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Résumé 

Les cancers représentent une des premières causes de mortalité dans le monde et leur 

gravité repose le plus souvent sur l'envahissement métastatique que sur le développement de 

la tumeur primaire. Le développement des métastases est un processus complexe impliquant 

de nombreuses étapes dont certaines sont accomplies par les cellules cancéreuses après 

qu’elles aient acquis un pouvoir invasif caractérisé par leur capacité à migrer et à franchir la 

membrane basale et à remodeler la matrice extracellulaire qui les entoure. L’implication des 

canaux ioniques dans les propriétés de migration et d’invasion des cellules cancéreuses s’est 

heurtée au début à un scepticisme des scientifiques, mais est maintenant bien admise.  

Les récepteurs P2X sont des récepteurs ionotropiques : des canaux ioniques dont 

l'ouverture est dépendante de la fixation d’adénosine 5’-triphosphate (ATP) sur un site 

récepteur extracellulaire. Parmi les récepteurs P2X, les récepteurs P2X7 présentent des forts 

niveaux d’expression dans les tumeurs et non dans les tissus non cancéreux correspondants. 

Cependant leur fonctionnalité autant que leur rôle dans la biologie de la cellule cancéreuse 

reste controversée. Nous avons montré que parmi tous les récepteurs de la famille P2X, seuls 

les récepteurs P2X7 sont fonctionnels dans les cellules cancéreuses hautement invasives de la 

lignée MDA-MB-435s, et non dans des lignées non cancéreuses. L'activation des récepteurs 

P2X7 par l'ATP extracellulaire est responsable de changements morphologiques, à savoir 

l’émission de prolongements cellulaires et de filopodes conduisant à l’acquisition d'un 

phénotype pro-migratoire. La stimulation purinergique des récepteurs P2X7 induit une 

augmentation de la migration cellulaire. Les changements dans la morphologie des cellules 

cancéreuses et l'augmentation de la migration semblent être due à l'activation des canaux 

potassiques SK3 par le Ca
2+

. L’activation des récepteurs P2X7 augmente considérablement la 

dégradation de la matrice extracellulaire et l’invasion cellulaire. Cette augmentation implique 

la libération des formes matures de cathepsines à cystéine dans le milieu extracellulaire. Tous 

les effets observés (sur la morphologie, la migration et l’invasion cellulaire) sont inhibés en 

présence d’antagonistes spécifiques des récepteurs P2X7 et par l’extinction moléculaire des 

récepteurs P2X7 par la technique des siRNA. Par ailleurs les récepteurs P2X7 stimulent 

l’invasivité des cellules cancéreuses in vivo dans un modèle de micrométastases chez 

l’embryon de poisson zèbre. 

L’émodine (1,3,8-trihydroxy-6 méthylanthraquinone), une anthraquinone isolée à 

partir de la Rheum officinale Baill (rhubarbe de chine), présente des propriétés anti-

inflammatoires et anticancéreuses. Nous avons testé l’effet de l’émodine sur l’invasivité des 
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cellules MDA-MB-435s dépendante du récepteur P2X7. L’émodine diminue l’invasivité des 

cellules cancéreuses MDA-MB-435s in vitro et in vivo via l’antagonisme des récepteurs P2X7. 

Nos résultats démontrent le rôle déterminant de la fonctionnalité des récepteurs P2X7 dans 

l’invasivité cellulaire, un paramètre clé pour le développement des métastases. 

 

Mots-clés : Récepteur P2X7, migration cellulaire, invasivité cellulaire, cathepsines à cystéine, 

émodine. 
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Résumé en anglais 

Cancers are a leading cause of death in the world and their severity depends mostly on 

the appearance of metastases rather than the development of the primary tumor. The 

development of metastases consists of a complex series of events accomplished by tumour 

cells after they acquire numerous abilities, one of which being the acquisition of an invasive 

potency. This mainly lies into an enhanced migration and the ability to digest the extracellular 

matrix. The involvement of ion channels in the properties of cancer cells migration and 

invasion was met in the beginning, with skepticism of scientists, but is now well accepted. 

P2X7 receptors (P2X7R) are unusual plasma membrane ion channel activated by 

extracellular ATP. Among P2X receptors, P2X7R have been described as potential cancer cell 

biomarkers. However, their functionality as well as their role in the biology of the cancer cell 

are unknown. Here, we show, in the highly aggressive human breast cancer cell line  

MDA-MB-435s, that P2X7 receptor is highly expressed and fully functional. Its activation is 

responsible for the extension of neurite-like cellular prolongations, of the increase in cell 

migration and in cell invasion through extracellular matrix. The change in cancer cell 

morphology and the increased migration appeared to be due to the activation of Ca
2+

-activated 

SK3 potassium channels. The enhanced invasion through the extracellular matrix was related 

to the increase of mature forms of cysteine cathepsins in the extracellular medium, which was 

independent of SK3 channel activity and not associated with cell death. Pharmacological 

targeting of P2X7R in vivo was crucial for cell invasiveness in a zebrafish model of 

metastases.  

Emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone), isolated from the rhubarb Rheum 

officinale Baill, is an anthraquinone derivative and is known to possess anti-inflammatory, 

and antitumor properties. We tested the effect of emodin on the P2X7R-dependent MDA-MB-

435s cancer cells invasiveness. Emodin reduces MDA-MB-435s cancer cells invasiveness in 

vitro and in vivo by specifically antagonizing the P2X7R. Our results demonstrate a novel 

mechanistic link between P2X7R functionality in cancer cells and invasiveness, a key 

parameter in tumour growth and in the development of metastases. 

 

Keywords: P2X7 receptors, migration, cancer cell invasion, cystein cathepsins, emodin. 
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Le cancer, mal du siècle encore insaisissable, n’a de cesse d’être combattu. Malgré 

cela il reste une des premières causes de mortalité dans le monde. De nombreuses recherches 

sont menées afin de trouver de nouvelles cibles et de nouveaux traitements pour soigner, 

améliorer la qualité de la vie des patients et endiguer ce fléau. Le cancer du sein est le cancer 

féminin le plus fréquent dans le monde. Chaque année, plus d’un million de cas sont 

diagnostiqués et plus de 400 000 patientes en meurent. La forte mortalité associée à ce cancer 

résulte principalement du développement métastatique. Ce processus métastatique est possible 

grâce à l’acquisition par les cellules cancéreuses de différentes caractéristiques leur 

permettant de s’échapper de la tumeur primaire, de s’implanter et d’envahir des nouveaux 

tissus. L’invasivité des cellules cancéreuses est caractérisée par une capacité migratoire 

accrue ainsi que par la capacité à dégrader la matrice extracellulaire. Il est par conséquent 

nécessaire de comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu au cours des 

étapes du développement métastatique afin de lutter efficacement contre la maladie. 

 

Depuis de nombreuses années, les canaux ioniques, qui sont des protéines 

membranaires impliquées dans de nombreux phénomènes physiologiques font l'objet d'une 

attention particulière dans le domaine de la recherche en cancérologie. Leur implication dans 

des fonctions des cellules cancéreuses comme la prolifération cellulaire, dans les phénomènes 

de migration et d’invasion cellulaire a été démontrée à maintes reprises. De ce faite les canaux 

ioniques peuvent présenter des cibles thérapeutiques de choix par l'utilisation de molécules 

modulant leur activité. 

 

Depuis plus d’une dizaine d’année, l’unité Inserm U1069 "Nutrition, Croissance et 

Cancer", s’intéresse à déterminer le rôle de différents canaux ioniques dans la régulation des 

propriétés de migration et d’invasivité des cellules cancéreuses. Parmi ces canaux ioniques, le 

récepteur-canal P2X7, dernier membre de la famille des récepteurs purinergiques P2X est 

activé par l’adénosine 5’-triphosphate (ATP) extracellulaire. Ces récepteurs P2X7 présentent 

des forts niveaux d’expression dans plusieurs types de cancers (sein, prostate, thyroïde…) et 

non dans les tissus non cancéreux correspondants. Cependant leur fonctionnalité (formation 

d’un courant cationique) autant que leur implication dans des propriétés associées au 

développement des tumeurs (contrôle de la prolifération ou de l’apoptose) n’étaient pas 

clairement définies. De même leur implication dans d’autres paramètres tels que la migration 

et l’invasion des cellules cancéreuses n’avait jamais été évaluée. 
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L’objectif de mon projet de thèse a été de caractériser l’expression ainsi que la 

fonctionnalité des récepteurs P2X7 dans les cellules cancéreuses humaines hautement 

invasives MDA-MB-435s et de déterminer leurs rôles dans les paramètres cellulaires connus 

pour être impliqués dans la croissance et la progression tumorale. Les résultats obtenus 

permettent une meilleure compréhension du rôle joué par ces récepteurs dans les cellules 

cancéreuses mammaire et pourraient conduire à proposer les récepteurs P2X7 comme de 

nouveaux marqueurs pronostiques ou éventuellement de nouvelles cibles thérapeutiques 

contre le cancer. 
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I. Le cancer du sein 

Le cancer occupe une place centrale au sein des préoccupations des Français en 

matière de santé publique. En dépit des progrès thérapeutiques réalisés et des grandes 

avancées en terme de compréhension des mécanismes de cancérisation, le cancer demeure 

encore aujourd’hui perçu comme la maladie grave par excellence. En France, le cancer touche 

un homme sur deux et une femme sur trois. Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers 

chez la femme (Belot et al., 2008) et représente la première cause de mortalité féminine par 

cancer dans le monde (Jemal et al., 2011). Le développement des métastases, successif au 

départ de cellules cancéreuses de la tumeur primaire, à leur dissémination dans la circulation 

générale et à leur installation dans des tissus secondaires, constitue la principale cause de 

mortalité du cancer du sein. Le stade de développement de la maladie au moment du 

diagnostic est très important dans la prise en charge thérapeutique. Diagnostiqué et traité 

précocement (cancer in situ), le cancer du sein présente un très bon pronostic en terme de 

survie (survie à 5 ans > 85%), en revanche, si la maladie est détectée à un stade avancé 

(présence de métastases), la survie à 5 ans chute à 23% (Youlden et al., 2012). Il existe 

suffisamment de preuves permettant d’affirmer que des facteurs génétiques, des facteurs 

environnementaux et des facteurs liés au style de vie jouent un rôle important dans l’étiologie 

de cette maladie. Il apparaît ainsi indispensable d’améliorer la compréhension des 

mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la progression tumorale et 

responsables de la dissémination des cellules cancéreuses dans l’organisme et aboutissant aux 

métastases, pour mieux prévenir diagnostiquer et traiter ce fléau. 

A. La glande mammaire  

1. Structure 

Les glandes mammaires sont incluses dans les seins. Elles sont rudimentaires et 

dépourvues de fonction chez l’homme. Chez la femme adulte la glande mammaire est formée 

par la réunion d’une vingtaine de glandes indépendantes les unes des autres: les lobes, elles-

mêmes subdivisées en lobules et acini. Ces lobules constituent la partie sécrétrice de la glande 

mammaire et débouchent au sommet du mamelon à travers les canaux galactophores. 

L’acinus est une cavité glandulaire constituée d’une couche de cellules internes d’épithélium 

http://www.monsein.fr/Mon-sein/Anatomie/La-structure-du-sein#glossary106
http://www.monsein.fr/Mon-sein/Anatomie/La-structure-du-sein#glossary262
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cubique sécrétoire et une couche externe de cellules myoépithéliales (tissu contractile, capable 

d’éjecter le lait en réponse au stimulus de succion). La glande mammaire est entourée d’un 

tissu adipeux qui forme le volume du sein et protège la glande. Cette couche graisseuse est 

cloisonnée par de nombreux tractus conjonctifs : les ligaments de Cooper qui unissent la face 

profonde du derme à la glande. Elle se compose également d’un tissu conjonctif de soutien 

composé de fibroblastes et d’un réseau de collagène, de laminine et de glycosaminoglycanes 

et d’un tissu mésenchymateux riche en vaisseaux sanguins, de canaux lymphatiques et de 

nerfs (Figure 1).  

Figure 1 : Anatomie du sein.  

Schéma d’une coupe sagittale du sein (a) et représentation schématique d’un lobe glandulaire (b). 
Sources: [adresses valides vérifiées le 12 novembre 2013] 

a.http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/sante/epidemiologie/cancersein/glandemammaire/glande_mamm_cancerisation 

b.http://www.cellbiol.net/ste/alpHERCEPTIN1.php 

2. Développement 

L'organogenèse du sein est un phénomène tardif puisque la glande mammaire est 

l’unique organe se développant majoritairement après la naissance. La croissance mammaire 

est étroitement liée à l'environnement hormonal (hormones stéroïdiennes : œstrogène, 

progestérone, androgènes, cortisol ; et hormones peptidiques : prolactine, hormone de 

croissance, insuline) et se fait après la puberté et elle ne se termine qu'au cours de la première 

grossesse menée à terme. Au cours de la vie fœtale, et plus particulièrement lors du troisième 

trimestre de la grossesse, les œstrogènes et la progestérone produits par la mère, provoquent 

une canalisation de l’épithélium mammaire, une différenciation du parenchyme mammaire et 

la formation des canaux galactophores, ainsi que le développement du réseau lobulo-

alvéolaire. 

À la naissance la glande mammaire est rudimentaire et consiste presque uniquement 

en la présence de canaux lactifères. Elle reste quiescente jusqu’à la puberté. Lors de la puberté 

http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/sante/epidemiologie/cancersein/glandemammaire/glande_mamm_cancerisation
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une légère augmentation de la ramification des canaux galactophores et de la lobulation à 

partir du tissu conjonctif se produit. Durant chaque cycle menstruel, la glande mammaire subit 

des fluctuations du parenchyme mammaire selon les variations des concentrations 

plasmatiques d’œstrogènes et de progestérone. Les sécrétions hormonales liées aux premiers 

cycles ovulatoires stimulent la croissance et la multiplication des canaux galactophores sous 

l’action des œstrogènes. Le tissu glandulaire, les lobules et les alvéoles se développent sous 

l’action de la progestérone. La suite du développement mammaire reprendra et s’achèvera lors 

de la première grossesse avec l’élaboration des structures permettant la lactation. Au cours de 

la grossesse, les ramifications terminales des canaux se multiplient et de nombreuses alvéoles 

se développent. La glande mammaire n’achève véritablement son développement qu’avec la 

première lactation. Les alvéoles régressent lors du sevrage et la glande revient à son état 

initial. À la ménopause, la glande mammaire s’atrophie suite au déclin des fonctions 

ovariennes, les canaux galactophores sont maintenus mais les alvéoles restantes continuent de 

régresser avec l’âge (processus appelé involution) (McGee et al., 2006) mais le volume du 

sein ne diminue pas toujours, compensé par l’augmentation des tissus graisseux. 

B. Epidémiologie du cancer du sein 

1. Incidence et mortalité 

Chaque jour des milliers de femmes sont diagnostiquées avec un cancer du sein. Ce 

fléau reste de loin le cancer le plus fréquent chez la femme partout dans le monde et 

également la principale cause de mortalité féminine liée au cancer, ce qui représente 23% (soit 

1,38 million) du total des nouveaux cas de cancer et 14% (soit 458 400) des décès totaux par 

cancer en 2008 (Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2011) (Figure 2). Les taux d'incidence 

montrent des disparités géographiques. Ainsi les taux les plus élevés sont enregistrés en 

Europe de l’ouest et en Amérique du Nord, alors que les taux sont plus faibles en Afrique et 

en Asie. Le cancer du sein est désormais le cancer féminin le plus répandu dans les pays 

industrialisés autant que dans les pays en voie de développement. Le taux d’incidence est plus 

élevé (plus de 80 pour 100.000) dans les pays industrialisés à l’exception du Japon, et plus 

faible (moins de 40 pour 100.000) dans la plupart des pays en voie de développement. 

En France aussi, le cancer du sein occupe la première place des cancers chez la femme (Belot 

et al., 2008) avec environ 53 000 nouveaux cas, nettement devant le cancer du côlon-rectum 

(19 000 nouveaux cas) et le cancer du poumon (12 000 cas). Il représente plus de tiers de 

l’ensemble des cancers féminins. Il est également le cancer qui cause le plus grand nombre de 
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décès par cancer chez la femme avec environ 11 500 décès estimés en 2011, devant le cancer 

du côlon-rectum (8 300 décès) et le cancer du poumon (8 100 décès). Il représente 18,3 % des 

décès féminins par cancer (selon La situation du cancer en France en 2012. Traitement INCa 

2011).  

 
Figure 2 : Estimation des nouveaux cas et de décès par cancer chez la femme dans le monde. 

Source: GLOBOCAN 2008 (Jemal et al., 2011). 

2. Facteurs de risque 

Plusieurs facteurs sont connus pour influencer la survenu du cancer du sein. 

a) Facteurs personnels  

Les hommes peuvent développer un cancer du sein, mais cette maladie est environ 100 

fois plus fréquente chez les femmes que chez les hommes. La présence de canaux 

galactophores primitifs, mais aussi la faible quantité d'hormones femelles œstrogène et 

progestérone produite chez l’homme les rendent ainsi susceptibles de développer un cancer du 

sein. 

