

specifically to mouse P2X7 and that do not recognize the close paralogs P2X4 and P2X1 (Danquah et 

al. 2016). We chose to express our  nanobody-based biologics directly in vivo upon AAV vectors 

mediated gene transfer. AAV vector are widely used in gene therapy settings and represent an efficient 

and safe approach to transfer gene of interest into muscle cells and to elicit long-term systemic in situ 

production of a transgenic protein, including selected antibodies that confers protection to infectious 

diseases (Balazs et al. 2014; Saunders et al. 2015). In our experimental approach, we previously 

demonstrated that a single intramuscular administration of the AAV vector (1011 viral genomes per 

mouse) coding for our engineered nanobody-based constructs, was sufficient to elicit the in vivo 

production of saturating levels of each biologics at studied, that persist for several months. We validated 

here, prior to the tumor inoculation, that the blocking or the potentiating P2X7-specific biologics were 

produced in vivo and were able to completely block P2X7 (i.e., for the 13A7-hcAb biologics) or to 

potentiate its activity notably at low ATP concentration (i.e., for the 14D5-DimHLE construct)   (Fig. 
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1, and data not schown). As a hallmark associated with P2X7 receptor activation, we used a sensitive 

ex vivo assay based on metalloprotease-dependent shedding of CD27 and CD62L from the T cell 

surface. Our data demonstrate that a single intramuscular injection of a AAV encoding the P2X7-

antagonistic 13A7hcAb protects T cells from ATP-induced CD27 and CD62L shedding (Fig. 1C, 1D 

and 1E). The P2X7-potentiating 14D5-dimHLE sensitized T cells to ATP-induced shedding of CD27 

and CD62L (Fig. 1C, 1D and 1E). We next used our AAVnano methodological approach to evaluate 

the net consequences of either blocking, or potentiating, P2X7 in tumor different tumor models. The 

tumor models were selected for their differential level of P2X7 surface expression, ranging from very 

low, in the lung carcinoma model LLC, intermediate in the B16F10 melanoma model, to relatively high 

expression in the EG7 thymoma model (Fig. 2A). As P2X7 expression and its tonic stimulation in the 

context of the ATP-rich microenvironment has been associated with tumor growth and invasiveness, it 

appeared indeed important to take into account this parameter in our study. Importantly, none of this 

tumor cell line are rapidly induced to cell death by concentrations of ATP that are below the millimolar 

range, while this is the case for mouse T cells (data not shown). This indicate, as suggested by different 

studies, that the P2X7 receptor in tumor cells does not behave as a cytolytic receptor. This may results 

from the expression of particular splice variants, or mutated version of the receptor, that remained to be 

characterized in our tumor lines. This has been however studied in a wide variety of human cancer cells, 

and results in the expression of P2X7 variants that have lost their cytolytic properties, but have retained 

the capacity to trigger calcium influx in response to ATP. Therefore, blocking P2X7 is expected to 

inhibit tonic tumor cells stimulation and tumor progression. Our results are in perfect agreement with 

this hypothesis. We demonstrate that blocking P2X7 in the LLC lung carcinoma model had no effect on 

the tumor progression and mice survival, a result that is in line with the very low surface expression of 

P2X7 in this tumor line (Fig. 2 A, C, D). For the two other tumor models, our data point to a gradation 

of the beneficial effect of the 13A7-hcAb biologics, in direct relation with the surface expression of 

P2X7 in each of these tumor models. Indeed, the P2X7-blocking 13A7-hcAb biologics more potently 

inhibit tumor growth in the EG7 tumor model, which displays the highest P2X7 surface levels, than in 

the B16F10 model that expresses intermediate level of P2X7  (Fig. 2 A, C, E, F). Taken together, these 

results suggest that inhibition of P2X7 significantly reduce tumor growth and improve survival, when 

P2X7 is expressed at the surface of the tumor cells.  

  

To better understand the biologic effects of the nanobody-based biologics targeting P2X7 on 

the composition of the tumor microenvironment, we next studied the frequency and the phenotype of 

the cell present in the tumor infiltrate. For that, we resected the tumor and analysed the cell profiles by 

flow cytometry. We observed that the nanobody-based biologics 14D5-dimHLE, that was paradoxically 

not associated with any beneficial effect on tumor growth nor on survical, significantly alters the 

composition of the lymphoid compartment in the tumor microenvironment as compared to control mice 
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(Fig. 3B, C and D). Notably, 14D5-dimHLE biologics was found to decrease the proportion of CD4+ T 

cells and increased the proportion of CD8+ T cells, which may indicate the stimulation of anti-tumor T 

cells (Fig. 3E). This treatment, was also associated with a decreased in the expression of the exhaustion 

marker TIGIT, and a decrease in the expression of CD39 and CD73, two ecto enzymes considered as 

important and targetable purinergic checkpoints. This suggested that P2X7 potentiation by the 14D5-

dimHLE biologics does contribute to the induction of a more favorable tumor microenvironment, 

possibly less immunosuppressive, but that this treatment alone was not sufficient for the emergence of 

a potent and effective anti-tumor immune response. As this result have been obtained in the B16F10 

melanoma model, that express intermediate level of P2X7, higher tonic stimulation of P2X7 at the 

surface of the tumor cells, facilitated by the 14D5-dimHLE biologics, probably also contribute to the 

global effect of this biologics in vivo. This may be addressed in future studies using for instance B16F10 

melanoma model that are deficient for P2X7 expression, to better delineate the potential beneficial effect 

of P2X7 stimulation on immune cells, from its detrimental effect on the tumor cells.  

As 14D5-dimHLE biologics does not promote beneficial effect when used alone, we next 

evaluated whether potentiation of P2X7 can enhance anti-tumor immune responses when combined with 

other treatments, and notably in combination with immunogenic oxaliplatine chemotherapy that may 

increase the release of ATP in the tumor, or with anti-immune checkpoints therapy, or antagonism of 

CD73 enzymatic activity involved in the formation of the immunosuppressive adenosine from the 

catabolite of ATP. We first evaluated the combination therapy based on a single injection oxaliplatine 

in animal that have been injected before with AAV vector coding for the 14D5-dimHLE biologics (Fig. 

4A). We observed that the combination of the two treatments leads to a significant decrease of tumor 

growth in the EG7 model (Fig. 4B), that was associated an increase in tumor-specific cellular and 

humoral immune responses (Fig. 4C, D and E). Hence these data suggest that P2X7 potentiation in the 

context of an immunogenic chemotherapy may reinforce the immune responses. The mechanism may 

involve its role on the stimulation and migration of dendritic cells, as well its role on the induction of 

Treg cell death that can contribute together with the emergence of an effective adaptive anti-tumor 

immune responses.  

We then evaluated the 14D5-dimHLE P2X7-potentiating biologics in combination with other 

nanobody-based biologics that we generated, one targeting CD73 another important member of the 

purinergic signaling pathway, or PD-L1 a prototypic immune checkpoint. Another last construct was 

designed to target both CD73 and PD-L1 at the same time using a bispecific nanobody based biologics. 

We evaluated theses biologics in combination with 14D5-DimHLE construct in the EG7 thymoma 

model as well as in the less immunogenic B16F10 melanoma model, considered to be more aggressive. 

We did not observe any beneficial effect of these treatments when combined with 14D5-DimHLE, as 

compared to their evaluation as monotherapy (Fig. 5 and 6). In fact, the possible beneficial effect of the 

combination therapy was not possible to faithfully evaluate when combined with anti-CD73-DimHLE 
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or anti-CD73/PDL1-HLE biologics as both treatment alone were already very effective to induce tumor 

control. Nevertheless, this was at least the case for the treatment combining anti-PDL1-DimHLE and 

14D5-DimHLE that were clearly not effective to promote tumor control and to improve survival. This 

may at least partly reflect the ATP-trophic stimulation of EG7 and B16F10 tumor lines that both express 

P2X7. Blocking CD73 may indeed increase the accumulation of ATP in the tumor microenvironment 

and P2X7 potentiation may further stimulate P2X7 at the surface of the tumor cells, tipping the balance 

in favor of tumor growth. Whether this is a plausible explanation may deserve further investigations, 

involving for instance the evaluation of the eATP concentration in the tumor microenvironment and its 

modification by these biologics.  

 In the course of these evaluations, we tested for the first time a bispecific biologics targeting 

CD73 and PD-L1, that we termed anti-CD73/PDL1-HLE. We thought here to combine a nanobody 

targeting the prototypical PD-L1 immune checkpoint, to an antibody targeting CD73 considered as an 

emerging targetable purine checkpoint in tumor. This anti-CD73/PDL1-HLE biologics were 

demonstrated here to significantly improve the control of tumor growth in the aggressive B16F10 

melanoma model, or even to induce complete tumor rejection in the EG7 model, as well as improving 

mice survival in both tumor models (Fig. 5 B-C and 6 B-C). Interestingly, in both tumor models, this 

novel bispecific construct also tended be more efficient than the anti-PDL1-DimHLE biologics, in terms 

of reduction of tumor growth as well as in terms of mice survival. The mechanism remain to be fully 

explored, but possibly rely on the inhibition of two complementary non-redundant immunosuppressive 

mechanisms that contribute together to progressive development of immunosuppressive tumor 

microenvironment. In line, previous studies demonstrated that antibodies directed against CD73 enhance 

the antitumor immune responses, when used in combination with anti-immune checkpoints (Neo et al. 

2019). Also, as both CD73 and PD-L1 are overexpressed in the tumor microenvironment, this bispecific 

biologics may advantageously accumulate around the tumor to exert its beneficial effect but this 

remained however to be studied. We concluded however, from our present data that targeting both CD73 

and PD-L1 with a bispecific nanobody-based biologics represent a promising approach in cancer 

treatment.  
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Figures : 

 

 

Figure 1: AAVnano methodological approach used to block or to activate P2X7 in vivo 

A) AAVnano methodology approach is based on the single i.m. injection of AAV1 vectors coding for 

the corresponding nanobodies-based biologics. This is anticipated to induce long-term and stable in vivo 

production of the designed biologics in vivo. B) Schemes illustrating the format of the different 

nanobody-based biologics used in this work. The 14D5-dimHLE is composed of a dimer of the P2X7-

potentiating 14D5 nanobody, coupled to third anti-albumin nanobody (Alb8) conferring extended half-

life (HLE). The 13A7-hcAb is composed of an antagonistic nanobody targeting P2X7, coupled to the 

hinge and the Fc-region of a mouse IgG1, carrying the carrying the “LSF” mutations (T252L, T254S, 

T256F) to confer higher affinity to the neonatal Fc receptor (FcRn) involved in antibody longer half-life 

in vivo (Ghetie et al. 1997).  C-E) Evaluation of the ability of the AAVnano vectors to induce functional 

modulation (i.e. block or activate) of P2X7 functions in vivo, were assessed 20 days after their i.m. 

injection. For that, blood samples were collected and incubated in vitro with 30 or 150 µM of ATP, or 

left untreated. P2X7-dependent shedding of CD62L and CD27 were evaluated at the surface of CD8+, 

CD4+CD25- (CD4 conv), and CD4+CD25+ (Tregs) lymphocyte subsets, known to express different level 

of P2X7 and to display increasing sensitivity to ATP. n=7 mice in each group of mice. 
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Figure 2: Antagonistic nanobody-based biologics inhibit tumor growth in tumor cell lines 

expressing P2X7  

A) P2X7 surface expression level in the indicated tumor cell lines, used in our tumor models, have been 

evaluated by flow cytometry using a fluorochrome-conjugated P2X7-specific antibody (blue 

histograms) and compared to the background staining obtained using a fluorchrome-coupled isotype 

control antibody (red histograms). B) Scheme of the protocol used to evaluate the effect of P2X7-

blocking and P2X7-potentiating biologics on tumor growth in vivo. Mice were injected i.m. with 1011 

gv/mouse of the AAV vectors coding for each nanobody-based biologics, namely AAV-13A7 (coding 

for the P2X7 blocking biologics), or AAV-14D5 (coding for the P2X7 potentiating biologics). 21 days 

later, mice were inoculated with the tumor cells line in the right flank of the animal and tumor volumes 

were monitored over time. C, E, G) Mean tumor volumes in each group of animals are shown, in the 

mice injected with the LLC carcinoma, B16F10 melanoma, or EG7 thymoma as indicated. D, F, H) 

Corresponding survival curves are shown for each tumor models. The numbers of animal were at least 

equal to 10 mice, in each group, and experiment were at least repeated 2 times with similar results. The 

statistical analyses of the mean tumor volume were performed using two-way ANOVA. The statistical 

analysis of the survival was performed using Log-Rank tests. *p < 0.05, **p < 0.01 
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Figure 3: Modification of the composition of the immune infiltrates within the tumor 

microenvironment in response to the biologics targeting P2X7 

Mean tumor volume in the melanoma B16F10-Ova model. B, C and D) repartition of tumor infiltrating 

cells in 13A7 group, 14D5 group and PBS group. E) Percentage of cells in the 13A7 group in blue, 14D5 

in red and PBS in black. F) Expression of the double positive CD39 and CD73 cells within conventional 

CD4+ T cells and FoxP3+ Tregs cells. Expression of TIGIT in conventional CD4+ T cells. N = 7 per 

group. The statistical analysis of the mean tumor volume was performed using two-way ANOVA. The 

statistical analysis of the tumor infiltrating cells between experimental groups was performed using one-

way analysis of variance (ANOVA). *p < 0.05 
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Figure 4: combination of the AAVnano methodology with a chemotherapy agent, oxaliplatin. 

Schematic protocol for the in vivo experiment. Injection of the corresponding AAVnano in the 

gastrocnemius of the mice, 21 days later subcutaneous injection of the B16F10 -ova cells. B) Mean 

tumor volume for EG7 tumor model. N=7 mice per group. Oxaliplatin (5mg/kg/mouse) was injected 

once a day since day seven after tumor inoculation. C and D) CD8+ cells responses against Ovalbumin 

(OVA) at D14 and D22. N= 7 mice per group. E) Anti OVA relative IgG titer on day 23 after tumor 

inoculation. N= 7 mice per group. The statistical analysis of the mean tumor volume was performed 

using two-way ANOVA. The statistical analysis of the survival was performed using Log-Rank tests. 

***p < 0.001 
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Figure 5: effect of the combination of the AAVnano methodology with AAVnano coding for anti-

CD73 or anti-PD-L1 and the bispecific anti-CD73/PD-L1 in the thymoma model EG7. 

Injection of AAVnano coding for the corresponding nanobodies in the gastrocnemius (for 14D5-

dimHLE) and in quadriceps (for CD73-dimHLE, PD-L1-dimHLE and CD73/PD-L1-HLE). 21 days 

later, subcutaneous injection of the EG7 cells in the right flank of the mice. N= 7 mice per group. B and 

C) mean tumor volume and the corresponding survival curve. E and F) mean tumor volume and the 

corresponding survival curve. The statistical analysis of the mean tumor volume was performed using 

two-way ANOVA. The statistical analysis of the survival was performed using Log-Rank tests. *p < 

0.05, **p < 0.01 
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Figure 6: effect of the combination of the AAVnano methodology with AAVnano coding for anti-

CD73 or anti-PD-L1 and the bispecific anti-CD73/PD-L1 in the melanoma B16F10 model. 