Le risque du cancer du sein augmente avec l’âge (Tableau 1) comme d’ailleurs beaucoup 

d’autres maladies telles que les maladies cardiovasculaires ceci peut être expliqué par une 

moins bonne efficacité des mécanismes de réparation de l’ADN lors du vieillissement et par 

la durée d’exposition aux substances carcinogènes. 
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Tableau 1: Incidence et mortalité estimées du cancer du sein en France métropolitaine chez la femme en 

2012, selon l'âge. 

 
* : taux standardisés monde pour 100 000 personnes-années 

Sources : Estimation nationale de l'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012. Partie 1 

- Tumeurs solides 

Traitement : INCa 2013 

 

b) Facteurs génétiques et antécédents familiaux 

Les cancers du sein dus à une transmission génétique (cancers dits héréditaires) 

représentent 5 à 10 % des cas de cancer du sein. Les femmes ayant de proches parentes (mère 

ou sœur) qui ont été diagnostiquées avec un cancer du sein ont un risque plus grand de 

développer cette maladie. Ce risque est d’autant plus élevé chez les femmes d’âge jeune 

(Pharoah et al., 1997). 5 à 10 % des cas de cancer du sein héréditaire sont dûs à des mutations 

dans deux gènes appartenant à la classe de gène dits "gènes suppresseurs de tumeurs": 

BRCA1 et BRCA2 (BReast CAncer) (Peto et al., 1999). Ces gènes codent pour des protéines 

(breast cancer susceptibility protein) intervenant dans la réparation des cassures des brins 

d’ADN endommagés lors de certaines divisions cellulaires. En cas de mutation du gène 

BRCA1 le risque de cancer du sein est de 40% à 87%, tandis qu’il est de 18% à 88% lorsque 

la mutation est associée au gène BRCA2 (Group, 2000; Metcalfe et al., 2010). Des mutations 

de ces mêmes gènes entraînent aussi une augmentation des risques de développer des cancers 

de l’ovaire. 

c) Facteurs hormonaux 

Hormones endogènes : Les hormones sexuelles endogènes sont impliquées dans le 

développement normal de la glande mammaire (prolifération/différenciation des cellules 

épithéliales) et jouent aussi un rôle important en tant que facteurs de risque du cancer du sein. 

Il est démontré que le risque de survenue du cancer du sein est légèrement plus élevé chez les 

femmes ayant eu leurs premières menstruations avant l’âge de 12 ans ou ayant leur 

ménopause de façon tardive (après 50 ans) (Nkondjock and Ghadirian, 2005). L'augmentation 
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de ce risque peut s’expliquer par une exposition prolongée aux hormones ovariennes : 

œstrogène et progestérone. À l’inverse le risque du cancer du sein diminue chez les femmes 

qui ont mené au moins une grossesse à terme avant l’âge de 30 ans (cette première grossesse 

permet une maturation complète de la glande mammaire qui bénéfice alors de l’influence 

protectrice de la progestérone prévenant ainsi une possible initiation tumorale). La maternité 

précoce, la multiparité et l’allaitement réduisent aussi ce risque (Key et al., 2001). 

Hormones exogènes : Il a été montré que l’utilisation des contraceptifs oraux, surtout 

tardivement dans la vie reproductive, et des traitements hormonaux substitutifs (THS) 

augmente le risque du cancer du sein (Key et al., 2001).  

d) Autres facteurs 

D'autres facteurs tels qu’une taille élevée des femmes à l'adolescence, les maladies 

bénignes du sein, la densité élevée de tissu mammaire en mammographie (Boyd et al., 1998), 

l’exposition à des rayonnements ionisants à forte dose (compte tenue que le sein est l’un des 

organes les plus sensibles aux effets des radiations), l'obésité après la ménopause et la 

sédentarité sont associés à un risque accru de cancer du sein (Gerber et al., 2003; Nkondjock 

and Ghadirian, 2005). La consommation d’alcool augmente le risque de cancer du sein (Boyle 

and Boffetta, 2009). Une bonne hygiène de vie avec un maintien de l’équilibre énergétique et 

une activité physique régulière semblent au contraire avoir des effets préventifs. 

C. Biologie du cancer du sein  

Comme nous venons de le décrire, la glande mammaire normale est constituée d’une 

multitude de cellules qui subissent des phases de croissance et de différenciation. Ceci en fait 

un organe dynamique qui est en évolution permanente sous l’influence d’hormones et de 

facteurs de croissance, mais le rend aussi plus susceptible aux transformations cancéreuses 

(Olsson, 2000).  

1. La cancérogénèse : 

La modélisation du processus de la carcinogenèse peut se résumer en trois étapes: 

l’initiation, la promotion et la progression (Figure 3).  

a) Initiation 

L’initiation débute avec des lésions de l'ADN dans une population de cellules d’une 

façon spontanée ou causées par l’exposition à des agents cancérigènes de nature chimique, 
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physique (radiations ionisantes), bactérienne ou virale. Durant toute la vie cellulaire, l’ADN 

génomique est soumis à des agressions. Dans la majeure partie des cas, ces modifications de 

l'ADN passent inaperçues car des mécanismes réparateurs corrigent ces défauts. En absence 

de réparation, il peut se produire une accumulation de mutations génétiques qui deviennent 

permanentes et se transmettent à la descendance cellulaire. Ces altérations génomiques 

associées à l’initiation cancéreuse touchent des gènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire, la régulation de la différenciation et de la sénescence cellulaire, la régulation de 

l’apoptose et le contrôle du maintien de l’intégrité du génome. Ces altérations aboutissent à 

des gains ou des pertes de fonction qui bouleversent l’homéostasie cellulaire : ceci par 

l’activation et la surexpression des proto-oncogènes qui favorisent la multiplication cellulaire 

comme c-MYC (codant pour un facteur de transcription), RAS (codants pour des petites 

GTPases) et/ou par une perte de fonction de gène suppresseur qui eux ralentissent la 

multiplication comme BRCA1 et BRCA2 (décrits auparavant). Lors de la phase d’initiation, 

les cellules ne sont pas transformées, mais sont génétiquement anormales. Ces cellules initiées 

peuvent rester à l’état quiescent, c'est-à-dire sans exprimer leur potentialité oncogène, sur une 

longue période pouvant aller de quelques semaines à de nombreuses années. 

b) Promotion 

La promotion est la seconde étape de la cancérogénèse, elle correspond à la 

multiplication anarchique des cellules initiées (mutées). Durant cette phase, des mutations 

continuent d’intervenir et contribuent à sélectionner des cellules proliférant de façon 

indépendante vis-à-vis de leur environnement et qui perdent leur capacité de communication 

intercellulaire. Elles passent alors d'un état quiescent à un état prolifératif. Les cellules 

cancéreuses deviennent autonomes pour leur prolifération grâce notamment à la capacité de 

synthèse d’un certain nombre de facteurs comme la surexpression d’IGF (Insuline Growth 

Factor), d’EGF (Epithelial Growth Factor) ou encore TGF-α (Transforming Growth Factor). 

La phase de promotion aboutit ainsi à la formation d’une tumeur bénigne qui n’est pas encore 

cancéreuse. 

c) Progression 

Au cours de cette phase, de nouvelles modifications génétiques irréversibles et 

supplémentaires permettent aux cellules d’acquérir des propriétés de malignité. Cette dernière 

phase de la cancérogénèse conduit à la transformation de la tumeur bénigne suite à une 

multiplication des cellules malignes, en tumeur maligne cliniquement détectable (à partir de 
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10
9
 cellules). La tumeur envahit alors l’organe dans lequel elle est implantée perturbant son 

fonctionnement (cancer in situ). Toutefois la phase de progression aboutit parfois à une 

extension à distance (cancer invasif). Les cellules sont alors disséminées dans l’organisme par 

voie hématogène ou lymphatique conduisant à l’établissement de métastases (tumeurs 

secondaires).  

 

 

Figure 3 : Schéma illustrant les trois étapes de la cancérogénèse. 

Illustration réalisée grâce à Servier Medical Art. 

 

Le processus multi-étapes du développement d’une tumeur maligne repose ainsi sur la 

sélection de cellules ayant acquis et développé des caractéristiques qui leur sont propres leur 

permettant de s’adapter et de survivre dans leur environnement tumoral. Six fonctions 

premières acquises par les cellules cancéreuses étaient initialement proposées par Hanahan et 

Weinberg en 2000 : Autonomie vis-à-vis des signaux de croissance, l’insensibilité aux 

signaux d’inhibition de croissance cellulaire, l’échappement au processus de vieillissement 

cellulaire (sénescence réplicative) et au système de mort cellulaire programmée (l’apoptose), 

l’acquisition d’un potentiel réplicatif illimité, la capacité à induire et stimuler des nouveaux 
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vaisseaux sanguins (angiogénèse) et l'acquisition d'un pouvoir accrue de dissémination 

tissulaire et invasif (Hanahan and Weinberg, 2000). Ces auteurs y ajoutent la capacité de 

modifier ou reprogrammer le métabolisme cellulaire afin de soutenir plus efficacement la 

prolifération néoplasique, le métabolisme des cellules cancéreuses et l’échappement à la 

vigilance du système immunitaire ainsi que deux nouvelles propriétés qui favorisent 

l’établissement des huit autres: l’instabilité génomique et l’importance de l’inflammation 

(Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 4).  

 

Figure 4 : Les dix caractéristiques des cellules cancéreuses. 

Modifié d’après Hanahan & Weinberg 2011(Hanahan and Weinberg, 2011). 

 

L’acquisition de ces diverses propriétés des cellules cancéreuses ne peut que 

partiellement expliquer le processus métastatique correspondant à la dissémination des 

cellules dans l’organisme et à la colonisation de nombreux organes. Il est maintenant admis 

qu’une tumeur ne se résume pas seulement à des amas de cellules cancéreuses isolées mais 

constitue un véritable organe au sein duquel prospèrent les cellules cancéreuses dans un 

microenvironnement aberrant composée d’une matrice extracellulaire (MEC) remodelée et de 

nombreuses cellules non cancéreuses. Tous ces éléments communiquent entre eux de manière 

dynamique et directe, via de contraintes structurelles (molécules d’adhésion) ou indirectement 

par le biais des facteurs biochimiques secrétés dans le milieu extracellulaire (facteurs de 

croissance, cytokines, hormones, chemokines…). Le dialogue entre les cellules cancéreuses et 

leur microenvironnement s’avère essentiel pour la croissance et la progression tumorale. 
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2. Rôle du microenvironnement tumoral 

Le microenvironnement tumoral, connu aussi sous le nom de stroma tumoral, est 

composé d’un cortège d’éléments cellulaires constitué par les fibroblastes, les cellules 

endothéliales qui forment les parois des vaisseaux sanguins et lymphatiques, les péricytes et 

les cellules inflammatoires (Figure 5). Tous ces éléments sont entourés d’une matrice 

extracellulaire. En 1971, Folkman a proposé l’hypothèse selon laquelle sans vaisseau sanguin, 

une tumeur ne pouvait pas grossir au-delà d’une taille critique et ne pouvait pas métastaser à 

d’autres organes, mettant ainsi l’accent sur l’importance des vaisseaux sanguins dans la 

croissance tumorale (Folkman, 1971). En effet la vascularisation tumorale est nécessaire aux 

échanges gazeux et notamment à l’apport d’oxygène, l’apport en nutriments et à l’élimination 

des déchets du métabolisme cellulaire. Sans cela les cellules cancéreuses meurent par 

apoptose ou par nécrose. Les cellules endothéliales forment le système vasculaire associé à la 

tumeur et jouent ainsi un rôle très important dans le développement tumoral. Lors du 

processus d’angiogénèse tumoral, les cellules endothéliales prolifèrent et synthétisent des 

enzymes protéolytiques, telles que les métalloprotéases matricielles (MMPs) ou les 

collagénases, qui permettent la dégradation de la membrane basale endothéliale préexistante. 

Une extension de bourgeons endothéliaux à la surface des vaisseaux vers le site tumoral et la 

croissance d’un réseau capillaire s’en suivent. Les cellules endothéliales des vaisseaux 

lymphatiques, quant à elles, jouent le rôle de canaux formant des pistes au sein de la tumeur et 

permettant aux cellules cancéreuses d’atteindre les ganglions lymphatiques. Les péricytes 

jouent un rôle important de soutien structural au niveau de la lame basale de l’endothélium 

des capillaires qu’elles entourent (Hanahan and Weinberg, 2011).  

Les fibroblastes jouent un rôle capital dans le remodelage de la MEC puisqu’ils 

produisent à la fois ses protéines constitutives majeurs (Laminine, fibronectine, collagène) 

mais aussi de nombreuses MMPs. Les fibroblastes participent également aux processus 

inflammatoires (secrétions de facteurs chimiotactiques et d’intérféron β). En conditions 

physiologiques, le stroma contient un nombre minimal de fibroblastes. Dans le stroma 

tumoral, les fibroblastes sont beaucoup plus nombreux. Ils constituent la composante 

cellulaire la plus importante du microenvironnement tumoral. Ils présentent aussi une 

modification de leur phénotype qui se traduit par l’apparition de l’expression de l’α-smooth 

muscle actin (α-SMA) et de la vimentine. Ces fibroblastes prennent le nom de 

myofibroblastes tumoraux. Dans le cancer du sein, il est estimé que 80% des fibroblastes se 

transforment en myofibroblastes (Sappino et al., 1988). Les fibroblastes participent à 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lame_basale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Endoth%C3%A9lium
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promouvoir la tumorogenèse en améliorant l'angiogénèse, la prolifération, la survie, l'invasion 

et la dissémination métastatique des cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 2011).  

Le stroma tumoral comprend également des cellules inflammatoires qui fonctionnent, contre 

toute attente, de manières contradictoires: ces cellules inflammatoires peuvent avoir une 

action pro-tumorale ou anti-tumorale. La liste des cellules inflammatoires pro-tumorales 

comprend désormais les macrophages, les mastocytes, les polynucléaires neutrophiles ainsi 

que les lymphocytes T et B (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Murdoch et al., 

2008; De Palma et al., 2007). Plusieurs études ont montré que ces cellules libèrent des 

facteurs qui leurs confèrent une activité pro-tumorale. Parmi ces facteurs on peut citer le 

facteur qui stimule la croissance tumorale (y compris celle des cellules cancéreuses) EGF, le 

facteur de croissance angiogénique VEGF (Vascular endothelial growth factor), d'autres 

facteurs pro-angiogéniques tels que le FGF2 (Fibroblast growth factor), les chemokines, les 

cytokines pro-inflammatoires, et notamment celles qui sont des médiateurs pro-angiogéniques 

tels que le TNFα, le TNFβ, et les interleukines IL-1 et IL-6. Ces cellules produisent également 

des enzymes dégradant la MEC pro-angiogéniques et/ou pro-invasive comme les MMP-9 

(produite par les macrophages et qui joue un rôle important dans la régulation de 

l’angiogénèse en mobilisant le VEGF séquestré par la MEC et en stimulant la prolifération 

des cellules endothéliales vasculaires) mais d'autres métalloprotéases matricielles comme les 

cathepsines à cystéines et les héparanases (Murdoch et al., 2008; Qian and Pollard, 2010). Les 

cellules inflammatoires infiltrant la tumeur sont impliquées ainsi dans l’induction et la 

stimulation de l'angiogénèse tumorale, la prolifération des cellules cancéreuses et facilitent 

l'invasion des tissus. Elles soutiennent ainsi la dissémination métastatique des cellules 

cancéreuses (Egeblad et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Joyce and Pollard, 2009; 

Murdoch et al., 2008; De Palma et al., 2007; Qian and Pollard, 2010). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Fibroblast_growth_factor
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Figure 5: Microenvironnement de la tumeur primaire.  

Les cellules cancéreuses de la tumeur primaire sont entourées d’un microenvironnement complexe comportant 

de nombreuses cellules, notamment les cellules endothéliales qui forment les parois des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques, les fibroblastes du stroma, les péricytes et une variété de cellules inflammatoires y compris les 

macrophages, les neutrophiles… (Joyce and Pollard, 2009). 

 

Le microenvironnement de la tumeur, comme nous venons de le voir, n’est pas neutre 

et joue un rôle clé dans la prolifération et l'invasivité des cellules cancéreuses. La composition 

biochimique du milieu extracellulaire et en particulier la présence de facteurs autocrines et 

paracrines est cruciale dans la modulation de la croissance et de l’échappement des cellules 

cancéreuses ainsi que dans l'infiltration des tumeurs et des sites inflammatoires par des 

cellules immunitaires. Des résultats montrent que la concentration en ATP est augmentée dans 

le tissu interstitiel des tumeurs (Pellegatti et al., 2008). Ainsi les sites tumoraux sont connus 

pour présenter de très fortes concentrations d’ATP ( > 100 µM), tandis que ce nucléotide est 

normalement indétectable dans les tissus sains (Michaud et al., 2011; Pellegatti et al., 2008). 

Il a été reporté récemment l’implication de l’ATP dans l’interaction hôte tumeur. Ce 

nucléotide agit comme molécule de signalisation extracellulaire (Corriden and Insel, 2010) et 
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active des récepteurs purinergiques membranaires que l’on peut subdiviser en deux groupes : 

les récepteurs P2Y qui sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires, couplés à des 

protéines G hétérotrimériques, et les récepteurs P2X qui sont des récepteurs canaux (Khakh 

and North, 2006). En tant que médiateur extracellulaire, l’ATP participe à la régulation de la 

croissance et la différenciation cellulaire et peut également être impliquée dans la 

transformation néoplasique (Corriden and Insel, 2010). 

3. Cascade métastatique 

Le processus métastatique correspond à la dissémination des cellules cancéreuses à 

partir de la tumeur primaire, vers de nouveaux tissus et organes éloignés, afin d’y former de 

nouvelles tumeurs (tumeurs secondaires) (Figure 6). La dissémination métastatique est un 

événement clé dans l’histoire de la maladie cancéreuse, parce qu’elle transforme une maladie 

locorégionale curable par un traitement local (chirurgie/radiothérapie) en une maladie 

généralisée dont le traitement est systémique. La principale cause de mortalité des cancers du 

sein, n’est pas due au développement de la tumeur primaire en tant que tel, mais dépend de la 

survenue de métastases dans d’autres organes.  

Le processus métastatique correspond à un phénomène séquentiel, requérant un certain 

nombre d'étapes successives (évolutives liées les unes aux autres) (Fidler, 2003). Le processus 

métastatique commence par l’invasion locale du tissu environnant par les cellules cancéreuses 

provenant de la tumeur primaire et se poursuit jusqu’à ce que les cellules cancéreuses 

envahissent et atteignent la circulation sanguine/lymphatique (intravasation) (Hunter et al., 

2008; Talmadge and Fidler, 2010). Les cellules sont véhiculées via les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques vers des organes éloignés. Les cellules cancéreuses adhèrent aux capillaires 

traversant l'organe cible, avant l’extravasation dans le parenchyme de l’organe cible. Dans ce 

nouveau tissu, il y a reprise de la prolifération et induction de l'angiogénèse tumorale pour 

finalement développer une tumeur secondaire (Hunter et al., 2008). Lors de ce cheminement, 

se produisent beaucoup de pertes de cellules cancéreuses, dues à la destruction mécanique 

provoqué par la force de cisaillement (shear force) de la circulation sanguine et à la 

surveillance du système immunitaire de l'hôte et des signaux apoptotiques (Hunter et al., 

2008; Scully et al., 2012). Des dizaines de milliers de cellules cancéreuses peuvent atteindre 

la circulation, mais on estime que moins de 0,01% d'entre elles survivront (Chambers et al., 

2002; Engel et al., 2003). Ces mécanismes de colonisation de nouveaux tissus par les cellules 

cancéreuses peuvent se répéter à partir des métastases pour produire des métastases 

secondaires ou ‘métastase des métastases’ (Scully et al., 2012; Talmadge and Fidler, 2010). 
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Figure 6 : Schéma de la cascade métastatique. 

Les cellules cancéreuses peuvent disséminer à partir du site de la tumeur primaire via les vaisseaux sanguins 

(flèche bleue) ou lymphatiques (flèche rouge). Arrivées dans ces nouveaux sites, les cellules vont développer une 

nouvelle tumeur. Cependant dans certains cas, les cellules pourront rester dans un état de dormance prolongée 

(survie et absence de prolifération). Une dissémination hématogène secondaire peut se produire également à 

partir des métastases vers d'autres sites distants. Les cellules vont former une tumeur secondaire ou métastase 

des métastases (Pantel and Brakenhoff, 2004). 

 

Le processus d’invasion cellulaire aboutissant à la dissémination métastatique met en 

jeu les différents mécanismes suivants : 

 Perte de l’adhérence cellulaire: 

La dissémination métastatique commence par le détachement des cellules cancéreuses 

de la tumeur primaire. La tumeur primaire est constituée de cellules plus ou mois cohésives: 

les altérations de l’adhérence intercellulaire, et de l’adhésion des cellules cancéreuses à la 

MEC, sont des étapes importantes pour la migration cellulaire. La famille des cadhérines joue 

un rôle important dans l’adhésion intercellulaire et par conséquent joue un rôle prédominant 

dans les métastases du cancer du sein (Li and Feng, 2011). Parmi les membres de cette 

famille, l’E-cadhérine (épithéliale) une molécule transmembranaire qui permet aux cellules 
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épithéliales de se lier entre elles en présence de calcium extracellulaire. Elle joue un rôle 

fondamental anti-métastatique et la perte de sa fonction adhésive est observée dans nombre de 

tumeurs agressives, y compris dans celles issues des cancers du sein (Kowalski et al., 2003; 

De Leeuw et al., 1997). L'adhésion des cellules cancéreuses à la MEC est médiée par les 

intégrines: des récepteurs transmembranaires qui s’associent à différents composés de la MEC 

tels que la fibronectine, la laminine, le collagène, le fibrinogène et la vitronectine (Li and 

Feng, 2011). Plusieurs sous-unités d'intégrines comme α3, α5, α6, αv, β1 et β3 sont 

surexprimées dans le cancer du sein et sont associées aux processus métastatiques (Rathinam 

and Alahari, 2010). 

 

 Dégradation de la matrice extracellulaire:  

Le mécanisme d’invasion des cellules cancéreuses est précédé par un point capital: le 

clivage protéolytique des composants de la matrice extracellulaire par des protéases. Les 

cellules du stroma tumoral telles que les macrophages, semblent représenter le type majeur de 

cellules qui approvisionne le microenvironnement de la tumeur en protéases. Cependant, ces 

protéases sont non seulement sécrétées par des cellules du microenvironnement tumoral mais 

également par les cellules cancéreuses elles-mêmes. Au cours de la dernière décennie, de 

nombreuses études se sont focalisées sur l’implication des MMPs et les activateurs de 

plasminogène de type urokinases (protéase à sérine) (uPA) dans le phénomène de progression 

néoplasique (Egeblad and Werb, 2002; Laufs et al., 2006; Lynch and Matrisian, 2002). 

Toutefois, il est maintenant reconnu que les protéases acides telles que les cathepsines à 

cystéine et les cathepsines à aspartate, jouent un rôle essentiel dans la progression du cancer. 

Des études récentes montrent que les cathepsines à cystéine sont surexprimées dans de 

nombreux cancers dont le cancer du sein (Gocheva and Joyce, 2007; Mohamed and Sloane, 

2006). Il existe 11 membres dans la famille des cathepsines à cystéine humains (cathepsines 

B, C, F, H, L, K, O, S, V, W, X (ou Z)). Dans les cellules normales, les cathepsines à cystéine 

sont exprimées principalement dans les lysosomes et jouent un rôle dans le recyclage 

protéique, l'apoptose, l'autophagie ainsi que dans la présentation de l’antigène par les cellules 

immunitaires (Brix et al., 2008; Conus and Simon, 2008). La cathepsine K est bien connue 

pour contribuer au remodelage et à la résorption osseuse (Mohamed and Sloane, 2006). Dans 

le cancer, la localisation lysosomiale des cathepsines à cystéine est souvent altérée. Les 

cathepsines à cystéine sont retrouvées dans le milieux extracellulaire aussi bien sous formes 

immatures (zymogènes) que sous formes matures, et sont impliqués dans différents 

mécanismes de la tumorogénèse in vivo, comme l'angiogénèse, l'invasion à travers la matrice 
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extracellulaire, et dans les métastases (Gocheva and Joyce, 2007; Mohamed and Sloane, 

2006). Toutefois les mécanismes impliqués dans leur libération, ainsi que leur activation dans 

le milieu extracellulaire restent mal connus à ce jour. Le rôle pro-métastatique des cathepsines 

à cystéine a été démontré dans un modèle de cancer du pancréas chez la souris. Le traitement 

des souris avec un inhibiteur à large spectre des cathepsines à cystéine diminue l’angiogénèse 

et l'invasion (Joyce et al., 2004), un effet qui est renforcé lorsque ces inhibiteurs sont 

combinés avec la chimiothérapie (Bell-McGuinn et al., 2007).  

Parmi tous les membres de la famille des cathepsines à cystéine, les cathepsines B et L 

semblent être les plus impliquées dans la tumorogénèse (Joyce and Hanahan, 2004; Joyce et 

al., 2004; Lankelma et al., 2010; Mohamed and Sloane, 2006). Les cathepsines B et L sont 

des marqueurs pronostiques dans plusieurs types de cancer. Leur expression élevée dans les 

tumeurs primaires est associée à un mauvais pronostic (Jain et al., 2010; Lah et al., 2000; 

Nouh et al., 2011). Une expression élevée des cathepsines B est corrélée à un mauvais 

pronostic dans le cancer du sein (Jedeszko and Sloane, 2004). Dans un modèle de cancer 

mammaire chez la souris transgénique (modèle "MMTV-PyMT" caractérisé par l’apparition 

de tumeurs mammaires qui métastasent dans le poumon avec 80-94% d'incidence), une 

abolition de l’expression de la cathepsine B réduit et retarde les métastases pulmonaires 

(Vasiljeva et al., 2008), tandis que l'expression accrue de la cathepsine B stimule le 

développement des métastases dans le même modèle (Sevenich et al., 2011). En outre, 

l’activité de ces protéases à cystéine entraîne une augmentation de l’invasivité des cellules 

cancéreuses mammaires in vitro (Gillet et al., 2009).  

Il existe plusieurs mécanismes d’action possibles par lesquels ces protéases peuvent 

favoriser l'invasion des cellules cancéreuses et l’intravasation (Figure 7): 

- Le clivage des molécules d'adhésion cellulaire, tels que l’E-cadhérine, conduisant à 

la perturbation des jonctions cellule-cellule (Gocheva and Joyce, 2007; Masterson 

and O’Dea, 2007). La perte des contacts cellulaires facilite ainsi la migration des 

cellules cancéreuses. 

- La dégradation ou le renouvellement des protéines de la MEC et de la membrane 

basale qui permettra aux cellules invasives de migrer dans le système vasculaire et 

les tissus environnants.  

- L'activation des facteurs de croissance et des cytokines contenus dans la MEC 

(Van Damme et al., 2004), ce qui peut augmenter la chimio attraction et la 

migration cellulaire.  
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Tous ces mécanismes agissent de concert et promeuvent l’invasivité des cellules 

cancéreuses. En conséquence, lorsque les membres de certaines de ces familles de protéases 

sont génétiquement ou pharmacologiquement inhibés, une réduction marquée de l’invasion 

des cellules cancéreuses est observée (Egeblad and Werb, 2002; Gocheva et al., 2006; Joyce 

et al., 2004). 

 

Figure 7 : Mécanismes d’action des protéases pour promouvoir l’invasion des cellules cancéreuses. 

Les protéases peuvent cliver des molécules d'adhésion cellulaire, tels que l’E-cadhérine, dégrader ou renouveler 

les protéines de la MEC, activer des facteurs de croissance et des cytokines (Tiré de Joyce et Pollard, 

2009)(Joyce and Pollard, 2009).  

 

 Migration cellulaire : 

Les cellules cancéreuses qui étaient, jusqu’alors, confinées dans le site de la tumeur 

primaire vont alors migrer et s’implanter dans un organe situé à distance où elles pourront 

proliférer, formant ainsi de nouveaux foyers tumoraux, ce qui leurs confère un phénotype 

invasifs. 

 

Sites préférentiels des métastases : 

Stephen Paget en 1889, en étudiant le site de localisation des cancers du sein, introduisait la 

théorie de la "graine et du sol" ("Seed and soil" hypothesis) (Paget, 1989). Selon cette théorie 

la croissance des métastases ne se fait pas au hasard mais se produit dans certains tissus. Ceci 

suggère que les cellules cancéreuses s’échappant de la tumeur primitive ne vont croître que 

dans certains sites qui lui sont favorables. Il existe actuellement un grand nombre d’arguments 

scientifiques qui contribuent à légitimer cette théorie. Chez l'homme, certaines tumeurs 

métastasent vers des sites ou organes privilégiés. Par exemple, les cancers du sein métastasent 

préférentiellement au niveau des poumons et des os, mais aussi à d’autres organes tels que le 

foie et le cerveau (Minn et al., 2005; Nguyen et al., 2009). D’autres cancers tels que les 
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mélanomes métastasent au foie, au cerveau et la peau, le cancer de la prostate au niveau des 

os, et le cancer du poumon au niveau des os également mais aussi vers le foie et le cerveau. 

Cette spécificité d’organe est étroitement liée au microenvironnement tumoral primaire et 

métastatique mais également aux cellules cancéreuses et nécessite l’intervention d’une 

multitude de signaux, et de facteurs tels que les chemokines. Il a été montré que les tissus du 

cancer du sein expriment fortement les récepteurs de chemokines 4 (CXCR4), tandis que leurs 

ligands, les chemokines 12 (CXCL12), est principalement exprimé dans les ganglions 

lymphatiques, les poumons, le foie et la moelle osseuse, mais faiblement exprimé dans 

l'intestin grêle, les reins, le cerveau, la peau et les muscles squelettiques (Müller et al., 2001). 

Les organes avec une expression élevée de CXCL12 étaient associés au fait d'être des sites 

communs pour les cancers du sein métastatique. En outre, Muller et collaborateurs ont 

démontré que les interactions entre CXCR4 et CXCL12 encourageaient la migration des 

cellules cancéreuses mammaires vers les sites privilégiés des cancers du sein métastatique 

(Müller et al., 2001). Une autre explication simplement mécanistique, pour expliquer 

également cette localisation préférentielle des métastases dépend de la taille des cellules 

cancéreuses et des capillaires sanguins au sein des différents organes. Cette explication est 

très vraisemblable dans certains cas comme celui de la survenue préférentielle des métastases 

hépatiques dans le cancer du côlon ou des métastases pulmonaires des cancers du sein.  
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II. Adénosine 5’-Triphosphate 

L'adénosine triphosphate est la principale source d'énergie dans les cellules vivantes, 

mais l'ATP joue également un rôle physiologique fondamental en tant que messager 

extracellulaire qui permet aux cellules et aux tissus de communiquer les uns avec les autres en 

agissant sur les récepteurs purinergiques de la membrane plasmique nommés P2.  

A. Historique de "La double vie de l’ATP" 

L’ATP à été isolée pour la première fois par Karl Lohmann en 1929. A cette époque 

les chercheurs, partout dans le monde, tentaient de déceler la source insaisissable d’énergie 

cellulaire. Pendant la même époque Szent-Györgyi et Drury trouvent les premiers effets de 

purines extracellulaires sur le cœur (Drury and Szent-Györgyi, 1929). En 1935 Katashi 

Makino a proposé une structure de la molécule d’ATP qui était confirmé 10 ans plus tard par 

Basil Lythgoe et Alexander Robert Todd. La surprenante découverte de Szent-Györgyi et 

Drury est restée dans l’ombre jusqu’à ce que Geoffrey Burnstock dans les années soixante, 

émette l’hypothèse que l'ATP et les purines en général pourraient exercer des fonctions 

extracellulaires (Burstock et al., 1964), cependant cette hypothèse s’est heurtée au scepticisme 

des scientifiques qui ne croyaient pas qu'une molécule qui agit comme une source d'énergie 

intracellulaire pouvait également fonctionner comme un messager extracellulaire. Quelques 

années plus tard, à force de persévérance et de travail acharné Burnstock a réussie à confirmer 

son hypothèse et voilà qu’un nouveau concept au nom de ‘la signalisation purinergique’ à vue 

le jour (Burnstock, 1972).  

B. Voies de libération de l’ATP 

Bien que la concentration d’ATP intracellulaire est de l’ordre du millimolaire (3-10 

mM), la concentration extracellulaire est considérablement plus faible. On estime que la 

concentration physiologique de l’ATP dans le sang est de l’ordre de nanomolaire (20-100 

nM), et a tendance à augmenter après un effort physique (Forrester, 1972). La libération de 

nucléotides endogènes représente une étape essentielle dans l’initiation de la signalisation 

purinergique. Les mécanismes de la libération d'ATP par les cellules sont variés et restent 

encore mal caractérisés à ce jour (Orriss et al., 2009). Il est largement admis qu’une fuite 

massive d’ATP dans le milieu extracellulaire se produit suite aux dommages de la membrane 
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plasmique ou suite à une nécrose cellulaire conditionnée par un choc traumatique, lésions 

d’organes (Burnstock, 2008). Ces conditions représentaient pour beaucoup la seule voie de 

libération possible d’ATP. Il est maintenant admis que l’ATP est aussi libérée par des 

mécanismes non lytiques dans des conditions physiologiques. L'ATP est libérée activement 

par plusieurs cellules excitables/sécrétrices tels que les neurones, les cellules chromaffines, les 

cellules acineuses pancréatiques et les plaquettes (Orriss et al., 2009). La libération de 

nucléotides se produit, également, dans plusieurs cellules non-excitables telles que les cellules 

épithéliales, les cellules endothéliales, les astrocytes, les fibroblastes, les hépatocytes, les 

cellules osseuses, les kératinocytes, les cardiomyocytes, les érythrocytes, les neutrophiles, les 

monocytes et les macrophages ainsi que d'autres cellules hématopoïétiques (Yegutkin, 2008). 