Injection of AAVnano coding for the corresponding nanobodies in the gastrocnemius for 14D5 and in 

the quadriceps for CD73, PD-L1 and CD73/PD-L1. 21 days later, subcutaneous injection of the B16F10 

cells was performed in the right flank of the mice. N= 7 mice per group. B and C mean tumor volume 

and the corresponding survival curve. E and F) mean tumor volume and the corresponding survival 

curve. The statistical analysis of the mean tumor volume was performed using two-way ANOVA. The 

statistical analysis of the survival was performed using Log-Rank tests. *p < 0.05 
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Supplemental figure S1 : phenotype of the TIL 

As for figure 3, the composition and phenotype of the tumor infiltrates in the B16F10 tumor model were 

evaluated in the different groups treated with 13A7-hcAb (blue), or with 14D5-DimHLE (red), or treated 

only with PBS (black) as a negative control. The E) Percentage of cells in the 13A7 group in blue, 14D5 

in red and PBS in black. n = 7 per group and the statistical analysis of the difference between the groups 

was performed using one-way analysis of variance (ANOVA). *p < 0.05 
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Discussion 
 

L’ATP relarguée dans l’espace extracellulaire représente un signal de danger qui agit par deux 

principales familles de récepteurs membranaires, les récepteurs couplés à des protéines G nommés 

récepteurs P2Y et des canaux ioniques nommés récepteurs P2X (Burnstock 2006). Parmi cette dernière 

famille, P2X7 est un récepteur homotrimérique qui a suscité et suscite toujours un grand intérêt dans 

les domaines de l’inflammation et du cancer. Le récepteur P2X7 est un canal cationique non sélectif, 

exprimé à la surface de diverses cellules immunitaires, en particulier les monocytes, les macrophages 

et les Tregs (Bartlett, Stokes, and Sluyter 2014; Di Virgilio et al. 2017). P2X7 joue un rôle central dans 

l’inflammation en raison de sa capacité à activer l’inflammasome NLRP3 et à engendrer la libération 

d'IL-1β et d'IL-18 (Adinolfi et al. 2018). Son activation prolongée conduit à la formation d’un macropore 

membranaire non sélectif permettant l’entrée de molécules allant jusqu’à 900 Da. Cette dépolarisation 

massive conduit à la mort cellulaire. P2X7 peut ainsi entrainer une perturbation majeure de l’équilibre 

ionique intracellulaire, des activités et fonctions cellulaires et influence le destin cellulaire. Dans le 

contexte tumoral, on a attribué à P2X7 des rôles divers et contrastés, comme moteur de la croissance 

des cellules cancéreuses (Di Virgilio, Sarti, et al. 2018) et de la dissémination métastatique, ou comme 

promoteur de rejet des tumeurs via des réponses immunitaires antitumorales (Adinolfi et al. 2015; 

2019). Dans le but d’évaluer le rôle de P2X7 dans l’inflammation aiguë et chronique ainsi que dans le 

cancer, nous avons développé la méthodologie AAVnano. Elle est basée sur l’injection d’une dose 

unique d’un vecteur viral AAV codant pour des constructions basées sur des nanobodies ciblant P2X7. 

Deux constructions ont été évaluées, 14D5-dimHLE potentialisant P2X7 en présence d’ATP et 13A7-

hcAb bloquant son activité. 

Avantages et inconvénients de la méthodologie AAVnano 

Dans un premier temps, nous avons testé in vivo quatre constructions basées sur des 

nanobodies (13A7, 14D5, 8G11, 1C81) ciblant P2X7 ainsi que deux formats pour chacune de ces 

constructions (Dim-HLE et hcAb). Ceci nous a permis de sélectionner deux constructions 13A7-hcAb 

bloquant efficacement P2X7 et 14D5-dimHLE potentialisant P2X7. 14D5-dimHLE est un dimère de 

nanobodies 14D5 couplé à un nanobody anti-albumine permettant d’augmenter sa demi-vie in vivo. 

13A7-hcAb est quant à lui couplé à la région Fc d’une IgG1 portant une mutation LSF conférant une 

meilleure affinité pour le récepteur FcRn, et permettant ainsi d’augmenter leur demi-vie. 

Étonnamment la construction 14D5-hcAb, également évaluée, s’est comporté comme un antagoniste 

partiel sur l’activité de P2X7 plutôt que comme un modulateur positif de son activité. Ces résultats 

indiquent probablement que la réticulation du récepteur trimérique à la surface cellulaire est 

susceptible d’inhiber son activité, ou d’induire son endocytose. De telles hypothèses restent 
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cependant à confirmer. Nous avons également étudié la durabilité de l’expression in vivo de ces 

constructions en étudiant la modulation de l’activité fonctionnelle de P2X7 qu’elles induisent au cours 

du temps et jusqu’à 120 jours après injection des AAV codant pour ces constructions. Ces résultats 

nous ont permis de démontrer que l’expression in vivo de nos constructions est durable et permet de 

moduler efficacement le récepteur P2X7 jusqu’à au moins 120 jours post-administration des AAV. Sur 

le plan des concentrations sériques obtenues in vivo, les titrations réalisées montrent que les 

molécules biologiques produites in vivo atteignent des concentrations situées entre 30 et 50 µg/mL 14 

à 21 jours post administration des AAV, puis progressent pour atteindre entre 30 et 120 jours des 

concentrations qui se stabilisent autour de 100 µg/mL. Ces résultats suggèrent que l’administration 

des AAV in vivo, n’induit pas de réponses immunitaires anti-transgènes et anti-AAV. Se pose cependant 

la question du devenir des cellules cibles et du devenir des récepteurs ciblés par cette méthodologie. 

Le suivie et la fréquence et du nombre de principales populations lymphocytaires n’a pas montré de 

déplétion des cellules cibles ni de changement phénotypique mesurable. Il reste à évaluer si les 

récepteurs cibles peuvent être internalisés par une activation chronique. 

L’utilisation de la méthodologie AAVnano présente divers avantages par rapport à d’autres 

méthodologies. En comparaison aux molécules chimiques, nos constructions basées sur des 

nanobodies offrent une meilleure spécificité. En effet, les nanobodies et les anticorps en général sont 

connus pour leur excellente capacité à distinguer des cibles proches appartenant à une même famille 

de protéines. Ceci peut prévenir la présence d’effets secondaires. Les nanobodies produits par les 

camélidés apportent de nombreux avantages incluant leur petite taille, leur haute stabilité, leur haute 

solubilité et leur excellente pénétration dans les tissus in vivo. Les nanobodies peuvent facilement être 

liés génétiquement à des domaines Fc, à d’autres nanobodies, à des tags peptidiques ou à des toxines 

et peuvent être conjugués chimiquement à un site spécifique à des médicaments, des radionucléides, 

des photosensibilisateurs et des nanoparticules. Ces propriétés les rendent particulièrement adaptés 

au ciblage spécifique et efficace des tumeurs in vivo. Dans ce travail de thèse, les constructions basées 

sur des nanobodies sélectionnées se lient spécifiquement au récepteur P2X7 de la souris et ne 

reconnaissent pas les paralogues les plus proches P2X4 et P2X1 (Danquah et al. 2016). Toutefois, la 

spécificité élevée et l’absence de réactivité croisée avec l’orthologue du récepteur P2X7 de d’autres 

espèces peuvent limiter l’utilisation d’une construction basée sur des nanobodies entre espèces dans 

les études translationnelles. Une limitation similaire a également été observée avec des composés 

chimiques qui présentent parfois des effets modulateurs et des propriétés pharmacologiques 

différents chez l’homme et chez d’autres animaux. De plus, ces constructions peuvent atteindre des 

cibles plus petites que les anticorps, ils ont en effet, une meilleure pénétration dans les tissus et 

peuvent atteindre et moduler des sites catalytiques, traverser la barrière hémato-encéphalique ou le 
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microenvironnement tumoral. Ces nanobodies peuvent également être facilement modifiés afin 

notamment d’augmenter leur demi-vie ou d’être couplé à d’autres nanobodies afin de former une 

construction bispécifique.  