L’ATP peut être libérée de deux façons : 

 

 Libération stimulée 

Une libération d’ATP peut être engendrée en réponse à une variété de stimulus et peut 

conduire à une augmentation rapide, forte et transitoire de sa concentration vers le milieu 

extérieur. Une telle libération peut être induite par un stress mécanique se produisant par 

gonflement osmotique, rétrécissement cellulaire, étirements membranaires (Corriden and 

Insel, 2010), et changement de milieu de culture... mais aussi par d’autres stimuli tels que 

la stimulation par des agonistes cholinergiques (Novak et al., 2010; Sorensen and Novak, 

2001).  

 

 Libération constitutive 

Une libération spontanée ou constitutive de nucléotides a été suggérée pour beaucoup de 

cellules, comme les cellules épithéliales bronchiques, les cellules de gliome de rat C6, les 

cellules d’astrocytome humain 1321N1(Lazarowski et al., 2000, 2003), les cellules de la 

lignée de macrophages BAC1.2F5 (Beigi and Dubyak, 2000) et par l’épithélium olfactif 

des souris néonatales (Hayoz et al., 2012).  

 

Plusieurs mécanismes de transport spécifiques semblent alors impliqués dans la 

libération d’ATP. Il ne fait plus aucun doute que, grâce à son gradient de concentration 

chimique favorable, l'ATP peut facilement être transportée passivement hors de la cellule 

(Schwiebert and Zsembery, 2003). Cependant le nucléotide ne diffuse pas directement à 

travers la membrane plasmique, du fait de ses charges nettes négatives apportées par les 
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groupements phosphates. Plusieurs mécanismes ont alors été avancés mais font toujours 

l’objet de débats (Figure 8):  

 Transport à travers les canaux ioniques membranaires : L’hémicanal connexine a été 

proposé comme mécanisme de transport de l’ATP et certaines études ont montré que les 

pannexines seraient des pores pour la libération d’ATP (Huang et al., 2007; Kang et al., 

2008). D’autres études ont suggéré également que le récepteur P2X7 permettrait la 

libération de l’ATP (Pellegatti et al., 2005; Suadicani et al., 2006). 

 Diffusion facilitée impliquant des transporteurs de la famille ABC 

(ATP Binding Cassette), comme le régulateur de la conductance transmembranaire de la 

mucoviscidose (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR). Les 

premières études ont suggéré que la protéine CFTR était responsable de la libération 

d’ATP, mais d’autres travaux menés ultérieurement ont indiqué qu'il était plus probable 

que la protéine CFTR régule, plutôt que médie, la libération d'ATP (Corriden and Insel, 

2010). Les MDR (multidrug resistante protein) tels que la P-glycoprotéine (P-gp) 

pourraient participer à ce mode de transport d’ATP (Bodin and Burnstock, 2001).  

 Exocytose vésiculaire des granules de sécrétion contenant les nucléotides. Ce mécanisme 

pourrait être un phénomène ubiquitaire de la plupart des cellules (Bodin and Burnstock, 

2001). Ce mécanisme est bien caractérisé au niveau synaptique où l’ATP sert de 

neurotransmetteur. 

 

Figure 8 : Les différentes voies de la libération des nucléotides. 

(1) Fuite massive de nucléotides par voie lytique suite aux dommages cellulaires, les nucléotides peuvent 

apparaître aussi dans le milieu extracellulaire via diverses voies non-lytiques, y compris (2) à travers des canaux 

de libération d'ATP, (3) la diffusion facilitée par des transporteurs de nucléotides spécifiques et (4) exocytose 

vésiculaire. En outre, la capacité des cellules à conserver un halo d’ATP dans l'espace péricellulaire a été 

proposée récemment et semble impliquer d’autres mécanismes mal compris (Yegutkin, 2008). 
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C. Hydrolyse de l’ATP 

Une fois hors de la cellule, l'ATP a une demi-vie très courte, qui se mesure 

généralement en secondes. La concentration d’ATP dans le milieu extracellulaire est en effet 

la résultante nette de deux processus: la libération et la dégradation de l’ATP (Di Virgilio, 

2012). Cependant un processus de synthèse d’ATP via des réactions de transfert de 

groupement phosphate, par deux enzymes, l’adénylate kinase et la nucléoside diphosphate 

kinase a été décrit. Ces kinases étaient initialement décrites comme enzymes intracellulaires, 

mais d’autres études ont reporté leurs localisations au niveau de la membrane plasmique de 

différents types cellulaires (Yegutkin, 2008). Ce processus de synthèse d’ATP pourrait jouer 

un rôle très important dans le maintien d’une concentration d’ATP extracellulaire élevée. 

 

La dégradation de l’ATP est contrôlée par l’activité séquentielle de 4 types d’enzymes 

différents appelés ectoenzymes qui sont localisées sur les surfaces cellulaires ou retrouvées 

sous formes solubles dans le milieu interstitiel ou les fluides corporels. Il s’agit des 

ectonucléotidases qui sont principalement impliquées dans la dégradation de l'ATP 

extracellulaire et comprennent (Bours et al., 2006) : la famille des ectonucléotides 

pyrophosphatases/phosphodiestérases (E-NPPs), la famille des ectonucléotides triphosphates 

diphosphohydrolases (E-NTPDases), les phosphatases alcalines, et l’ecto-5’-nucléotidase 

(Figure 9).  

 Les ectonucléotides triphosphates diphosphohydrolases (E-NTPDases): Ces 

ectoenzymes catalysent la dégradation séquentielle des nucléosides tri et/ou 

diphosphates, mais pas les monophosphates et nécessitent des concentrations de 

Ca
2+

 et Mg
2+ 

de
 
l’ordre du millimolaire pour avoir une activité maximale. Huit 

gènes ENTPD différents codent pour les membres de cette famille de la protéine 

NTPDase dont NTPDase1, -2, -3 et -8 sont impliqués dans la dégradation de l'ATP 

et de l'adénosine 5'-diphosphate (ADP) en adénosine 5'-monophosphate (AMP) 

(Yegutkin, 2008).  

 La deuxième famille des ectonucléotides pyrophosphatases/phosphodiestérases 

(E-NPPs) se compose de 7 ectoenzymes structurellement apparentées (NPP1 

jusqu’à NPP7), cependant seuls les 3 premiers membres de cette famille (NPP1, -

2, -3) sont capables d’hydrolyser divers nucléotides: l’adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) en AMP, l’ATP en AMP et l’ADP en AMP. Un variant 

d'épissage de NPP2 est impliqué dans la conversion de l'AMP en adénosine (Ado).  
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 Les phosphatases alkalines sont des ectophosphomonoesterases non spécifiques 

catalysant la dégradation des nucléotides tri-, di-et monophosphates.  

 Enfin la quatrième famille est représentée par l’ecto-5’-nucléotidase/CD73 qui 

catalyse l'hydrolyse de l'AMP en Ado.  

In fine, l’ATP extracellulaire est dégradée en ADP, AMP et finalement en Ado. Alors que 

l’ADP peut activer d’autres récepteurs P2, l’Ado active les récepteurs P1. Enfin d’autres 

enzymes telles que, l’adénosine désaminase et la purine nucléoside phosphorylase (PNP), 

peuvent inactiver l’adénosine en inosine puis en hypoxanthine (Bours et al., 2006; Yegutkin, 

2008). 

 

 
Figure 9 : Schéma illustrant les mécanismes d’inactivation de l’ATP extracellulaire (ou des purines) au 

niveau de la surface cellulaire. 

Les nucléotides sont hydrolysés par plusieurs ectoenzymes (E-NPPs, E-NTPDases, ecto-5’- nucléotidases). 

L’ado résultant est à son tour désaminée en inosine (Ino) et en hypoxanthine (Hyp) via l’action séquentielle de 

l’ado désaminase et de la purine nucléoside phosphorylase (Yegutkin, 2008). L’ATP agit sur les récepteurs P2X 

et certains récepteurs P2Y. D’autres récepteurs P2Y sont activés par l’ADP, l’UTP et l’UDP-glucose. 

L’adénosine agit sur les quatres récepteurs à l’adénosine. Illustration réalisée grâce à Servier Medical Art. 
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III. Les récepteurs purinergiques 

Ce qui est implicite dans le concept de la signalisation purinergique, c’est l’existence 

d’une large famille de récepteurs membranaires qui intervient dans la signalisation cellulaire 

engendrée par l’ATP extracellulaire et d’autres nucléotides (purinergiques et pyrimidiques). 

C’est en 1978, soit 2 ans après que la notion de récepteurs purinergiques aient été définie, que 

Burnstock introduisit le concept selon lequel les actions des nucléotides extracellulaires 

dépendent de récepteurs spécifiques qu’il nomma "récepteurs purinergiques P2" stimulé par 

l’ATP et/ou l’ADP, par opposition au terme "purinergique P1" réservé aux récepteurs à 

l’adénosine (Burnstock, 1978). Après de nombreux ajustements au fil des découvertes, une 

nomenclature a été largement adoptée par le monde scientifique et qui fait état de 2 familles 

majeurs appartenant aux récepteurs purinergiques P2, les récepteurs P2X ionotropiques (7 

sous-types), et les récepteurs P2Y métabotropiques (8 sous-types), et la famille des récepteurs 

à l’adénosine P1 métabotropiques (4 sous-types).  

A. Les récepteurs P1 :  

Quatre différents sous-types de récepteurs P1 ont été clonés et caractérisés à ce jour, 

les récepteurs A1, A2A, A2B et A3. Ces récepteurs sont impliqués dans plusieurs fonctions 

physiologiques et pathophysiologiques, en particulier la modulation du système nerveux 

central, le système immunitaire, le système cardiovasculaire, l’angiogénèse, la régulation du 

sommeil, le débit sanguin rénal, la lipolyse, ainsi que des maladies inflammatoires et 

neurodégénératives et l'ischémie-reperfusion (Chen et al., 2013; Ralevic and Burnstock, 

1998). Les récepteurs P1 sont principalement activés par l’adénosine extracellulaire avec des 

affinités différentes. Tous ces récepteurs sont membres de la famille des récepteurs couplés à 

des protéines G (RCPG). Ces récepteurs possèdent sept domaines transmembranaires, formés 

chacun d’une hélice alpha constituées d’approximativement 21 à 28 acides aminés 

hydrophobes. Leur extrémité N- terminale extracellulaire est relativement courte (7-13 

résidus), de même que leur extrémité C-terminale cytoplasmique (32-120 résidus) (Fields and 

Burnstock, 2006) (Figure 10). 
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Figure 10 : Structure schématique du récepteur A1. 

Les récepteurs P1 couplés à des protéines G, possèdent sept domaines transmembranaires (I-VII) constitués 

d’acides aminés hydrophobes, et connectés entre eux par trois boucles extracellulaires et trois boucles 

intracellulaires. L’extrémité N-terminale de la protéine se trouve du côté extracellulaire, l’extrémité C-terminale 

se trouve du côté cytoplasmique. Les résidus histidine (H) localisés dans les régions transmembranaires VI 

(position 254) et VII (position 278) (dans le récepteur A1 bovin) joueraient un rôle dans la fixation du ligand 

adénosine. Les régions extracellulaires et transmembranaires du récepteur impliquées dans la reconnaissance des 

agonistes et des antagonistes sont indiquées. S-S indique la présence possible de ponts disulfures intracaténaires 

(Fields et Burnstock, 2006 modifiées à partir de la publication Ralevic & Burnstock 1998) (Fields and 

Burnstock, 2006). 

 

 

Les récepteurs P1 sont couplés principalement à l’adénylate cyclase par différentes 

protéines G (Gs ou Gi) et peuvent induire de ce fait un spectre large de voies de signalisation 

intracellulaires. Une stimulation de ces récepteurs à l’adénosine par des agonistes a pour effet 

soit une inhibition (Gi) soit une activation de l’adénylate cyclase (Gs), entraînant ainsi la 

diminution ou l’augmentation de la concentration intracellulaire du second messager l’AMPc. 

1. Les récepteurs A1 

C’est le sous-type de récepteur le plus conservé parmi les espèces. Ils sont largement 

exprimés dans tous le corps humain et particulièrement dans le cerveau au niveau des 

terminaisons nerveuses excitatrices. Ils sont couplés à l’adénylate cyclase via une sous unité 

alpha de la protéine Gi/0. La stimulation de ces récepteurs entraine ainsi une inhibition de la 
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production basale de l’AMPc. Ceci constitue la voie de signalisation la plus largement 

reconnue pour ce récepteur. Cependant l’activation de ce récepteur pourrait aussi activer la 

phospholipase C (PLC) via une protéine Gq/11, entrainant l’augmentation de la production 

d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) et donc une mobilisation 

calcique. La stimulation de récepteur A1 permet l’activation de différents types de canaux 

potassiques (y compris les canaux KATP dans les neurones et le myocarde) et bloque les 

canaux calciques transitoires. Les Récepteurs A1 réduisent aussi l'activité neuronale, en 

bloquant la libération de neurotransmetteurs. Ils possèdent également des effets négatifs 

chronotropes et inotropes dans le cœur. Ces récepteurs exercent aussi des effets 

physiologiques important dans de nombreux autres organes et cellules (Burnstock, 2012; 

Chen et al., 2013).  

2. Les récepteurs A2 

Contrairement aux récepteurs A1, les récepteurs A2 sont positivement couplés à 

l’adénylate cyclase via la protéine Gs essentiellement. Ils sont divisés en deux sous-type A2A 

et A2B. 

a) Les récepteurs A2A 

Ils sont fortement exprimés dans le striatum du cerveau, les cellules immunitaires de la 

rate, le thymus, les leucocytes et les plaquettes sanguines. Des niveaux intermédiaires 

d’expression se trouvent dans le cœur, les poumons et les vaisseaux sanguins. Les récepteurs 

A2A peuvent être couplées à la protéine Gs dans les tissus périphériques, mais aussi à la 

protéine Gαolf, qui comme la protéine Gαs active l’adénylate cyclase et se trouve dans 

l’épithélium olfactif et dans le cerveau (Corvol et al., 2001). Dans le cerveau, les Récepteurs 

A2A règlent l'activité motrice, les comportements psychiatriques, le cycle veille-sommeil et la 

mort des cellules neuronales en interagissant avec plusieurs neurotransmetteurs. Dans les 

tissus périphériques, les récepteurs A2A ont un rôle crucial dans la modulation de 

l'inflammation, la consommation d'oxygène du myocarde, le débit sanguin coronaire, 

l'angiogénèse et le contrôle de la pathogenèse du cancer (Chen et al., 2013; Fields and 

Burnstock, 2006). 

b) Les récepteurs A2B 

Ces récepteurs sont peu abondants mais largement exprimés. Ils sont faiblement 

sensibles à l’adénosine par rapport au reste des récepteurs (A1, A2A et A3) et sont stimulés par 
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des concentrations de l’ordre de micromolaire qui ne sont que rarement atteint dans des 

conditions physiologiques telles que l'hypoxie, l'ischémie ou l'inflammation. Il permet 

l'adaptation des tissus à hypoxie, une tolérance augmenté à l’ischémie, ou atténuation de 

l’inflammation aigues. Le récepteur A2B humain peut également être couplé à une protéine 

Gq/11 et donc régule l’activité de la PLC (Chen et al., 2013).  

3. Les récepteurs A3 

Il existe des variations considérables dans la pharmacologie, la distribution et la 

fonction des récepteurs A3 entre les espèces animales. Il est faiblement exprimé dans la 

plupart des cellules et des tissus humains. Par contre, ce récepteur est surexprimé dans les 

cellules sanguines de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde, la maladie de Crohn et du 

cancer du côlon par rapport aux sujets sains. Des études précliniques ont démontré des effets 

anti-inflammatoires, anticancéreux et cytoprotecteurs des agonistes des récepteurs A3 (Chen et 

al., 2013). Comme le récepteur A1, le récepteur A3 est couplé à la protéine Gi/0 et donc régule 

négativement l’adénylate cyclase (Burnstock, 2007a). L’activation des récepteurs A3 peut 

entrainer également une augmentation des taux d’IP3 et de Ca
2+

 intracellulaires compte tenu 

de son couplage avec la protéine Gq/11 dans les cellules leucémiques basophiles et dans le 

cerveau de rat (Fields and Burnstock, 2006).  

B. Les récepteurs P2 

Les récepteurs P2 sont sub-divisés en deux grandes familles distinctes, les récepteurs 

ionotropiques P2X et les récepteurs métabotropiques P2Y. Les récepteurs P2X sont des 

récepteurs-canaux ioniques qui, en réponse à l’ATP extracellulaire, permettent le passage des 

cations Na
+
, Ca

2+
 et K

+
 selon leur gradient électrochimique (Khakh and North, 2006). Les 

récepteurs P2Y sont, tout comme les récepteurs P1, des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplées aux protéines G (Abbracchio et al., 2006). À ce jour, sept sous-

types de récepteurs P2X et huit sous-types de récepteurs P2Y ont été caractérisés et clonés 

chez les mammifères (Ralevic and Burnstock, 1998).  