Les vecteurs viraux recombinants AAV sont couramment utilisés en thérapie génique et 

représentent une approche efficace et sûre pour transférer un gène d’intérêt dans les cellules 

musculaires et pour obtenir une production systémique in situ à long terme d’une protéine 

transgénique (Balazs et al. 2014; Saunders et al. 2015). Dans nos expériences, une seule injection 

intramusculaire d’AAV (1011 génomes viraux par souris) codant pour nos constructions basées sur des 

nanobodies était suffisante pour obtenir des niveaux systémiques efficaces de ces constructions 

bloquantes ou potentialisatrices spécifiques de P2X7. La méthodologie AAVnano permet d’éviter le 

recours à l’administration quotidienne de constructions basées sur des nanobodies recombinantes 

correspondants. On peut soutenir que cela peut également fournir une pharmacocinétique plus 

favorable en maintenant une concentration saturante stable de la construction désirée in vivo et en 

évitant les cycles de pic/déclin obtenus après l’injection répétée d’un anticorps recombinant. Ceci peut 

favoriser une meilleure biodisponibilité et une meilleure pénétration tissulaire. Cependant, comme la 

production systémique de protéines transgéniques in situ à l’aide de vecteurs AAV est connue pour 

suivre une cinétique lente, avec l’apparition de la protéine d’intérêt une à deux semaines après la 

transduction, la phase d’équilibre n’est probablement pas obtenue in vivo avant deux à trois semaines. 

Par conséquent, la méthodologie AAVnano est destinée à être utilisée dans des modèles 

prophylactiques, comme dans la présente étude, plutôt que dans un cadre thérapeutique. 

De multiples études suggèrent un rôle de l’ATPe dans la physiopathologie de maladies 

inflammatoires dont les maladies inflammatoires de l’intestin. P2X7 est exprimé sur les cellules 

immunitaires et non immunitaires du tractus gastro-intestinal (Cesaro et al. 2010). Une surexpression 

de P2X7 a été observée dans l’épithélium et dans la lamina propria (macrophages et cellules 

dendritiques) de patients atteints par la maladie de Crohn, ce qui suggère son rôle dans la 

physiopathologie de la maladie (Neves et al. 2014). De même, il a été rapporté que l'expression de 

P2X7 était augmentée chez les rats soumis au modèle aiguë de colite induite par le sulfate de dextran-

sodium (DSS) (Saber et al. 2021). De plus, il a été démontré précédemment que les souris déficientes 

pour P2X7 présentaient une inflammation réduite de la muqueuse dans les modèles de colites induites 

par le DSS ou par l’acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS) (Cesaro et al. 2010; Saber et al. 2021; 

Hofman et al. 2015). Ces données suggèrent que P2X7 pourrait constituer une nouvelle cible 

thérapeutique dans les maladies inflammatoires telles que les maladies intestinales inflammatoires. 

Ce travail de thèse nous a d’abord permis de démontrer que la méthodologie AAVnano est 

fonctionnelle dans un modèle de colite aiguë et chronique. En effet, cette méthodologie permet, au 
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moyen d’une seule injection, de moduler la fonction de P2X7 à long terme et évite ainsi l’injection 

répétée de molécules chimiques ou biologiques. De plus, les constructions bloquant P2X7 ont permis 

d’inhiber les symptômes et le score clinique de la colite aiguë et chronique dans le modèle DSS tandis 

que les constructions 14D5-dimHLE potentialisatrices de P2X7 semblent aggraver ce score clinique. Ce 

travail nous a également permis de mettre en évidence l’intérêt d’utiliser cette méthodologie dans 

d’autres modèles expérimentaux. Nous avons tenté de mettre en place le modèle de carcinogénèse in 

situ induite par l’inflammation du colon et par l’administration d’un carcinogène, l’azoxyméthane 

(AOM), avant le premier cycle de DSS afin de confirmer les résultats de l’étude de Hofman et 

collaborateurs. Dans cette étude, l’inactivation génétique ou l’inhibition pharmacologique de P2X7 

était liées à la diminution de l’inflammation mais entrainait paradoxalement un plus grand nombre de 

tumeurs colorectales (Hofman et al. 2015). Cette étude mettait ainsi en avant pour la première fois 

l’hypothèse que la stimulation de P2X7 pouvait à l’inverse possiblement entrainer des effets 

antitumoraux. 

 Nous avons ainsi souhaité évaluer si la construction 14D5-dimHLE, potentialisatrice de P2X7, 

permettrait de stimuler un effet antitumoral. Cette expérience a été réalisée plusieurs fois sans obtenir 

de résultat interprétable et reproductible. En effet, dans la mise en place du modèle lui-même, on 

observait soit un trop grand nombre soit trop peu de tumeurs ce qui ne nous permettait pas de mettre 

en évidence de différence statistique dans le nombre de tumeurs après traitements dans les différents 

groupes. Nous avons notamment testé différentes doses d’AOM (7 mg/kg ou 8 mg/kg) et différents 

temps de cinétique pour l’analyse du nombre de tumeurs (J80, J86, J100). Une des expériences 

réalisées avec des sacrifices à des temps différents, dans le but d’optimiser le modèle et de définir le 

moment le mieux adapter à l’analyse de ce modèle, a néanmoins permis d’obtenir des résultats 

encourageants. On a pu observer en effet, avec la construction 14D5-dimHLE, une diminution du 

nombre de tumeurs. Cependant les données n’étaient pas interprétables sur le plan statistique dû au 

manque d’effectifs (N=3 par groupe) des animaux à sacrifier à ce temps précis de la cinétique (J80 post 

AOM). Ces résultats n’ont cependant pas pu être confirmés aux autres points de cette cinétique (J70 

et J98 post-AOM). Par ailleurs, les contraintes de sécurité liée à l’utilisation d’un agent carcinogène 

(AOM) dans ces études, ne nous ont pas permis de poursuivre ces expériences pour des raisons liées 

aux contraintes de gestion de notre animalerie. 

Il s’avère que l’implication de P2X7 dans la carcinogénèse est complexe. En effet, chez des 

souris déficientes pour P2X7, on observe un volume tumoral plus important, démontrant alors 

l’importance du rôle de P2X7 sur les cellules hématopoïétiques et notamment immunitaires, dans le 

contrôle tumoral (Adinolfi et al. 2015). Cependant, les cellules tumorales exprimant P2X7 montrent 

une accélération de la croissance tumorale, démontrant un avantage sélectif du récepteur P2X7 dans 
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la croissance et l’agressivité de la tumeur (Adinolfi et al. 2009). Afin de disséquer le rôle du récepteur 

P2X7 dans le contexte tumoral, nous avons par la suite utilisé la méthodologie AAVnano codant pour 

nos constructions antagonistes ou potentialisatrices de P2X7 dans des modèles expérimentaux de 

tumeurs exprimant P2X7 selon différents niveaux : un modèle de carcinome pulmonaire (LLC) 

exprimant très faiblement P2X7, un modèle de mélanome B16-F10 exprimant P2X7 et un modèle de 

thymome exprimant fortement P2X7 (EG7). En inoculant les cellules tumorales trois semaines après 

injection des AAV, nous avons démontré que le blocage de P2X7 permet de ralentir la croissance 

tumorale lorsque la tumeur exprime P2X7. Cependant, lorsque la tumeur ne l’exprime que faiblement, 

nous n’avons observé aucun effet significatif des AAVnano codant pour les constructions antagonistes 

ou potentialisatrices de P2X7. 14D5-dimHLE, potentialisateur de P2X7, n’a pas d’effet sur la croissance 

tumorale ou la survie des souris que la tumeur exprime ce récepteur ou non. Une des hypothèses 

évoquées est que la stimulation de P2X7 ne permet pas d’induire seule, une réponse antitumorale. La 

stimulation de P2X7 pourrait être déjà maximale. Compte tenu de la concentration élevée de l’ATP 

dans le microenvironnement tumoral, la modulation positive de P2X7 n’apporte pas d’avantage 

significatif. De plus, la tumeur peut exprimer un variant ou avoir des mutations perte de fonction qui 

vont provoquer la prolifération des cellules tumorales après activation de P2X7, et non l’ouverture du 

macropore entrainant la mort cellulaire de celles-ci. En effet, il est connu que les tumeurs expriment 

des variants d’épissage avec la queue C-terminale tronquée tels que le variant P2X7B. La modulation 

positive de P2X7 a alors un effet stimulant la croissance tumorale (directe ou indirecte) et un effet 

antitumoral sur la réponse immunitaire, on agirait alors sur la réactivation de la réponse immunitaire. 