1. Les récepteurs P2Y 

C’est en 1993, que les premiers récepteurs P2Y (P2Y1 et P2Y2) ont été clonés (Lustig 

et al., 1993; Webb et al., 1993). S’en suit, le clonage d’autres sous-types de récepteur P2Y 

(P2Y4, P2Y6, P2Y11) (Ralevic and Burnstock, 1998). La numérotation non-consécutive de ces 

récepteurs est dû à l’identification, la désignation erronée et prématurée d’autres sous-types de 
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récepteurs chez des espèces autres que les mammifères ou des récepteurs possédant une 

séquence proche de celle des récepteurs P2Y mais pour lesquels aucune réponse fonctionnelle 

aux nucléotides n’est connue (Abbracchio et al., 2006). En 2001, le récepteur P2Y12 a été 

isolé par clonage (Hollopeter et al., 2001), tandis que deux autres récepteurs P2Y13 et P2Y14 

ont été caractérisés plus tard au cours d'une étude systématique des récepteurs orphelins 

(Chambers et al., 2000; Communi et al., 2001). Huit sous-types de récepteurs P2Y humains 

ont jusqu'ici été identifiés, les récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 et 

P2Y14 (Abbracchio et al., 2006). Le récepteur orphelin GPR80/GPR99 a été initialement 

désigné comme le récepteur P2Y15 sur la base qu'il serait activé par l'AMP, mais il est 

maintenant bien établi qu'il est en fait un récepteur pour l' α-cétoglutarique (Abbracchio et al., 

2005). 

a) Structure 

Les récepteurs P2Y sont des protéines dont la longueur varie entre 308 à 377 acides 

aminés et un poids moléculaire allant de 41 à 53 kDa (après glycosylation) (Ralevic and 

Burnstock, 1998). Ils représentent, comme les récepteurs P1, la même structure 

tridimensionnelle que les récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux 

protéines G, avec une extrémité amino-terminale extracellulaire qui contient des sites 

potentiels de glycosylation, et une extrémité carboxy-terminale intracellulaire qui contient des 

sites consensus de phosphorylation par des protéines kinases. Les sept domaines 

transmembranaires accolés formeraient une poche d’accueil susceptible d’interagir avec les 

ligands. Contrairement aux récepteurs P1, les récepteurs P2Y ne sont pas sensibles à 

l'adénosine mais à des nucléotides di ou tri-phosphate comme l'ATP et l'ADP, voire l'UTP, 

l'UDP et l’UDP-hexose. Des expériences de mutagenèse dirigée sur les récepteurs P2Y1 et 

P2Y2, ont permis d’identifier, dans les régions transmembranaires 3, 6 et 7, des acides aminés 

chargés positivement qui jouent un rôle crucial dans l’activation du récepteur par les 

nucléotides (Erb et al., 1995; Jiang et al., 1997). La liaison des ligands se fait par interactions 

électrostatiques avec les phosphates de l’ATP (Van Rhee et al., 1995). En outre, quatre 

résidus cystéine conservés et situés dans les boucles extracellulaires, sont connus pour être 

indispensables pour l’adressage correct du récepteur à la surface cellulaire (Hoffmann et al., 

1999). Il a été reporté que des sous-types des récepteurs P2Y peuvent former des hétéromères 

(Abbracchio et al., 2006). Le récepteur P2Y1 pourrait former un complexe avec le récepteur 

A1 activé par l'adénosine (Burnstock, 2007b).  
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D'un point de vue phylogénétique et structural, deux sous-groupes de récepteurs P2Y, 

dont les séquences protéiques sont très divergentes ont été identifiés (Abbracchio et al., 2006). 

Le premier sous-groupe correspondant à la sous-famille des récepteurs "P2Y1-like" comprend 

les récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4 et P2Y6 qui sont couplés à des protéines Gq/11 dont la 

stimulation conduit à l'activation de la PLCβ qui provoque la génération d'IP3 et de DAG. Ce 

premier groupe partage entre 35 à 52% d’homologie dans la séquence primaire. Le récepteur 

P2Y11, couplé à la fois à la protéine Gq/11 qui entraine la stimulation de la PLC et à la protéine 

Gs qui active l’adénylate cyclase et stimule la production de l’AMPc, est considéré aussi 

comme membre de cette sous-famille même s’il présente seulement 28 à 30% d'homologie 

avec les quatre autres membres de la sous-famille des récepteurs "P2Y1-like". Il n’est par 

ailleurs pas présent chez les rongeurs (Harden et al., 2010). Le second sous-groupe 

correspond à la sous-famille des récepteurs "P2Y12-like" et comprend les récepteurs P2Y12, 

P2Y13, P2Y14 qui présentent une homologie de séquence allant de 45 à 50%. Contrairement à 

la sous-famille des récepteurs "P2Y1-like", P2Y12, P2Y13 et P2Y14 semblent couplés aux 

protéines Gi dont l'activité inhibe l'adénylate cyclase et la production d'AMPc (Figure 11).  

 

 

Figure 11 : Les différents récepteurs P2Y. 

Les 8 récepteurs P2Y de mammifères et leurs agonistes préférentiels sont indiqués. Les 5 membres de la sous 

famille des récepteurs "P2Y1-like" sont couplés à des protéines G de la famille Gαq et activent la PLCβ. Le 

récepteur P2Y11 activé par l’ATP, est aussi couplé à la protéine Gs qui active l’adénylate cyclase et stimule la 

production de l’AMPc. Les 3 membres de la sous famille des récepteurs "P2Y12-like" sont couplés à des 

protéines G de la famille Gαi/0 qui inhibe l’activité de l’adénylate cyclase. Image modifiée d’après T. K. Harden 

et al, 2010 (Harden et al., 2010). 

 

Il faut signaler que parallèlement à ses voies de couplages majeures d'autres voies de 

signalisation dépendantes du ligand ont été rapportées. Par exemple, le récepteurs P2Y13 qui, 

à part son couplage à la protéine G16 et Gi, peut être couplé à la protéine Gs en présence de 

forte concentration d’ADP (Burnstock, 2007a). L’activation du récepteur P2Y11, par exemple, 
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par l’ATP génère une augmentation du taux d’AMPc et d’IP3 alors qu’une activation avec 

l’UTP induirait uniquement une élévation de calcium intracytoplasmique sans l’augmentation 

de l’AMPc ni de l’IP3 (Burnstock, 2007a).  

 

D’un point de vue pharmacologique les récepteurs P2Y peuvent être subdivisés en 

quatre groupes (Abbracchio et al., 2006) :  

 les récepteurs ayant plus d’affinité pour les purines et activés préférentiellement 

par l’ATP et l’ADP. Ce groupe comprend les récepteurs P2Y1, P2Y11, P2Y12 et 

P2Y13 (chez les rongeurs et les humains). Les récepteurs P2Y11 humains semblent 

être activés par l’UTP également (White et al., 2003). 

 les récepteurs ayant plus d’affinité pour les pyrimidines (répondant à l’UTP et à 

l’UDP). Ce groupe comporte les récepteurs humains P2Y4 et P2Y6.  

 les récepteurs présentant une sélectivité mixte, parmi lesquels le récepteur P2Y2 

humain et de rongeur et le récepteur P2Y4 de rongeur ; et comme indiquée dans le 

premier groupe, éventuellement le récepteur P2Y11.  

 le récepteur P2Y14 répondant uniquement aux pyrimidines-hexose tels que l’UDP-

glucose et à l’UDP-galactose. 
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b) Pharmacologie 

Tableau 2 : Propriétés fonctionnelles et pharmacologiques des récepteurs P2Y. 

 

 Agonistes  Antagonistes  Couplage 

primaire 

aux 

protéines  

G  

Second  

messager  

P2Y
1
  MRS2365 >2-MeSADP=Ap

5
(ϒB)>> 

ADPβS >ATP>2-MeSATPADP  

MRS2500>MRS2279>MRS2179, 

PIT, A3P5P  

G
q
/G

11
  Activation de 

la PLC-β  

P2Y
2
  2-Thio-UTP> UTP, MRS2698≥ATP,  

INS 365>INS 37217, UTP
ϒ
S > 

Ap
4
A>MRS2768, Up

4
-phenyl ester  

AR-C126313>Suramin> 

RB2, PSB-716, MRS2576  

G
q
/G

11
  

(G
i
/G

0
)  

Activation de 

la PLC-β  

P2Y
4
  2’-Azido-dUTP> UTP

ϒ
S,  

UTP ≥ ATP≥ Ap
4
A Up

4
U  

ATP(humain)>Reactive Blue2> 

Suramin, MRS2577, PPADS  

G
q
/G

11
  

(G
i
)  

Activation de 

la PLC-β  

P2Y
6
  MRS2693>UDPβS,  

PSB-0474>INS48823,Up
3
U, 

3-phenacyl-UDP>>UDP>UTP>> 

ATP, α,β-meUDP  

MRS2578(non compétitif)> 

Reactive Blue2, PPADS, 

MRS2567, MRS2575(humain)  

G
q
/G

11
  Activation de 

la PLC-β  

P2Y
11

  ATP
ϒ
S> AR-C67085MX > 

BzATP≥ATP,NF546, NAD
+

, 

NAADP
+

  

NF157>Suramin> RB2,  

5’-AMPS, NF340, AMP-α-5,  

G
q
/G

11
et 

(G
s
)  

Activation de 

la PLC-β  

P2Y
12

  2-MeSADP≥ADP>ATP,ADP-β-S  AR-C69931 MX> AZD6140, 

INS50589>RB2>2-MeSAMP 

AR-C66096, CT50547,  

PSB-0413, Carba-nucleosides, 

MRS2395, AR-C67085  

G
αi

  inhibition de 

l’adénylate 

cyclase  

P2Y
13

  ADP=2- MeSADP>2-MeSATP, ATP  AR-C69931 MX> 

AR-C67085> 

MRS2211, 2-MeSAMP  

G
i
/G

0
  inhibition de 

l’adénylate 

cyclase  

P2Y
14

  MRS2690>UDP>UDPglucose≥ 

UDP-galactose, UDP-glucosamine  

* G
i
/G

0
  inhibition de 

l’adénylate 

cyclase  

* : Aucun antagoniste n’a été reporté.  

D’après (Burnstock, 2012; Jacobson and Boeynaems, 2010).  
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c) Distribution 

Les récepteurs P2Y sont impliqués dans la régulation d’un large éventail de réactions 

physiologiques (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007a) et sont particulièrement 

importants dans le cerveau (P2Y1 et P2Y2), dans le système nerveux autonome et dans le tissu 

vasculaire (la majorité voir la totalité de ces récepteurs P2Y), dans l'épithélium des voies 

respiratoires, dans le tractus gastro-intestinal, les reins, les yeux et d'autres tissus (P2Y2,P2Y4 

et P2Y6), dans les plaquettes (P2Y1) et dans les cellules immunitaires et inflammatoires (P2Y2 

et P2Y6) (Harden et al., 2010). En plus de sa présence dans les plaquettes où il joue un rôle 

très important dans l’agrégation plaquettaire, le récepteur P2Y12 est largement distribué dans 

le cerveau (Hollopeter et al., 2001). Il est également impliqué dans l’effet chimiotactique de 

l’ADP sur les cellules microgliales au cours de l'inflammation (Haynes et al., 2006). Le 

récepteur P2Y13 est également exprimé dans le cerveau et est présent en grande quantité dans 

la rate (Communi et al., 2001). Le récepteur P2Y14 est exprimé à des niveaux relativement 

élevés dans le cerveau, le placenta, dans les neutrophiles, les lymphocytes, les 

mégacaryocytes, les cellules épithéliales de différents tissus et dans le muscle lisse gastro-

intestinal (Abbracchio et al., 2006; Harden et al., 2010).  

2. Les récepteurs P2X 

Les récepteurs P2X sont à la fois des récepteurs membranaires et des canaux ioniques 

(récepteurs ionotropiques) dont l'ouverture est dépendante de la fixation de l’ATP sur une 

boucle extracellulaire. Ils appartiennent à la famille des canaux ioniques dépendants de 

ligands qui comprend 3 catégories structurales: (1) la superfamille des récepteurs 

pentamériques Cys-loop (qui comprend les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine, les 

récepteurs 5-HT3 activé par la sérotonine, les récepteurs activés par le zinc (zinc-activated 

channels, ZAC), les récepteurs GABA (acide gamma-aminobutyrique) de type A et les 

récepteurs de la glycine (strychnine-sensitive glycine receptors), (2) les récepteurs 

tétramériques au glutamate (qui comprend les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), les 

récepteurs AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) et les récepteurs 

kaïnate) et finalement (3) on trouve les récepteurs P2X trimériques (Collingridge et al., 2009) 

(Figure 12). Les premiers récepteurs P2X (P2X1 et P2X2) ont été clonés en 1994 (Brake et al., 

1994; Valera et al., 1994), et depuis, sept membres de cette famille ont été clonés et 

caractérisés (P2X1 à P2X7) (North, 2002). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gamma-aminobutyrique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ka%C3%AFnate
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Figure 12 : Représentation schématique des trois catégories structurales des canaux ioniques dépendants 

des ligands. 

La superfamille des récepteurs pentamériques Cys-loop, qui comprend les récepteurs nicotiniques de 

l’acétylcholine (ACh), les récepteurs de la sérotonine 5-HT3, les récepteurs GABAA, les récepteurs de la glycine 

et les récepteurs activés par le zinc (ZAC), les deux extrémités sont extracellulaires. Les récepteurs tétramériques 

au glutamate comprennent les récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA et les récepteurs kaïnate, l’extrémité N-

terminale est extracellulaire, la C-terminale est intracellulaire. Les récepteurs-canaux P2X qui sont trimériques, 

les deux extrémités sont intracellulaires. Les résidus cystéine qui participent à la formation de ponts disulfure 

sont indiqués par les cercles jaunes. Les cylindres rouges indiquent les régions en hélice qui participent à la 

conduction/sélectivité ionique (Collingridge et al., 2009). 

a) Structure 

Tous les membres des canaux ioniques dépendants de ligands extracellulaires sont 

composés d’au moins deux domaines fonctionnels: un domaine extracellulaire où vient se 

fixer l’agoniste physiologique et un domaine transmembranaire qui forme le canal ionique. 

Parmi tous ces membres les récepteurs P2X sont les plus simples structurellement (Figure 

13). Le clonage des récepteurs P2X a permis de révéler que les protéines qui forment ces 

récepteurs possèdent deux régions transmembranaires hydrophobes (TM1 et TM2), séparées 

par une longue boucle extracellulaire (environ 280 acides aminés) et des extrémités N- et C- 

terminales cytoplasmiques. Le premier domaine transmembranaire semble être impliqué dans 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ka%C3%AFnate
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l’activation du canal (Burnstock, 2007a) tandis que des expériences de mutagenèse dirigée 

suggère que le deuxième domaine transmembranaire peut former le pore (Jiang et al., 2001; 

Rassendren et al., 1997a). La boucle extracellulaire contient 10 résidus cystéine conservés 

formant des ponts disulfures, deux à six sites potentiels de N-glycosylation, un processus 

important pour l’adressage adéquat des récepteurs P2X au niveau de la membrane plasmique 

et ainsi le bon fonctionnement de ces récepteurs (North, 2002). La boucle extracellulaire 

contient également, une région hydrophobe pouvant jouer un rôle dans la régulation du 

récepteur/canal par le magnésium, le calcium, le zinc, le cuivre, et les protons et un site de 

liaison pour l’ATP (Ennion et Evans, 2002 ; North, 2002). Les extrémités N- et C- terminales 

sont de longueur variable. Les extrémités N-terminales de toutes les sous-unités sont assez 

courtes (environ 20-30 acides aminés). Fait intéressant, toutes les sous unités P2X contiennent 

un site consensus de phosphorylation par la protéine kinase C (PKC; Thr-X-Lys/Arg) sur 

l’extrémité N-terminale qui semble jouer un rôle dans les cinétiques des courants engendrés 

par les récepteurs P2X (Burnstock and Kennedy, 2011).  

Les récepteurs P2X possèdent une homologie de 30–50% entre eux (Burnstock, 

2007a). Les protéines des récepteurs P2X ont une longueur qui varie entre 379 acides aminés, 

pour le récepteur P2X6, à 595 acides aminés, pour le récepteur P2X7, dû notamment à son 

extrémité C-terminale très longue (242 acides aminés pour le récepteur P2X7 et 28 acides 

aminés pour le récepteur P2X6) (Burnstock and Kennedy, 2011; Coddou et al., 2011). Cette 

extrémité C-terminale présente le plus de différences dans la séquence d'acides aminés entre 

les différents récepteurs P2X. La modulation de la longueur ou de la composition de cette 

extrémité modulent la cinétique des courants engendrés par les récepteurs P2X, ainsi que leurs 

propriétés de perméation, de désensibilisation (Khakh, 2001) ou de facilitation (Roger et al., 

2008, 2010a). Ce modèle structural proposé a été récemment confirmé dans une étude récente 

de la structure cristalline tridimensionnelle du récepteur P2X4 de poisson zèbre (Gonzales et 

al., 2009; Kawate et al., 2009).  
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Figure 13 : Topologie et principales caractéristiques des sous-unités des récepteurs P2X. 