L’effet net global de la stimulation positive de P2X7 serait alors l’absence d’effet. Une des façons de 

tester cette hypothèse serait d’utiliser une lignée tumorale n’exprimant pas P2X7 avec la construction 

14D5-dimHLE comme la lignée EG7 très immunogène modifiée par CRISPR/Cas9 ou de séquencer le 

variant exprimé par la tumeur. Pour cela nous avons généré des lignées EG7 déficientes pour P2X7 par 

CRISPR/Cas9. Une autre hypothèse est que cette construction pourrait induire l’internalisation 

partielle de P2X7 même s’il conserve son action potentialisatrice sur les récepteurs toujours présents 

à la membrane. Ceci limiterait alors l’ampleur de la modulation positive. On observerait alors une 

diminution de l’activation de l’inflammasome sur les cellules myéloïdes ainsi qu’une diminution de la 

mort cellulaire des Tregs.  

Nous avons ensuite analysé la composition de l’infiltrat tumoral par cytométrie en flux et 

démontré que les deux constructions modifiaient les proportions des cellules infiltrant le 

microenvironnement tumoral. La construction potentialisatrice 14D5-dimHLE induit un phénotype 

proinflammatoire avec l’augmentation de LT CD8+, de TAM de type M1 et la diminution des LT CD4+ 

conventionnels et régulateurs exprimant les ectonucléotidases CD39 et CD73 ainsi que la diminution 
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du marqueur TIGIT associé à l’immunorégulation sur les LT CD4+ conventionnels. La question de savoir 

s’il faut inhiber ou activer le récepteur P2X7 dans le contexte tumoral reste ainsi une question difficile 

à trancher. Inhiber P2X7 va d’une part empêcher la prolifération des cellules tumorales exprimant P2X7 

mais également d’inhiber les réponses immunitaires antitumorales. A l’inverse, activer P2X7 peut 

augmenter l’effet cytotoxique lié à P2X7 sur les cellules tumorales même si ces dernières expriment 

souvent un variant incapable de former le macropore responsable de la mort cellulaire. Activer P2X7 

peut également augmenter les réponses immunitaires antitumorales mais aussi stimuler les cellules 

immunosuppressives infiltrant le microenvironnement tumoral tels que les MDSCs et les TAM de types 

M2. Il a été démontré que la molécule HEI-3090, un modulateur chimique allostérique positif ayant 

une action possiblement comparable à 14D5-dimHLE, permet d’amplifier la voie ATP/P2X7/NLRP3/IL-

18 dans les cellules dendritiques, sensibilise les tumeurs aux points de contrôle immunitaires anti-PD1 

et permet des réponses immunitaires mémoires à long terme (Douguet et al. 2021). Cette étude 

montre ainsi très clairement, et pour la première fois, que la modulation positive de P2X7 peut avoir 

des effets majeurs sur la stimulation des réponses antitumorales. 

Dans nos propres études, nous observons une certaine réactivation des réponses immunitaires 

antitumorales mesurables dans l’infiltrat tumoral mais qui semble insuffisante pour induire une 

régression tumorale. D’autre part, les résultats obtenus avec cette construction 14D5-dimHLE sont 

assez hétérogènes dans le modèle EG7. Cette hétérogénéité pouvait être notée à la fois au sein des 

individus dans ce groupe dans une même expérience, comme dans une expérience à l’autre. Ces 

résultats nous ont amené à faire l’hypothèse que dans notre modèle, la modulation positive de P2X7 

au moyen de la construction 14D5-dimHLE ne permettait pas à elle seule d’induire un effet antitumoral 

reproductible et robuste. Nous avons ensuite décidé de stimuler ces réponses immunitaires en 

associant la méthodologie AAVnano à d’autres traitements immunostimulants. Tout d’abord, nous 

avons combiné ces AAVnano avec une chimiothérapie dérivée des cisplatines permettant d’induire 

une forme de mort cellulaire plus immunogénique que les chimiothérapies qui induisent l’apoptose. 

Suite à ce traitement, les cellules tumorales mourantes pourraient alors libérer de l’ATP qui agirait sur 

les récepteurs P2X7 des DC qui permettrait de stimuler l’inflammasome NLRP3 et la libération d’IL-1β 

(Ghiringhelli et al. 2009). Nous avons démontré que l’oxaliplatine en combinaison avec notre 

construction 14D5-dimHLE permettait de ralentir la croissance tumorale et d’améliorer la survie des 

souris. La combinaison de la construction potentialisatrice 14D5-dimHLE avec l’oxaliplatine permettait 

également d’augmenter les réponses immunitaires spécifiques de l’antigène modèle Ova exprimé par 

la lignée tumorale EG7. Cette réponse a en effet pu être suivie par cytométrie en flux grâce à des 

dextramères (H2Kb-ova) qui permettent la détection des lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’antigène 

modèle Ovalbumine. La combinaison des deux traitements augmentait le pourcentage de cellules 
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positives pour le dextramère 13 jours et 22 jours après l’inoculation de la tumeur. Nous avons 

également observé une augmentation des réponses anticorps contre l’Ova dans le groupe traité par la 

combinaison de 14D5-dimHLE et oxaliplatine. Cependant, ces résultats n’étaient pas significatifs sur le 

plan statistique potentiellement à cause de trop faibles effectifs et de l’hétérogénéité de ces réponses 

immunitaires. Ces expériences devront ainsi être reproduites sur de plus grands effectifs avant de 

pouvoir conclure sur ces résultats qui restent à ce stade préliminaire. 

Il a également été démontré que des molécules chimiques ou des anticorps bloquant 

l’ectonucléotidase CD39 pouvait également stimuler l’axe ATP/P2X7/NLRP3/IL-18 en empêchant la 

dégradation de l’ATP, ce qui permettrait son accumulation, et la stimulation conséquente des réponses 

immunitaires antitumorales (Li et al. 2019). Ces anti-CD39 stimulent l’activation des cellules myéloïdes 

et les fonctions effectrices des NK, inhibent la formation des métastases dans différents modèles 

expérimentaux de tumeurs (Yan et al. 2020). Une autre ectonucléotidase, CD73, permettant la 

formation d’adénosine anti-inflammatoire montre également un intérêt dans le cancer. En effet, son 

inhibition au moyen d’anticorps monoclonaux classiques est également à l’étude seul ou en 

combinaison avec des inhibiteurs de points de contrôle immunitaires dans le cancer. Cibler cette 

enzyme permettrait de renforcer les réponses immunitaires antitumorales (Jin et al. 2010).  En suivant 

la direction tracée par ces nouvelles données, nous avons ensuite tenté d’étendre notre méthodologie 

AAVnano anti-P2X7 (14D5-dimHLE) en combinaison avec d’autres AAVnano, ciblant PD-L1 (PD-L1-

dimHLE), CD73 (CD73-dimHLE) ou les deux au travers d’une construction bispécifique CD73/PD-L1-HLE. 

Le but étant de stimuler, de la même façon qu’avec l’oxaliplatine, les réponses immunitaires 

antitumorales dans les deux modèles tumoraux EG7 et B16F10. La construction anti-PD-L1 devait servir 

de traitement de référence, tandis que celle ciblant CD73 devait permettre l’augmentation de l’ATP et 

la diminution de l’adénosine anti-inflammatoire dans l’environnement tumoral. La construction 

bispécifique quant à elle, devait permettre de cibler plus sélectivement le microenvironnement 

tumoral. En effet, CD73 et PD-L1 sont surexprimés dans cet environnement par les cellules tumorales 

et les cellules immunosuppressives. Cela devait donc permettre à cette construction bispécifique 

d’être dirigée plus sélectivement dans la tumeur et d’y exercer son action antagoniste sur les voies 

ciblées, celle de l’axe PD-1/PD-L1 et celle de l’activité enzymatique portée par CD73. Nous avons 

observé dans les deux modèles tumoraux une efficacité des constructions bispécifiques CD73/PD-L1-

HLE sur la croissance tumorale et la survie des souris. La construction anti-PD-L1-dimHLE permet 

également un ralentissement de la croissance tumorale et une meilleure survie. Tandis que la 

construction CD73-dimHLE seule ne semble pas avoir d’effet sur le volume tumoral et la survie des 

souris. Bien qu’un effet soit observé sur la composition du microenvironnement tumoral et 

notamment sur les cellules immunosuppressives, il semblerait qu’il faille donc associer cet anti-CD73 
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avec une thérapie susceptible de stimuler les réponses effectrices antitumorales. Notre anti-CD73 en 

combinaison avec 14D5-dimHLE ne semble pas non plus impacter la croissance tumorale ou la survie 

des souris. Ce résultat est possiblement en lien avec l’inhibition qui reste que partielle, et non totale, 

de l’activité enzymatique de CD73 par le clone SB121 contenu dans cette construction. D’autres clones 

de nanobodies, plus efficaces dans leur pouvoir antagoniste, devront être tester à l’avenir. 

 Il a été montré dans plusieurs études que bloquer efficacement CD73 permettait de réveiller les 

réponses antitumorales en association avec des points de contrôle immunitaires et notamment en 

association avec un anti-PD-L1 (Allard et al. 2016; Allard et al. 2013). De la même manière, nous avons 

choisie d’associer l’anti-PD-L1 avec l’anti-CD73 pour former la construction bispécifique CD73/PD-L1-

HLE et évaluer ces effets in vivo sur la croissance tumorale et la survie des souris. La construction anti-

PD-L1 permet de réduire significativement le volume tumoral et d’augmenter la survie des animaux 

mais le bispécifique ciblant à la fois PD-L1 et CD73 montre une efficacité plus importante encore dans 

les deux modèles tumoraux utilisés. Ce résultat important est possiblement en lien avec un mode 

d’action double permettant au travers de l’anti-PD-L1 de stimuler l’immunité adaptative, et au travers 

de l’anti-CD73 de remodeler l’environnement immunosuppresseur de la tumeur en réduisant la 

fréquence des cellules myéloïdes immunosuppressives. Cette hypothèse de travail devrait être 

confirmer par des analyses plus exhaustives des cellules infiltrantes au cours du temps mais semble à 

ce stade très prometteuse. 

 Dans le modèle EG7 la combinaison de 14D5-dimHLE avec les constructions CD73/PD-L1-HLE et 

les constructions PD-L1-dimHLE renforce leur effet. A l’inverse, dans le modèle B16F10 la combinaison 

avec 14D5-dimHLE semble inhiber l’effet. Ceci peut s’expliquer par le variant de P2X7 exprimé par les 

cellules tumorales. En fonction du variant et de son niveau d’expression, l’effet peut être différent. 

Notamment le variant P2X7B chez l’homme ne permet pas d’ouvrir le macropore et donc de conduire 

à la mort cellulaire. Le variant nfP2X7, également fortement exprimé par les tumeurs humaines, ne 

possède pas la capacité de former le macropore mais conserve le canal ionique permettant la 

prolifération et la survie des cellules tumorales. Ceci peut être également dû à la différence de 

composition du microenvironnement tumoral. En effet, le microenvironnement tumoral agit 

différemment en fonction des cellules présentes, notamment des cellules immunosuppressives, qui 

peuvent proliférer pour certaines en présence d’ATP. De plus, la tumeur peut exprimer une forte 

quantité d’ectonucléotidases CD39 et CD73 et donc diminuer fortement la concentration d’ATP dans 

le milieu tumoral. Ainsi, il semble là aussi qu’une analyse plus poussée de la nature des variants de 

P2X7 exprimé par la tumeur, mais aussi de la composition précise des cellules du microenvironnement 

tumoral, et de l’expression par celle-ci des enzymes qui régulent la signalisation purinergique, est 

nécessaire pour mieux appréhender ces effets. 
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Limites du modèle 

Pour étudier le rôle de P2X7 dans le cancer, nous avons eu recours à des greffes syngéniques 

ectopiques de cellules tumorales injectées en sous-cutanée sur le flanc de la souris. Ceci constituait 

une tumeur solide sous-cutanée qui ne représente alors pas le microenvironnement orthopique de la 

tumeur murine. Deux des avantages de cette greffe sont l’efficacité de la prise tumorale ainsi que la 

facilité à mesurer le volume tumoral sans avoir à sacrifier les animaux. L’injection du même nombre 

de cellules dans chaque animal nous permet de pouvoir comparer plus facilement l’effet des 

traitements entre les groupes. De plus, les cellules tumorales utilisées peuvent être génétiquement 

modifiées afin de surexprimer ou inactiver le récepteur cible par CRISPR/Cas9. Une des solutions pour 

s’affranchir de cette greffe ectopique est d’utiliser le modèle du cancer du sein 4T1 dans la souche 

murine Balb/c. Cette greffe peut se faire de manière orthopique au niveau d’un mamelon de l’animal 

et être facilement mesurée. Une des autres possibilités est l’induction chimique de tumeurs ou 

l’utilisation de modèles tumoraux spontanés. Cependant, l’emplacement et la prise tumorale ne sont 

pas contrôlables et reproductibles entre les animaux et rend difficile la comparaison entre les 

traitements.  

Dans notre modèle nous n’avons pas analysé l’expression du variant de P2X7 par les lignées 

tumorales. Ceci pourrait expliquer les différences de résultats obtenus entre les lignées EG7 et B16F10 

dans l’expérience de combinaison de 14D5-dimHLE avec les constructions anti-PD-L1-dimHLE et anti-

CD73/PD-L1-HLE. En effet, la combinaison des deux traitements est efficace dans le modèle EG7 alors 

qu’elle semble augmenter la croissance tumorale dans le modèle B16F10. Ceci pourrait être la 

conséquence de l‘expression d’un variant non fonctionnel dans le modèle B16F10 conduisant à la 

prolifération cellulaire plutôt qu’à la mort liée au macropore.  

Si l’avantage majeur d’utiliser la méthodologie AAVnano est la nécessité d’injecter une seule 

fois les vecteurs rAAV afin d’avoir l’expression du transgène donc des constructions basées sur des 

nanobodies dans la circulation, une des limites de notre modèle est la cinétique d’expression du 

transgène. En effet, les AAV sont injectés trois semaines avant l’inoculation de la tumeur. Nous 

utilisons donc seulement un modèle prophylactique dû à l’expression lente du transgène elle-même 

liée à l’utilisation de rAAV simple brin. Il est alors nécessaire d’attendre deux à trois semaines avant 

d’atteindre une dose saturante de la protéine dans la circulation sanguine. Pour s’affranchir de cet 

inconvénient et tester l’effet de la modulation de P2X7 de manière thérapeutique, des scAAV doubles 

brins pourraient être utilisés. En effet, la suppression de l’étape de conversion sous forme bicaténaire 

accélère légèrement la cinétique d’expression du transgène.  (McCarty, Monahan, and Samulski 2001). 
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Cependant ces scAAV sont plus inflammatoires car ils activent le système immunitaire inné par une 

voie dépendante du TLR9 et/ou Myd88 (Martino et al. 2011). Nous pouvons également utiliser les 

constructions recombinantes mais nous perdrons l’avantage d’utiliser les rAAV et la biodisponibilité 

qui en découle. Une des solutions pour s’affranchir de l’effet prophylactique est de décaler l’injection 

des vecteurs à une semaine avant l’inoculation de la tumeur ou une fois que celle-ci est établie. 

Cependant, nous ne contrôlerions pas la cinétique de production des transgènes et ils risqueraient de 

ne pas pouvoir arriver à saturation au moment de la prise tumorale. L’effet pourrait être hétérogène 

entre les individus d’un même groupe. Nous pourrions également utiliser un transgène avec une 

expression inductible afin d’avoir une expression de celui-ci au moment de la prise tumorale. Par 

exemple, TetOn permettrait d’induire l’expression des constructions à un moment précis par ajout de 

la tétracycline. 