Le canal possède deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2) séparés par une boucle extracellulaire. Cette 

dernière contient 10 résidus cystéine conservés formant des ponts disulfures. Il existe deux à six sites potentiels 

de N-glycosylation. Les résidus lysines (K) conservés chargés positivement 69,71 et 308 peuvent être impliqués 

dans la régulation de la fixation des groupements phosphates de l'ATP chargés négativement. Les résidus 

phénylalanines (F) 183 et 289 peuvent coordonner la liaison de l'anneau adénine. Les extrémités N- et C-

terminales sont intracellulaires. L’extrémité N-terminale contient un site consensus de phosphorylation par la 

protéine kinase C (PKC; Thr-X-Lys/Arg). L’extrémité C-terminale contient un motif de "trafficking". Ce point 

de vue théorique est basé principalement sur des expériences avec les récepteurs P2X1 et P2X2. Les chiffres 

indiqués sont pour les récepteurs P2X2 de rat. D’après Baljit S. Khakh & R. Alan North, 2006 (Khakh and North, 

2006).  

b) Multimérisation 

Comme la structure de base d’un monomère des récepteurs P2X possède seulement 

deux domaines transmembranaires, une seule sous unité ne peut constituer un récepteur 

fonctionnel. Le récepteur fonctionnel est en effet multimèrique et est vraisemblablement 

constitué de trois sous-unités qui s'associent pour former des homo- ou hétérotrimères. 
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D’après des expériences en système d’expression, la plupart des récepteurs P2X recombinants 

impliquant trois sous-unités identiques sont fonctionnels. Le récepteur P2X6 est le seul qui ne 

forme pas d’homotrimères fonctionnels (Torres et al., 1999). Son expression à l’état 

homomérique est améliorée suite à une N-glycosylation excessive qui tend à augmenter la 

quantité des sous-unités transportées du réticulum endoplasmique jusqu’à la membrane 

plasmique (Jones et al., 2004). L’existence sous la forme d’homotrimère, des récepteurs P2X6 

in vivo a été même remise en question (Khakh, 2001).  

Les différentes sous unités peuvent interagir les unes avec les autres aboutissant ainsi à 

la formation des hétérotrimères. À ce jour, sept paires de sous unités recombinantes ont été 

décrites pour former des hétérotrimères fonctionnels des récepteurs P2X avec des propriétés 

pharmacologiques et biophysiques qui différent de celles de homotrimères: P2X2/3 (Lewis et 

al., 1995), P2X4/6 (Lê et al., 1998), P2X1/5 (Haines et al., 1999), P2X2/6 (King et al., 2000), 

P2X1/4 (Nicke et al., 2005), P2X1/2 (Brown et al., 2002) et P2X2/5 (Compan et al., 2012). À 

l’inverse de la sous unité P2X6, la sous-unité P2X7 a pendant longtemps été considérée 

comme étant la seule sous-unité ne formant pas d’hétérotrimères fonctionnels (North, 2002; 

Torres et al., 1999). En 2007, Guo et ses collaborateurs ont suggéré la formation 

d’hétéromères fonctionnels entre les récepteurs P2X4 et P2X7 et ceci dans un système 

d’expression hétérologues et dans les macrophages de souris (Guo et al., 2007), mais, des 

études ultérieures ont conclu que ces récepteurs s’assemblent de manière prédominante sous 

forme d’homotrimères (Boumechache et al., 2009; Nicke, 2008). L’hétéromultimérisation des 

récepteurs P2X2 et P2X3 (P2X2/3) est clairement établie dans les cellules de ganglion noueux, 

le récepteur P2X4/6 dans les neurones du système nerveux central, tandis que le récepteurs 

P2X1/5 semblent être exprimés dans certains vaisseaux sanguins et les récepteurs P2X2/6 dans 

le tronc cérébral (Fields and Burnstock, 2006). 

c) Pharmacologie 

L’ATP extracellulaire est le seul agoniste physiologique des récepteurs P2X. 

Cependant les récepteurs P2X sont dépourvus des séquences consensus communes de liaison 

de l'ATP, telles que le motif Walker ou les transporteurs ABC, que l'ont trouvent dans d'autres 

protéines sensibles à l'ATP. Ceci indique qu’un nouveau site de liaison de l’ATP est présent 

dans les récepteurs P2X (Roberts et al., 2006). Les premières mesures électrophysiologiques 

réalisées dans les neurones du ganglion de la racine dorsale (neurones DRG) chez le rat, 

semblaient indiquer que la fixation de trois molécules d'ATP était nécessaire pour activer un 

canal P2X (Bean, 1990). Des analyses ultérieures réalisées en canal unitaire sur des récepteurs 



  53 

 

P2X2 ont confirmé cette idée (Ding and Sachs, 1999). Toutefois, une étude récente semble 

indiquer que deux molécules d'ATP suffisent pour l'activation du récepteur (Stelmashenko et 

al., 2012). Avant l’étude récente de la cristallographie du récepteurs P2X4 du poisson zèbre, 

des approches de mutagenèse ont été menées sur les récepteurs P2X1, P2X2, P2X3 et P2X4  

afin de localiser le site de liaison de l'agoniste. Ces études ont abouti à l’identification des 

résidus d'acides aminés chargés positivement impliqués dans la liaison des groupements 

phosphates de l’ATP (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). En particulier, les résidus Lysine 

chargés positivement présents dans la position 68, 70, 309 sont proposés pour interagir avec 

les groupements phosphates chargés négativement de l'ATP, tandis que l'anneau adénine 

semblerait être pris en sandwich entre deux régions de résidus aromatiques conservés aux 

positions Phe185/Thr186 et Asn290/Phe292 (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). 

 

Tableau 3 : Propriétés fonctionnelles et pharmacologiques des récepteurs P2X. 

 

 Constante de 

temps de 

désensibilisation  

Agonistes  Antagonistes  Perméabilité 

relative P
Ca

/P
Na

  

P2X
1
  Rapide  BzATP > ATP = 2-MeSATP ≥ 

α,β-meATP = L-β,
ϒ
-meATP 

PAPET-ATP  

NF449 > IP
5
I > TNP-ATP > 

RO0437626 > NF279, NF023, 

RO1, MRS2159  

P
Ca

/P
Na

=4.8  

P2X
2
  Très lente  ATP ≥ATP

ϒ
S≥ 2-MeSATP >> 

α,β-meATP; β,
ϒ
-CF

2
ATP 

(sensible au pH et au zinc)  

PSB-10211 > RB2, isoPPADS 

> PPADS > Suramin, NF770, 

NF778, aminoglycoside  

P
Ca

/P
Na

=2.8  

P2X
3
  rapide  2-MeSATP ≥ ATP ≥ Ap

4
A ≥ 

α,β-meATP; PAPET-ATP; 

BzATP  

TNP-ATP, isoPPADS > 

A317491 > NF110 > PPADS, 

Ip
5
I, phenol red, RO4,  

RN-1838, Spinorphin, AF353  

P
Ca

/P
Na

=1.2  

P2X
4
  lente  ATP >> α,β-meATP >> 

 CTP, 2-MeSATP; 

Potentialisation par 

l’ivermectine (modulateur)  

5-BDBD >> TNP-ATP, 

PPADS > BBG, Paroxetine, 

phenolphthalein, CO donor 

(CROM2)  

P
Ca

/P
Na

=4.2  

P2X
5
  Très lente  ATP = 2-MeSATP=ATP

ϒ
S >> 

α,β-meATP > AP
4
A  

BBG > PPADS, Suramin  P
Ca

/P
Na

=1.5  

P2X
6
  _  Seulement fonctionnels en 

hétérotrimères  
_   

P2X
7
  Pas de 

désensibilisation  
(phénomène de 

facilitation *)  

BzATP > ATP ≥  

2-MeSATP >> α,β-meATP  
KN62, BBG, KN04, 

MRS2427, O-ATP, RN-6189, 

AZ10606120, A740003, A-

438079, A-804598,  

GSK-1370319, Compound 

31(GSK), AZD-9056,  

CE-224535, Emodine**  

_  

D’après (Burnstock, 2012; Jarvis and Khakh, 2009), * (Roger et al., 2008, 2010a), ** (Liu et al., 2010). 
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Figure 14 : Propriétés de désensibilisation des différents récepteurs P2X homomèriques de rat exprimés 

dans les cellules HEK293. 

Une application brève d’ATP (2 secondes) à la concentration indiquée dans la figure, est responsable de la 

désensibilisation rapide des récepteurs P2X1 et P2X3. Une application prolongée d’ATP (60 secondes) entraîne 

une désensibilisation plus lente des récepteurs P2X2, P2X4 et P2X5. Seuls les récepteurs P2X7 ne montre pas de 

désensibilisation mais plutôt une facilitation du courant. Figure modifiée d’après North, 2002 (North, 2002). 

 

 

Tous les récepteurs P2X sont des canaux cationiques non sélectifs démontrant une 

perméabilité pour le sodium, le potassium et le calcium. Leur activité tend à dépolariser le 

potentiel de membrane.  

d) Distribution 

Les récepteurs P2X sont largement, mais spécifiquement distribués, entre les différents 

tissus de l'organisme chez les mammifères. 

Le récepteur P2X1 est fortement exprimé dans les cellules musculaires lisses de 

divers organes, y compris dans la vessie, le canal déférent, et les artères. Ces récepteurs 

interviennent dans la contraction de ces muscles lisses. Ils se trouvent également, à des 

niveaux très importants, dans les mégacaryocytes et les plaquettes sanguines (Kaczmarek-

Hájek et al., 2012; Khakh and North, 2006). L’activation des récepteurs P2X1 potentialisent 

l’activation des plaquettes. Les mastocytes pulmonaires humains semblent exprimer des 



  55 

 

récepteurs P2X1 fonctionnels. Les récepteurs P2X1 interviennent également dans 

l’autorégulation des reins (Kaczmarek-Hájek et al., 2012).  

Le récepteur P2X2 est l’un des récepteurs les plus répandus parmi toute la famille des 

récepteurs P2X. Il est très exprimé dans le système nerveux central et périphérique. En outre, 

le récepteurs P2X2 semble être exprimé dans de multiples tissus non-neuronaux, comme la 

glande médullosurrénale (dans les cellules chromaffines), l’urothélium, le muscle vasculaire 

lisse, le muscle squelettique (au cours du développement et de la régénération), le muscle 

cardiaque et les cellules interstitielles des canaux déférents (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). 

Le récepteur P2X2 semble être impliqué dans la nociception (Kim et al., 2003). 

Le récepteur P2X3 (chez l’homme) est localisé de façon prédominante au niveau des 

neurones sensitifs. Il est exprimé dans la moelle épinière, les ganglions de la racine dorsale, 

l'intestin (neurones du plexus myentérique), le cœur, la vessie (urothélium et suburothélium), 

et dans la pulpe dentaire (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). Il est impliqué dans la signalisation 

nociceptive (Burnstock and Kennedy, 2011).  

Le récepteur P2X4 est largement distribué. Une expression abondante de ce récepteur 

a été démontrée dans plusieurs régions des systèmes nerveux central et périphérique, ainsi que 

tous les organes vitaux et reproductifs, le muscle squelettique et lisse, les cellules épithéliales 

et endothéliales, mais aussi dans d’autres tissus. De nombreuses études ont montré 

l'implication du récepteur P2X4 dans l’inflammation chronique et dans la douleur 

neuropathique (Guo et al., 2005; Inoue et al., 2004; Schwab et al., 2005; Ulmann et al., 2008). 

La sous-unité P2X4 est composée de 388 acides aminés. Parmi toutes les sous-unités de 

récepteurs P2X, c’est celle qui a la séquence en acides aminés la plus proche de la sous-unité 

P2X7 (environ 49 % d’identité) (North, 2002). Les récepteurs P2X4 sont localisés de manière 

prédominante au niveau intracellulaire car ils sont internalisés par endocytose via des 

vésicules recouvertes de clathrine et sont principalement localisés dans les lysosomes 

(Bobanovic et al., 2002; Stokes and Surprenant, 2009). 

Le récepteur P2X5 semble être prédominant dans le système nerveux central ainsi que 

le système immunitaire chez l’homme. Il semblerait que ce récepteur joue un rôle dans le 

développement ou la régénération du muscle squelettique (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). Le 

récepteur se trouve également à des niveaux relativement élevés dans différents tissus 

cancéreux (carcinomes basocellulaires et spinocellulaires ainsi que les cancers de la prostate) 

ce qui indique que l'activation du récepteur P2X5 pourrait également réguler la croissance et la 

différenciation des cellules cancéreuses (Burnstock and Di Virgilio, 2013).  
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Le récepteur P2X6 est exprimé de façon prépondérante dans le muscle squelettique. 

La fonction physiologique (in vivo) du récepteur P2X6 reste mal comprise. Cependant des 

études ont suggéré l’implication des récepteurs P2X6 dans la régénération des muscles 

dystrophiques. D’autres auteurs ont proposé un rôle de P2X6 dans la différenciation des 

cellules souches mésenchymateuses (Kaczmarek-Hájek et al., 2012).  

Le récepteur P2X7 présente des particularités structurales, pharmacologiques et 

biophysiques qui différent des autres récepteurs P2X et le monde scientifique est chaque jour 

confronté à des surprenantes (sans jeu de mot !) découvertes concernant ce récepteur. La 

partie qui va suivre est consacrée entièrement à ce récepteur "à multiples facettes". 
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IV. Récepteur P2X7 

Le récepteur P2X7, initialement désigné par ‘P2Z’, avait été décrit à la surface des 

mastocytes en 1980 (Cockcroft and Gomperts, 1980). Il fut ensuite caractérisé à la surface 

d'autres cellules d'origine hématopoïétique telles que les macrophages ou les lymphocytes et 

cloné d’abord chez le rat (Surprenant et al., 1996), puis chez l'homme (Rassendren et al., 

1997b). Il fut alors identifié comme étant le 7
ème

 membre de la famille P2X, P2X7.  

A. Gène  

Le gène humain codant pour le récepteur P2X7 (P2RX7) comprend 13 exons. Il est 

localisé au niveau du chromosome 12 (12q24.31), le chromosome sur lequel est également 

situé le gène codant pour le récepteur P2X4. Plusieurs isoformes du récepteurs P2X7 humain 

ont été identifiés à ce jour (P2X7B-J), P2X7A étant le récepteur complet composé de 595 

acides aminés. Plus de 650 polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP) ont été rapporté dans 

le gène P2X7 humain (Sluyter and Stokes, 2011). Certains d'entre eux semblent causer une 

perte ou un gain de fonction. Plusieurs de ces variants génétiques du récepteurs P2X7 ont été 

associés à diverses maladies, notamment la leucémie lymphocytaire chronique, le diabète et 

les troubles de l'humeur (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). La régulation de l’expression des 

récepteurs P2X7 peut se faire à plusieurs niveaux : (1) régulation transcriptionelle par des 

éléments cis-régulateurs (cis-regulatory enhancer element) ou par hyperméthylation, (2) 

régulation post-transcriptionelle par des micro-ARN (miR) tels que miR-150 et miR-186. La 

glycosylation des récepteurs P2X7 est importante pour leur acheminement et leur adressage à 

la membrane (Gorodeski, 2009). 

B. Structure  

Le récepteur P2X7 répond à la même structure que précédemment décrite (voir 

chapitre structure des récepteurs P2X page 54). Toutefois, il se distingue structurellement des 

autres membres des récepteurs P2X par sa longue extrémité C-terminale intracellulaire (239 

acides aminés) contenant plusieurs sites d’interactions protéines-protéines. Parmi ces sites 

d’interactions, un site potentiel pour la liaison des lipopolysaccharides (LPS), un site potentiel 

pour la liaison avec la β-arrestine, un domaine SH3 et un site de liaison à la calmoduline 

(Costa-Junior et al., 2011; Roger et al., 2008). Kim et ses collaborateurs (2001) ont montré 
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que les récepteurs P2X7 peuvent former un complexe de signalisation avec de multiples autres 

protéines. Les protéines intéragissant avec les récepteurs P2X7 sont les protéines de structure 

(la laminine α-3, l'integrine β-2, l’α-actinine 4, la β-actine, la supervilline, les 3 protéines de 

choc thermique Hsp 90, Hsp 70 et Hsc 71 et la protéine MAGuK), et les protéines de 

signalisation (la phosphatase RPTPβ et la phosphatidylinositol 4-kinase (PI4K)) (Kim et al., 

2001). L’extrémité C-terminale intervient dans la régulation de la translocation du récepteur 

P2X7 vers la membrane plasmique (Denlinger et al., 2003; Smart et al., 2003) et dans la 

modulation du fonctionnement du canal (Becker et al., 2008). Cette extrémité est impliquée 

également dans le phénomène de facilitation par lequel les courants entrants ainsi que la 

sensibilité à l’agoniste augmentent avec des applications répétées d’agoniste (Roger et al., 

2008, 2010a).  

C. Pharmacologie 

1. Les agonistes du récepteur P2X7 

Le récepteur P2X7 possède une affinité plus faible pour l’ATP que les autres 

récepteurs P2X. Le BzATP est l’agoniste le plus puissant (avec une EC50= 50 µM par rapport 

à une EC50= 3 à 4 mM pour l’ATP). Cependant il n’est pas spécifique du récepteur P2X7, 

mais active aussi d’autres récepteurs P2X. Lorsque le récepteur P2X7 est facilité, les valeurs 

d’EC50 pour le BzATP et l’ATP sont de 25 µM et 2 mM respectivement (Roger et al., 2008, 

2010a; Surprenant et al., 1996). 2-meSATP et ATPγS sont des agonistes partiels tandis que 

αβ-meATP et βγ-meATP ont très peu d’effet sur l’activation du récepteur P2X7. Une 

caractéristique importante du récepteur P2X7 est son activation par ADP-ribosylation, une 

réaction qui nécessite l’enzyme ADP-ribosyltranséfrase et le NAD comme substrat. Il a été 

reporté que les cellules T régulatrices expriment à la fois les récepteurs P2X7 et l’enzyme 

ADP-ribosyltranséfarse. L’activation des récepteurs P2X7 par ADP-ribosylation dans ces 

cellules a été également observée dans les cellules HEK293 qui sont co-transfectées avec les 

deux protéines (Schwarz et al., 2009). Il a été également montré que le transfert, via l’ADP-

ribosyltransférase ART2.2, du groupement ADP-ribose sur le résidu Arg 125 du récepteur 

P2X7 entraîne l’activation de celui-ci (Adriouch et al., 2008; Seman et al., 2003). 

2. Les antagonistes du récepteur P2X7 

La suramine est un bloqueur des récepteurs P2Y et P2X et ne semble pas avoir un effet 

sur les récepteur P2X7 de toutes les espèces (Bianchi et al., 1999; Surprenant et al., 1996), 
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tandis que PPADS (Pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonic acid), un autre 

antagoniste non sélectif des récepteurs P2X, est en effet un inhibiteur des récepteurs P2X7 

avec des IC50 variables allant de 1 à 60 µM (Chessell et al., 1998; Coddou et al., 2011). Le 

NF279, un analogue de la suramine, inhibe le récepteur P2X7 humain avec une IC50 de 3 µM, 

mais des concentrations supérieures à 100 µM sont nécessaires pour inhiber le récepteur P2X7 

du rat (Donnelly-Roberts et al., 2009). MRS2159, un puissant inhibiteur du récepteur P2X1 de 

rat, inhibe également le récepteur P2X7 de la souris, du rat et de l’humain (Donnelly-Roberts 

et al., 2009). L’ATP oxydé est un antagoniste irréversible qui nécessite d’être pré-incubé à des 

concentrations de 100 à 300 µM pour être efficace (Hibell et al., 2001; Surprenant et al., 

1996). Le Brillant Blue G (BBG) inhibe également le récepteur P2X7 de rat et humain avec 

des valeurs d’IC50 d'environ 15 et 250 nm, respectivement (Jiang et al., 2000).  

Plusieurs inhibiteurs des protéines kinases Ca
2+

/calmoduline-dépendantes, y compris 

le calmidazolium et le KN-62, inhibent également le courant induit par l’activation du 

récepteur P2X7 humain par le BzATP. Le KN-62 est l'un des inhibiteur les plus puissant pour 

les récepteurs P2X7 de la souris et homme, mais étonnamment inactif chez le rat. Le KN-04, 

un dérivé de KN62, qui est inactif envers la CaMKII, mais inhibe le courant induit par le 

récepteur P2X7 (Humphreys et al., 1998). Ceci indique que l’inhibition se fait par un 

mécanisme indépendant de la CaMKII.  

En 2006, le groupe de Jarvis dans les laboratoires Abbott (Chicago, États-Unis) a 

développé des antagonistes spécifiques du récepteurs P2X7: Ces deux inhibiteurs sont à la fois 

réversibles et compétitifs, ce qui les démarque des autres antagonistes du récepteur P2X7. 

L’A-438079, qui bloque sélectivement l’influx calcique induit par le BzATP avec une IC50 de 

100 nM et 300 nM pour le récepteur P2X7 de rat et humain respectivement et ne semble pas 

actif sur les autres récepteurs P2X (Donnelly-Roberts et al., 2009; Nelson et al., 2006). L’A-

740003 est un antagoniste sélectif et puissant du récepteur P2X7 humain et de rat avec des 

valeurs de IC50 de 18 et 40 nM pour le récepteur P2X7 du rat et humain (Honore et al., 2006). 

L’A-438079 et l’A-740003 ont été utilisés avec succès dans des expériences in vivo par 

administration intrapéritonéale dans le but d’étudier certains modèles de maladies associées 

aux récepteurs P2X7 (Honore et al., 2006; Nelson et al., 2006). L’AZ10606120, 

L’AZ11645373 et l’A-804598 sont d’autres antagonistes du récepteur P2X7 étudiés 

récemment (Coddou et al., 2011; Jarvis and Khakh, 2009).  

Les réponses à l’ATP sont potentialisées dans un milieu contenant une faible 

concentration en ions bivalents, comme le Ca
2+

, le Mg
2+

, le Zn
2+

 ou le Cu
2+

 (Surprenant et al., 

1996). 
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D. Perméabilisation membranaire 

Lors d’une stimulation transitoire, le récepteurs P2X7 se comporte comme un canal 

sélectif aux cations perméable au Na
+
, K

+
, et Ca

2+
. Toutefois des stimulations soutenues de ce 

récepteur mènent à une transition qui conduit à la formation d'un large pore membranaire non 

sélectif perméable à des molécules cationiques d’un poids moléculaire allant jusqu'à 900 Da 

(Steinberg et al., 1987; Surprenant et al., 1996; Wiley et al., 1992). Ce processus connu sous 

le nom de ‘Perméabilisation cellulaire’ est parmi les caractéristiques les plus étudiés du 

récepteur P2X7. Ce phénomène reste cependant encore mal connu de nos jours. La formation 

du pore peut être démontrée expérimentalement par l’accumulation intracellulaire d’agents 

intercalants de l’ADN cationiques et fluorescents, comme le YO-PRO1 (Poids Moléculaire 

(PM) : 375 Da), le bromure d’éthidium (PM : 314 Da), ou alternativement par l’augmentation 

progressive de la perméabilité à des cations organiques chargés positivement, comme le 

NMDG (N-methyl-D-glucamine) (PM : 195 Da).  

Ce phénomène ne semble pas unique au récepteur P2X7, mais se produit également 

avec les récepteurs P2X2, P2X4, P2X2/3 et P2X2/5, bien que moins fréquemment ou 

systématiquement dans certains cas (Jiang, 2012). Deux principaux mécanismes ont été 

proposés pour expliquer l’augmentation, de façon dépendante du temps, de la perméabilité 

membranaire suite à l’activation du récepteur P2X7 : (1) Il a été suggéré qu’une dilatation 

progressive de la voie de conduction ionique du récepteur P2X7 se produit pendant 

l'application prolongée de l'agoniste entraînant ainsi une augmentation de la perméabilité 

(Gudipaty et al., 2001; Surprenant et al., 1996). (2) La formation du pore induite par le 

récepteur P2X7 pourrait aussi faire intervenir d’autres protéines pores perméables à des 

molécules plus larges, telles que des connexines ou pannexines. Il a été montré que la protéine 

transmembranaire pannexine-1 intervient dans la formation du pore (un hémicanal) et permet 

ainsi l'entrée de molécules fluorescentes dans la cellule via son couplage avec le récepteur 

P2X7 (Pelegrin and Surprenant, 2006).  

E. Distribution 

L’expression du récepteur P2X7 a été initialement décrite dans des cellules d’origine 

hématopoïétiques, mais il est maintenant évident que le récepteur P2X7 est également présent 

dans d'autres types cellulaires tels que les cellules épithéliales, mésenchymateuses et 

neuronales (Burnstock and Knight, 2004). En ce qui concerne les lignées hématopoïétiques, le 

récepteur P2X7 est présent dans les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les 
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lymphocytes NK, les lymphocytes B, les lymphocytes T les érythrocytes et les éosinophiles. 

De nombreuses études ont montré que le récepteur P2X7 était aussi exprimé dans les 

mastocytes humains, les cellules microgliales, les ostéoclastes et les ostéoblastes. P2X7 est 

également présent sur d'autres types cellulaires, y compris les fibroblastes, les cellules 

endothéliales, et les cellules épithéliales dans différents tissus, notamment de la peau, du col 

utérin, du pancréas et du côlon (Gorodeski, 2009). En outre, P2X7 est présent sur différents 

types de cellules macrogliales (comme les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules de 

Schwann).  

Plusieurs fonctions cellulaires et voies de signalisation dépendantes du récepteur P2X7 

ont été mises en évidence par le biais d’études in vivo sur des modèles animaux. Parmi les 

fonctions et les voies de signalisation les mieux décrites figurent : 

-  La stimulation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoire tels que l'interleukine (IL)-

1β et IL-18 suite à l’activation de l'inflammasome NALP3 et Caspase-1 dans les cellules 

myéloïdes humaines (les macrophages) (Di Virgilio, 2007). 

-  Le contrôle de la prolifération / ou la mort cellulaire (Di Virgilio et al., 2009). 

- La fusion des phagosomes avec les lysosomes permettant l’élimination des pathogènes 

intracellulaires dans les macrophages humains (mycobactéries intracellulaire, Chlamydia et le 

Toxoplasmose) (Coutinho-Silva et al., 2009).  

- L’exposition (Shedding) de CD21 (complement receptor type 2), CD62L (L-sélectine: 

molécule d’adhésion cellulaire retrouvé dans les lymphocytes) (Sengstake et al., 2006), CD23 

(the low affinity IgE receptor) (Farrell et al., 2010). 

- La libération de la MMP-9 (appelée également gélatinase B) et des cathepsines par des 

cellules lymphoïdes et myéloïdes (Lopez-Castejon et al., 2010; Sluyter and Stokes, 2011).  

 

Par ailleurs, le récepteur P2X7 est impliqué dans d’autres événements cellulaires tels 

que l’exposition rapide et réversible des phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la 

membrane plasmique, "le blebbing" ou bourgeonnement membranaire, la libération de 

microparticules et d’exosomes, la formation de cellules multinucléées, ainsi que la production 

d’espèce réactives de l’oxygène et les espèces réactives d'azote (Sluyter and Stokes, 2011).  

http://en.wikipedia.org/wiki/IgE
http://en.wikipedia.org/wiki/Biochemistry
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V. Le récepteur P2X7 dans les cancers 

Le récepteur P2X7 est majoritairement considéré, par la plupart des chercheurs, 

comme étant un récepteur cytotoxique activé par l’ATP extracellulaire. La cytotoxicité induite 

par l’activation du récepteur P2X7 peut se traduire par une nécrose ou une apoptose cellulaire, 

en fonction des conditions expérimentales et du type cellulaire impliqué. Par ailleurs, l’effet 

cytotoxique de l’ATP s’il se produit dans plusieurs lignées et types cellulaires, n’est pas 

systématique et ne se manifeste pas dans d’autres types cellulaire. En outre, la cytotoxicité 

quand elle est observée, est souvent le résultat d’une stimulation avec des fortes 

concentrations d’ATP, soutenue dans le temps (> 30 min). Ceci est susceptible de se produire 

in vivo, dans des conditions de stress cellulaire ou de dommage tissulaire, comme cela peut 

être le cas lors d'infections mais aussi dans des conditions physiopathologiques graves telles 

que le cancer. Dans ce cas, l’ATP extracellulaire se trouve à de très fortes concentrations dans 

le microenvironnement tumoral en comparaison avec les tissus non tumoraux (Michaud et al., 

2011; Pellegatti et al., 2008). Le nombre d’études s’intéressant à l’expression et la 

fonctionnalité des récepteurs P2X7 dans plusieurs types de cancer et leur implication 

physiopathologique n’a cessé de croître sur ces dernières années. Différentes équipes ont 

signalé une augmentation de l’expression (ARN messager et protéine) de ce récepteur dans 

plusieurs tumeurs et cellules cancéreuses (Künzli et al., 2007; Slater et al., 2003, 2004a, 

2004b, 2005; Solini et al., 2008). Dans la plupart des cas, ces études ne font pas d’analyse de 

l'activité fonctionnelle du récepteur (Künzli et al., 2007; Slater et al., 2003, 2004a, 2004b, 

2005). Dans d’autres études, une des fonctionnalités du récepteur P2X7 a été étudiée (souvent 

la perméabilisation membranaire) dans des lignées cellulaires établies à partir des tumeurs 

primaires (Greig et al., 2003; White et al., 2005). Un bilan très intéressant et plus détaillé 

découlant de ces études est présenté ci-après en fonction de chaque type de cancer.  

A. Cancer du sein 

Dans le cadre d’une étude réalisée sur le cancer du sein, 40 échantillons de différentes 

catégories histologiques ont été analysés par immunohistochimie (coloration à l'hématoxyline 

et à l'éosine et en utilisant un anticorps dirigée contre le récepteur P2X7). Les auteurs ont 

montré que les protéines P2X7 n’étaient pas détectées dans l'épithélium normal et ni même 

dans les hyperplasies. En revanche toutes les cellules épithéliales cancéreuses issues des 

http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89osine
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carcinomes lobulaires ou canalaires in situ ou invasifs étaient intensément marquées. Les 

carcinomes lobulaires et canalaires in situ avaient un marquage intracellulaire des récepteurs 

P2X7 tandis que les cellules épithéliales cancéreuses invasives ont montré une intensité de 

marquage au niveau de la surface cellulaire. Toutefois les auteurs suggèrent que les récepteurs 

P2X7 pourraient être non fonctionnels et seraient par conséquent incapables d'induire 

l'apoptose (Slater et al., 2004b). Dans cette étude, aucune technique (le patch clamp, la 

fluorimétrie calcique, l’incorporation d’éthidium) n’a été employée par les auteurs dans le but 

de vérifier la fonctionnalité des récepteurs P2X7.  

B. Cancer de la prostate 

La même équipe que précédemment citée, dans une étude réalisée sur le cancer de la 

prostate, a constaté qu’il existait une différence d’expression des récepteurs P2X7 entre des 

biopsies non cancéreuses par rapport à des biopsies cancéreuses (par immunohistochimie) 

(Slater et al., 2004a). Slater et ses collaborateurs ont montré que dans une cohorte de 116 

spécimens présentant le cancer de la prostate, les récepteurs P2X7 étaient exprimés 

indépendamment du score de Gleason (Étude microscopique des cellules cancéreuses 

permettant de préciser l'agressivité du cancer. Ce score varie de 2 à 10 : 2 correspondant à une 

tumeur faiblement agressive, 10 à une agressivité élevée) ou de l'âge du patient. Les auteurs 

suggèrent que les récepteurs P2X7 étaient non fonctionnels dans cette cohorte de 116 

spécimens. Ils ont remarqué que les récepteurs P2X7 étaient aussi exprimés dans les cellules 

épithéliales non cancéreuses adjacentes aux marges de la tumeur, mais pas dans les tissus 

normaux chez des patients ne présentant aucun signe de cancer. Ceci soulevait la possibilité 

de l'apparition précoce de ces récepteurs au cours du processus de cancérisation et de leur 

utilisation comme un marqueur précoce du cancer de la prostate (Slater et al., 2004a). Dans 

une autre étude, ils ont montré que l'expression du récepteur P2X7 dans l'épithélium 

glandulaire était un marqueur précoce du cancer de la prostate et était en corrélation avec les 

niveaux croissants de l’antigène prostatique spécifique (PSA) (Slater et al., 2005).  

C. Cancer du pancréas 

Dans une étude sur les pathologies du pancréas, des tissus issus de pancréas normaux, 

de patients souffrants de pancréatite chronique et de patients ayant le cancer du pancréas, ont 

été analysés (Künzli et al., 2007). Les résultats de RT-PCR indiquaient que les ARNm des 

récepteurs P2X7 étaient exprimés à des niveaux faibles dans les biopsies normales, mais leur 

expression était augmentée de manière significative dans les biopsies de pancréatite 



  64 

 

chronique. Dans les biopsies cancéreuses, les ARNm des récepteurs P2X7 n'étaient pas 

significativement surexprimés par rapport aux biopsies normales. Les transcrits des récepteurs 

P2X7 étaient surexprimés dans les biopsies de pancréatite chronique par rapport à celles du 

cancer de pancréas. Les analyses par western blot ont montré que les niveaux d'expression 

protéique des récepteurs P2X7 ont augmenté de 3 et de 2,2 fois respectivement pour les 

biopsies de pancréatite chronique et celles cancéreuses par rapport aux biopsies normale 

(cependant tous les résultats obtenus sont non significatifs). Les analyses par 

immunohistochimie montraient que les récepteurs P2X7, dans les tissus normaux, étaient 

principalement exprimés dans les macrophages et dans d'autres cellules immunitaires mais 

pas dans les cellules du parenchyme. Les récepteurs P2X7 étaient également exprimés au 

niveau des cellules immunitaires, dans les biopsies de pancréatite chronique, tandis qu’ils 

étaient presque indétectables dans les tissus cancéreux (sauf un marquage clair au niveau des 

immunocytes). 