Une des particularités de l’utilisation des nanobodies est leur faible immunogénicité bien qu’ils 

proviennent d’une espèce différente, dû à leur forte homologie avec les séquences VH des anticorps 

murins et humains. Nous n’observons alors pas de réponses immunitaires détectables contre les 

nanobodies (Ackaert et al. 2021). Il a été démontré que la présence d’anticorps anti-nanobodies 

pouvait être détectée mais ces anticorps sont inefficaces (Holland et al. 2013). Les nanobodies ont 

donc un fort potentiel dans la thérapie antitumorale. La FDA a récemment autorisé la mise sur le 

marché du caplacizumab, un nanobody bivalent ciblant le facteur de von Willebrand produit par la 

société Ablynx, principale société de biotechnologie spécialisée dans les nanobodies. Une demande 

d’autorisation de mise sur le marché européen a été soumise pour le caplacizumab. Cette dernière a 

été validée en 2018 ce qui en fait le premier nanobody approuvé pour le traitement du purpura 

thrombotique thrombocytopénique acquis (Wanner et al. 2021). La question se pose alors de 

l’immunogénicité des rAAV mais les réponses immunitaires dirigées contre les capsides des AAV sont 

faibles et inefficaces chez la souris, ce que l’on peut démontrer au vu de la persistance de nos 

nanobodies dans le sérum.  

Modèle translationnel chez l’Homme 

D’un point de vue thérapeutique, utiliser des antagonistes de P2X7 semble être une bonne 

alternative aux traitements actuels dans de nombreuses pathologies notamment inflammatoires. Des 

essais cliniques ont été conçus pour tester la sécurité, la tolérance et l’application clinique de plusieurs 

antagonistes de P2X7 tels que l'AZD9056, le CE-224,535 et le GSK1482160 pour le traitement des 

maladies auto-immunes et inflammatoires. AZD9056 est un inhibiteur du récepteur P2X7 capable 

d’avoir une fonction antagoniste sur l'effet positif du BzATP sur l'activation de P2X7 (Zhang et al. 2021). 

L’innocuité et l’efficacité de l’inhibiteur ont été évaluées dans différents essais cliniques de phase I et 
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II pour le traitement de la polyarthrite rhumatoïde (NCT00908934, NCT00700986 et NCT00520572). 

Tandis qu'un autre essai clinique de phase I, mené sur une cohorte de personnes saines, a évalué sa 

pharmacocinétique en association avec la simvastatine (NCT007366069), un composé utilisé pour 

réduire les taux de cholestérol/lipides. L’inhibiteur CE-224,535 a été évalué à plusieurs reprises pour 

le traitement de maladies auto-immunes, dont la polyarthrite rhumatoïde et l'arthrose, dans plusieurs 

essais cliniques de phase I, II et III (NCT00418782, NCT00782600, NCT00446784, NCT00838058, et 

NCT00628095). En particulier, l'efficacité et l’innocuité du CE-224,535 ont été évaluées sans succès 

dans un essai clinique de phase II (NCT00628095) pour le traitement de patients atteints de 

polyarthrite rhumatoïde ne répondant pas au méthotrexate, qui est utilisé pour le traitement du 

cancer et des maladies auto-immunes (Stock et al. 2012). Bien qu’il ait été émis l’hypothèse d’un 

possible effet anti-inflammatoire du CE-224,535 via l’inhibition de P2X7 et la réduction consécutive de 

l’IL-1β et de l’IL-18, la présence de multiples voies impliquées dans la libération de cytokines pro-

inflammatoires supplémentaires pourrait maintenir une l’inflammation chronique affectant ces 

patients. En ce qui concerne le GSK1482160, un essai clinique de phase I a été réalisé pour tester son 

efficacité et sa tolérance dans le traitement des douleurs inflammatoires (NCT00849134). L'utilisation 

du GSK1482160 comme agent thérapeutique potentiel pour le traitement du cancer a également été 

envisagée (Drill et al. 2021). Les pathologies pour lesquelles le blocage de P2X7 semble être prometteur 

sont les maladies neuropsychiatriques telles que la dépression, avec un essai clinique de phase II en 

cours. Cependant chez l’homme, P2X7 possède de nombreux variants d’épissage et de nombreuses 

mutations ponctuelles, ce qui en fait un gène ayant différentes activités. En effet, certains variants ou 

mutations présentent une activité réduite de P2X7 ou au contraire une augmentation de son activité. 

Dans le contexte tumoral, en raison de variants d’épissage du gène P2RX7 exprimés par 

l’homme et les mutations du récepteur P2X7 exprimés par la tumeur, son rôle semble complexe. En 

effet, il a été montré que le récepteur P2X7 était surexprimé dans de nombreuses tumeurs humaines, 

ce qui leur conféreraient un avantage sélectif. De plus, le variant nfP2X7, pour lequel la stimulation 

n’est pas associée à l’ouverture du macropore, complique la compréhension du rôle du récepteur P2X7 

dans le cancer. Il a été émis l’hypothèse que les hautes concentrations d’ATP du TME sont responsables 

de la forte expression de nfP2X7 dans les cellules cancéreuses (Gilbert et al. 2019). En effet, des 

expériences avec des lignées cellulaires de myélome ont montré que l’incubation avec de l’ATP à une 

concentration comprise entre 0,1 et 0,25 mM pendant une nuit entraine une diminution progressive 

de la formation des macropores qui est complètement abolie à une concentration de 0,5 mM. Ces 

résultats indiquent que les cellules sont capables de s’adapter aux concentrations élevées d’ATP 

retrouvées dans le TME. L’incubation avec l’ATP favorise une dérégulation rapide de P2X7 suivie d’une 

apparition lente de nfP2X7 à la surface cellulaire. De cette manière, les cellules bénéficient de la 
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stimulation de nfP2X7 sans que la mort cellulaire ne soit provoquée par l’ouverture du macropore. 

Cependant, le variant d’épissage codant pour la forme non fonctionnelle du récepteur n’est pas encore 

connu, mais des essais cliniques de phase I sont en cours pour tester la sécurité et la tolérance des 

anticorps capables de reconnaitre ces variants d’épissage spécifiques pour le traitement du carcinome 

basocellulaire (NCT02587819). Bloquer P2X7 semble donc être une piste dans le cas où la tumeur 

exprime un récepteur P2X7 lui conférant un avantage sélectif en termes de prolifération, de 

dissémination et de métastases. Cependant, aucun essai clinique n’a été entrepris pour tester 

l’utilisation d’antagonistes pour le traitement des cancers. En effet, l’activation de P2X7 induit une 

réponse antitumorale par les cellules immunitaires qui infiltrent la tumeur et donc l’utilisation 

d’antagonistes semblerait favoriser la progression de la tumeur. Cependant, les données rapportées 

par les études précliniques sont prometteuses et des tests supplémentaires pourraient donc être 

menés pour valider l'utilisation des antagonistes dans le traitement du cancer. L'effet antitumoral des 

antagonistes de P2X7 a également été signalé comme étant plus important chez les souris 

immunocompétentes que chez les souris immunodéficientes. Cela pourrait également être dû au 

blocage des récepteurs exprimés dans les MDSCs dans lesquelles l'activation du récepteur induit la 

libération de facteurs immunosuppresseurs (Amoroso et al, 2015). 

D’un autre point de vue, utiliser un modulateur allostérique positif semble être une bonne 

stratégie dans le traitement des cancers. En effet, il pourrait notamment augmenter les réponses 

immunitaires comme il a été montré avec le modulateur allostérique positif HEI3090 en combinaison 

avec des points de contrôle immunitaires tels que l’anti-PD1. Dans cette étude, l’activation de P2X7 

sur les DC exprimant l’inflammasome permet la sécrétion d’IL-18 activant les NK et les LT CD4+. Ces 

derniers vont à leur tour libérer de l’IFN-γ stimulant alors les réponses immunitaires antitumorales ce 

qui permet l’installation d’une réponse immunitaire antitumorale mémoire (Douguet et al. 2021).  

Bien entendu les vecteurs rAAV ne peuvent pas être utilisés en clinique pour moduler l’action 

du récepteur P2X7. Dans cette étude l’utilisation des AAV nous permettait de faciliter l’injection et 

l’étude de la modulation de P2X7 de façon chronique. Chez l’homme, l’injection de nanobodies ou de 

constructions basées sur des nanobodies recombinants ou de molécules chimiques seraient en effet 

plus envisageables afin de moduler P2X7 à court terme. Il serait possible notamment d’inhiber P2X7 

dans les pathologies inflammatoires et le cancer ou encore de le potentialiser en fonction du variant 

exprimé par la tumeur. Et ceci, en combinaison avec des chimiothérapies immunogéniques ou des 

anticorps bloquant des points de contrôle immunitaires. De plus, nous ne pourrions pas utiliser 13A7-

Fc et 14D5-dimHLE en tant que constructions basées sur des nanobodies thérapeutiques chez 

l’homme, ceux-ci ciblant uniquement le récepteur murin. Une des constructions antagonistes de P2X7 

testé, 1C81, est capable de bloquer efficacement les récepteurs P2X7 murins et humains, il pourrait 
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donc être utilisé chez l’homme dans le cadre de maladies inflammatoires ou de cancers. L’utilisation 

de construction basées sur des nanobodies anti-CD73 et anti-PD-L1 ou d’une bispécifique anti-

CD73/PD-L1 pourrait également être une alternative dans le traitement des cancers. En effet, cibler 

ces deux voies de façon synergique pourrait permettre d’augmenter l’efficacité des réponses 

antitumorales. La construction bispécifique pourrait également réduire les effets secondaires liés aux 

inhibiteurs de points de contrôle immunitaires. En effet, en ciblant deux protéines surexprimées dans 

le TME, cela pourrait permettre de redistribuer spécifiquement les nanobodies bispécifiques au sein 

de la tumeur elle-même.  
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Annexes 
Collaboration, présentation d’un poster à la ESGCT 

Towards a single-shot prime-boost AAV-based vaccine for 
cancer immunotherapy 
A Franke, M Demeules, R Hardet, L Prager, M Bentler, N Jäschke, TC Ha, U Hacker, S Adriouch, H 
Büning 

Background 

Cancer is still among the leading causes of death with nearly 10 million people that died in 2020, 
highlighting the need for innovative treatment strategies. Cancer immunotherapies, like CAR-based 
therapies, immune checkpoint blockade, or vaccines, are examples for such novel treatment options 
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developed for improving the efficiency of cancer therapies. Adeno-associated virus (AAV) vectors 
have become the in vivo gene delivery tool of choice with marketing authorizations for AAV vector-
based gene therapies for monogenetic inherited diseases. Previously, we developed the single-shot 
prime-boost AAV vector-based vaccine strategy (Fig. 1) as novel vaccine platform and demonstrated 
its potency in inducing antigen-specific B cell responses 

 
Aim and Strategy 

Developing the single-shot prime-boost vaccine concept towards a cancer immunotherapy vaccine 
platform. Requirement: Induction of antigen-specific B and T cell responses Strategy: Well-described 
model antigen ovalbumin (Ova) as target antigen for the single-shot prime-boost vaccine. 

- Model-antigen Ova "displayed" on the capsid surface for priming of the immune system. 

- Model-antigen Ova secreted from transduced cells to boost antigen-specific immune responses. 

 
- Testing a prophylactic anti-tumor single-shot prime-boost vaccine strategy in the context of the 

syngeneic B16/F10-Ova and EG-7 (Ova+) tumor models – inoculated either 15 or  80 days post-
immunization. 

Conclusion 

The AAV-based single-shot prime-boost vaccine induced the production of Ova-specific CD4+ 
helper T cells, resulting in the production of anti-Ova IgG antibodies, as well as of CD8+ cytotoxic 
T cells. 

This Ova-specific immune response was potent in inhibiting the growth of Ova-expressing tumor 
cells, specifically of the more immunogenic EG7 (Ova+) lymphoma cells and of the more 
aggressive B16/F10-Ova melanoma cells. 

- Cohorts treated with the prime-boost vaccine construct demonstrated remarkably impaired 
tumor growth or even a complete lack of tumor engraftment, also when tumors were 
inoculated 80 days post immunization. 

- Establishment of a novel AAV-based anti-tumor vaccine strategy. 
➔ Next step: Test the AAV-based anti-tumor vaccine strategy with clinically relevant cancer-

related antigens. 
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Résumé 
Le récepteur P2X7 est un canal cationique sensible à l’ATP. Il est exprimé à la surface de diverses 
cellules immunitaires, en particulier les monocytes, les macrophages et les Tregs. P2X7 joue un rôle 
central dans l’inflammation en raison de sa capacité à activer l’inflammasome NLRP3 et à libérer de 
l’IL-1β et de l'IL-18. Son activation prolongée conduit à la formation d’un macropore non sélectif 
permettant l’entrée de molécules allant jusqu’à 900 Da et entrainant la mort cellulaire. Il est également 
exprimé par les cellules tumorales, cependant son rôle dans le cancer reste complexe. Afin d’étudier 
la modulation de P2X7 dans l’inflammation et le cancer, nous avons mis au point la méthodologie 
AAVnano. Nous avons testé plusieurs constructions basées sur des nanobodies sous différents formats 
afin de sélectionner un antagoniste spécifique de P2X7 (13A7-hcAb) et un potentialisateur de P2X7 
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(14D5-dimHLE) modulant à long terme l’activité de ce récepteur. Nous avons validé cette 
méthodologie dans l’inflammation aiguë et chronique du colon dans un modèle DSS. Bloquer P2X7 
permettait de diminuer le score clinique tandis que le potentialiser augmentait ce score. Dans le 
contexte tumoral, nous avons utilisé des greffes syngéniques ectopiques sous-cutanées. Nous avons 
démontré qu’inhiber P2X7 permettait de réduire le volume tumoral quand la tumeur l’exprime. La 
potentialisation de P2X7 en combinaison avec une chimiothérapie induisant la mort immunogénique 
permet de stimuler les réponses immunitaires antitumorales, de diminuer le volume tumoral et 
d’améliorer la survie des animaux. Nous avons également combiné 14D5-dimHLE avec d’autres 
AAVnano ciblant PD-L1 (PD-L1-dimHLE), CD73 (CD73-dimHLE) ou les deux (CD73/PD-L1-HLE) dans deux 
modèles tumoraux. La combinaison de 14D5-dimHLE avec PD-L1-dimHLE a montré des effets 
bénéfiques sur le volume tumoral et la survie des animaux. Pour finir, la construction bispécifique 
CD73/PD-L1-HLE seule ou en combinaison avec 14D5-dimHLE permettait de diminuer de façon plus 
importante le volume tumoral des animaux.  

Abstract 
P2X7 receptor is an ATP-sensitive cation channel expressed on the surface of various immune cells, in 
particular monocytes, macrophages and Tregs. P2X7 plays a central role in inflammation due to its 
ability to activate the NLRP3 inflammasome and to release IL-1β and IL-18. Its prolonged activation 
leads to the formation of a non-selective macropore allowing the entry of molecules up to 900 Da and 
leads to cell death. It is also expressed by tumour cells, however its role in cancer is still complex. To 
study the modulation of P2X7 in inflammation and cancer, we developed the AAVnano methodology. 
We tested several nanobody-based constructs and different formats allowing us to select a specific 
P2X7 antagonist (13A7-hcAb) and a P2X7 potentiator (14D5-dimHLE) modulating the activity of this 
receptor in the long term. We confirmed this methodology in acute and chronic colon inflammation in 
a DSS model. Blocking P2X7 decreased the clinical score while potentiating it increased the score. In 
the tumor context, we used subcutaneous syngeneic transplant and demonstrated that inhibiting P2X7 
reduces tumor volume when the tumor expresses this receptor. Stimulation of P2X7 in combination 
with immunogenic death-inducing chemotherapy resulted in enhanced antitumor immune responses, 
reduced tumor volume and improved animal survival. We also tested the combination of 14D5-dimHLE 
with other AAVnano targeting PD-L1 (PD-L1-dimHLE), CD73 (CD73-dimHLE) or both (CD73/PD-L1-HLE) 
in two tumor models. The combination of 14D5-dimHLE with the PD-L1-dimHLE results in reduced 
tumor volume and improved animal survival. The CD73/PD-L1-HLE bispecific alone or in combination 
with 14D5-dimHLE construct was able to reduce the tumor volume of the animals to a greater extent. 

 