D. Cancer papillaire de la thyroïde 

Dans une étude menée sur le cancer papillaire de la thyroïde, les auteurs ont reporté 

une augmentation d’expression d’ARNm (RT-qPCR) et de la protéine (immunohistochimie) 

des récepteurs P2X7 (aussi bien les formes cancéreuses classiques que folliculaires), par 

rapport à des biopsies de thyroïdes normales. Les récepteurs P2X7 étaient également 

surexprimés (ARNm par RT-PCR et protéine par western blot) dans deux lignées cellulaires 

du cancer de la thyroïde (FB1 et FB2) par rapport à des thyrocytes normaux. Les récepteurs 

P2X7 étaient fonctionnels dans ces deux lignées cellulaires. En effet, la stimulation des 

cellules avec des doses croissantes d’ATP et de BzATP entraînait une augmentation du 

calcium intracellulaire et aussi une grande libération d’IL-6. Ces effets étaient abolis en 

présence des inhibiteurs des récepteurs P2X7 oATP et du KN62 (Solini et al., 2008). Par 

ailleurs, il a été montré qu’un polymorphisme du gène du récepteur P2X7 "1513A>C" (la 

substitution E496A induisant une perte de fonction) présentait une forte association avec la 

variante folliculaire de ce même type de cancer (Dardano et al., 2009). Dans une autre étude, 

un total de 62 échantillons : 43 en provenance de patients atteints de cancer papillaire de la 

thyroïde et 19 provenant de patients ayant un goitre nodulaire bénin, étaient étudiés par 

immunohistochimie. Les auteurs ont montré que les expressions de la protéine inhibitrice de 

l’apoptose liée au chromosome X (XIAP) et du récepteur P2X7 étaient élevées dans les 

cancers papillaires thyroïdiens par rapport aux goitres nodulaires bénins. Ces données 

montrent également que les scores de marquage immunohistochimique pour XIAP et le 

http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2001/mag0209/dossier/sa_4200_thyroide_niv2.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2001/mag0209/dossier/sa_4200_thyroide_niv2.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2001/mag0209/dossier/sa_4200_thyroide_niv2.htm
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récepteur P2X7 étaient significativement plus élevés chez les patients cancéreux avec 

métastases ganglionnaires, que chez les patients sans métastases. Les patients avec les 

métastases ganglionnaires présentaient par ailleurs, des tumeurs primaires avec un volume 

plus important. Les auteurs révèlent ainsi que l’expression de XIAP et du récepteur P2X7 

étaient associées à la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques et pourraient 

ainsi prédire l'agressivité du cancer papillaire de la thyroïde. Cependant le mécanisme sous-

jacent à cette relation n'est pas clair. Les auteurs proposent ces deux protéines comme des 

potentiels nouveaux marqueurs pronostiques des carcinomes papillaires de la thyroïde (Gu et 

al., 2010).  

E. Cancer de la peau 

Le cancer de la peau recouvre deux catégories de tumeurs cutanées distinctes :  

- Les non-mélanomes : carcinomes baso- ou spino-cellulaires. Le premier type se 

développe au départ des cellules basales de l'épiderme mais n’entraine pas de lésions à 

distance (métastases). Le deuxième type se développe également au départ de 

l’épiderme et contrairement au premier type peut métastaser. 

- Le mélanome est le cancer de la peau le plus dangereux. Il atteint les cellules 

pigmentées de l’épiderme (les mélanocytes).  

1. Carcinomes basocellulaires et spinocellulaires 

Une analyse immunohistochimique montre que les récepteurs P2X7 sont exprimés 

dans le centre nécrotique des carcinomes basocellulaires nodulaires mais également dans les 

cellules apoptotiques dans les carcinomes basocellulaires et spinocellulaires infiltrants. Une 

étude sur une lignée humaine de cellules de carcinome spinocellulaire (A431) a été effectuée 

et montrent que le récepteur P2X7 était exprimé (immuno-marquage). Les tests de 

prolifération cellulaire ont montré que la stimulation par le BzATP et par de fortes 

concentrations d’ATP (de l’ordre de millimolaire) induisait une diminution significative du 

nombre des cellules in vitro. Les auteurs de cette étude suggèrent que les récepteurs P2X7 

seraient fonctionnels et seraient par conséquent capables d'induire l'apoptose. Toutefois, 

aucune technique (le patch clamp, la fluorimétrie calcique, l’incorporation d’éthidium) n’a été 

employée par les auteurs dans le but de vérifier la fonctionnalité des récepteurs P2X7 (Greig et 

al., 2003).  
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2. Mélanome 

Une étude par analyse immunohistochimique sur 80 biopsies de mélanome superficiel 

extensif a montré que l’expression des récepteurs P2X7 était augmentée par rapport à des 

échantillons non cancéreux (Slater et al., 2003). Le marquage des récepteurs P2X7 semblait 

montrer également une augmentation de son expression sur une surface étendue à 2 mm 

autour du mélanome jusqu’à la couche de kératinocyte de l'épiderme adjacent. Ce marquage 

n’est plus observé au delà de cette distance, et le récepteur P2X7 n’était pas exprimés dans 

l'épithélium normal. De façon intéressante, la protéine d'adhésion cellulaire E-cadhérine était 

exprimée au niveau de la membrane plasmique des kératinocytes de l’épithélium normal, mais 

n'était pas détectable dans les mélanocytes normaux ou dans les cellules de mélanome. Slater 

et collaborateurs ont proposé qu’il y avait une intense activité apoptotique dans le mélanome 

(Slater et al., 2003). Cependant des études fonctionnelles sur des lignées cellulaires provenant 

de mélanome nécessitent d’être réalisées. Une étude ultérieure, réalisée par un autre groupe, a 

montrée que les récepteurs P2X7 étaient exprimés dans 14 échantillons de mélanome humain. 

Les récepteurs P2X7 étaient également exprimés (ARNm et protéine) dans une lignée de 

cellule de mélanome A375. Les récepteurs P2X7 semblaient fonctionnels (incorporation de 

YO-PRO-1), et leur activation pharmacologique par le BzATP déclenchait l'apoptose. Les 

auteurs suggèrent que ces récepteurs pourraient représenter une nouvelle cible pour le 

traitement du mélanome (White et al., 2005).  

F. Leucémie lymphoïde chronique 

L’expression des récepteurs P2X7 a été décrite dans les lymphocytes leucémiques 

humains (Adinolfi et al., 2002; Cabrini et al., 2005). Adinolfi et ses collaborateurs ont étudié 

l’expression et le fonctionnement des récepteurs P2X7 dans des cellules de patients atteints 

par la leucémie lymphoïde chronique (LCC). 13 des patients étudiés présentaient une forme 

évolutive de LCC et 8 présentaient une forme indolente de cette maladie. Les donnés ont 

montré que les concentrations en calcium intracellulaire basal étaient significativement 

élevées dans les lymphocytes provenant de patients présentant une forme évolutive par 

rapport aux lymphocytes de la forme indolente. En outre, l’augmentation du calcium 

intracellulaire, suite à la stimulation des récepteurs P2X7 par l’ATP, était beaucoup plus 

importante dans les lymphocytes provenant de patients de la forme évolutive. Ces mêmes 

lymphocytes exprimaient les récepteurs P2X7 (ARNm et protéine) à un niveau plus élevé que 

les lymphocytes provenant des patients atteints de la forme indolente de la maladie. L'ATP 
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extracellulaire inhibe la prolifération des lymphocytes isolés des patients touchés par la forme 

évolutive de LCC, mais pas la forme indolente. Les auteurs ont suggéré que l'expression ainsi 

que le fonctionnement des récepteurs P2X7 peuvent être corrélés avec la sévérité de la 

leucémie lymphoïde chronique (Adinolfi et al., 2002). Une autre étude a montré qu’un 

polymorphisme du gène du récepteur P2X7 "1513A>C" (la substitution E496A induisant une 

perte de fonction) voit sa fréquence augmentée chez 36 patients atteints de LCC et était 

associé à un risque accru de développer cette maladie (Wiley et al., 2002). Une autre étude a 

montré que l'expression du récepteur P2X7 était significativement plus élevée (ARNm et 

protéine) dans des cellules mononuclées de la moelle osseuse de patients atteints de leucémie 

lymphoblastique aiguë (ainsi que la leucémie myéloïde chronique et aiguë) par rapport aux 

cellules mononuclées de la moelle osseuse de personnes sains (Zhang et al., 2004). Dans une 

étude récente, des expériences de PCR en temps réel et de Western blot sur des échantillons 

de cellules mononucléaires de la moelle osseuses de leucémies aiguës pédiatriques, ont 

montré que les récepteurs P2X1, P2X4, P2X5 et P2X7 étaient surexprimés par rapport à des 

échantillons témoins, tandis que les récepteurs P2X2, P2X3 et P2X6 étaient absents ou peu 

exprimés dans les deux groupes. Les niveaux d’expression les plus élevés pour les récepteurs 

P2X7 ont été retrouvés chez des patients en rechute. Ils ont également montré une diminution 

significative de l'expression des récepteurs P2X4, P2X5 et P2X7 après rémission complète 

suite à la chimiothérapie. Enfin, ils ont montré que les cellules mononucléaires de la moelle 

osseuse de leucémies aiguës pédiatriques expriment des récepteurs P2X7 fonctionnels (mesure 

du calcium intracellulaire suite à la stimulation des récepteurs P2X7 par 100 µM de BzATP). 

Les auteurs suggèrent que les récepteurs P2X1, P2X4, P2X5 et spécialement le récepteur P2X7 

pourrait être impliquer dans l’apparition d’un phénotype malin et ainsi jouer un rôle important 

dans les leucémies pédiatriques (Chong et al., 2010). 

G. Les tumeurs cérébrales (Neuroblastome) 

L’expression protéique des récepteurs P2X7 a été détectée à la fois dans les tumeurs 

primaires de neuroblastome (par immunohistochimie) et dans des lignées cellulaires de 

neuroblastome (par cytométrie en flux et western blot) (Raffaghello et al., 2006). Dans la 

lignée cellulaire ACN, le récepteur P2X7 semble être fonctionnel (fluorimétrie calcique) mais 

sa stimulation in vitro par l’ATP (doses croissantes allant de 0.25 mM jusqu’à 5 mM) 

n'induisait pas l’activation des caspase-3 ni l'apoptose des cellules de neuroblastome. En 

revanche, la stimulation des récepteurs P2X7 avec des doses d’ATP allant jusqu’à 1 mM 

entraînait la prolifération de ces cellules. La stimulation de la croissance cellulaire était en 
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partie due à la substance P libérée par les cellules cancéreuses elles-mêmes. Les auteurs 

proposent que les cellules de neuroblastome semblent réduire au silence l’activité pro-

apoptotique des récepteur P2X7 et semblent coupler la stimulation de ces récepteurs à la 

libération des facteurs trophiques agissant localement (Raffaghello et al., 2006). Il a été 

reporté que la différentiation des cellules de souris de neuroblastome ‘neuro-2a’ en cellules de 

types neuronales induite par l’acide rétinoïque implique une diminution de l’expression 

protéique et du fonctionnement (mesure du calcium intracellulaire) du récepteur P2X7 (Wu et 

al., 2009). Il a également été démontré que les antagonistes des récepteurs P2X7 (oATP, 

A438079, BBG) ou l’utilisation de siRNA ciblant l’expression de P2X7 induisaient une 

excroissance des neurites. Cette expression diminuée des récepteurs P2X7 induisait également 

une diminution dans la concentration du calcium intracellulaire basale. Il a été conclu que la 

diminution de l'expression des récepteurs P2X7 était associée à la différenciation neuronale et 

que l’activation des récepteurs P2X7 permettait de maintenir la survie des cellules de 

neuroblastome N2a (Wu et al., 2009). Une autre étude sur les mêmes cellules de 

neuroblastome N2a a également montré que l'inhibition des récepteurs P2X7 conduisait à une 

augmentation de la formation des neurites et que ces récepteurs sont impliqués dans le 

maintien des cellules de neuroblastome à l'état non différencié. Les auteurs ont également 

montré que l'inhibition des récepteurs P2X7 par le BBG induisait une diminution de l'activité 

de la protéine kinases Ca
2+

/calmoduline-dépendantes (CaMKII), l'activation accrue de 

la Focal Adhesion Kinase (FAK) et l’augmentation la phosphorylation de Akt et de la 

Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) (Gómez-Villafuertes et al., 2009).  

H. Cancer de l’utérus et du col de l’utérus 

1. Cancer de l’utérus 

Il a été reporté que les niveaux d’expression des récepteur P2X7 sont plus faibles dans 

les tissus épithéliaux cancéreux utérins par rapport aux tissus normaux correspondants. Les 

auteurs suggèrent que le récepteurs P2X7 pourrait être utilisé comme un nouveau biomarqueur 

pour différencier les tissus épithéliaux utérins normaux des tissus cancéreux (Li et al., 2006). 

Dans une autre étude, cette équipe a montré que l’expression, transcriptionelle et protéique, 

du récepteur P2X7 diffère entre les tissus normaux et hyperplasiques par rapport aux tissus 

pré-cancéreux et cancéreux de l'endomètre. Cette expression était significativement plus 

faible in vivo dans les tissus de l'hyperplasie complexe avec atypie ou d’adénocarcinome de 

l'endomètre par rapport aux tissus de l'endomètre normale, d’hyperplasie simple ou 
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d'hyperplasie complexe (Li et al., 2007). Il a été proposé que l’expression réduite des 

récepteurs P2X7 dans les cellules de cancer de l'utérus pourrait être le résultat d'une 

augmentation de l'expression des micro-ARN, miR-186 et miR-150, régulant l’expression du 

récepteur P2X7 (Zhou et al., 2008). L'importance physiopathologique de ce phénomène n'est 

pas clairement élucidée.  

2. Cancer du col de l’utérus 

Il a été proposé que les œstrogènes préviennent les effets apoptotiques induits par la 

stimulation des récepteurs P2X7 dans les cellules normales mais pas dans les cellules 

cancéreuses épithéliales humaines du col de l'utérus (Wang et al., 2004a). Les auteurs 

suggèrent que les œstrogènes peuvent avoir un effet permissif pour le développement et la 

croissance du cancer du col de l’utérus.  

I. Conclusions  

À l’exception du cancer de l’utérus où l’expression des récepteurs P2X7 semble être 

diminuée, tous les autres cancers étudiés à ce jour montre une surexpression du récepteur 

P2X7. Un constat captivant est que contrairement aux hypothèses initiales, le récepteur P2X7 

semble pouvoir stimuler la croissance cancéreuse en diminuant l’apoptose ou en stimulant la 

prolifération des cellules cancéreuses (par exemple en favorisant la sécrétion de facteurs de 

croissance). Dans le cancer papillaire de la thyroïde, la stimulation du récepteur P2X7 

déclenche la libération d’IL-6, un facteur de croissance pour les thyrocytes (Solini et al., 

2008). Dans le neuroblastome humain, ce récepteur supporte la libération de substance P, un 

facteur de croissance pour ces cellules cancéreuses (Raffaghello et al., 2006). Toutes ces 

études se sont focalisées principalement à la régulation de la prolifération cellulaire et 

l’apoptose, mais d’autres paramètres importants comme la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses n’avaient pas été étudiés. Nous avons cherché à savoir à travers mes travaux de 

thèse l’implication des récepteurs P2X7 dans les propriétés invasives des cellules cancéreuses 

et en particulier dans les phénomènes de migration et de dégradation de la MEC qui sont des 

paramètres importants dans le développement des métastases. 

http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2001/mag0209/dossier/sa_4200_thyroide_niv2.htm
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I. Implication du récepteur purinergique P2X7 dans 

l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires 

humaines 

A. Introduction 

La dissémination des cellules cancéreuses dépend de la capacité des cellules 

cancéreuses à migrer et est associée à l’invasivité des cellules cancéreuses, caractérisée par 

leur capacité à franchir la membrane basale et à remodeler la matrice extracellulaire qui les 

entoure (Yamaguchi and Oikawa, 2010). Au cours de la dernière décennie, de nombreuses 

études se sont focalisées sur l’implication des MMP dans le clivage protéolytique des 

composants de la matrice extracellulaire et à leur rôle dans la progression néoplasique 

(Egeblad and Werb, 2002). Toutefois des études récentes montrent que les cathepsines à 

cystéine sont surexprimées et associées à la progression de nombreux cancers dont le cancer 

du sein (Mohamed and Sloane, 2006). En effet, une expression élevée de la cathepsine B a été 

corrélée à un mauvais pronostic dans le cancer du sein, comme dans d’autres cancers 

(Jedeszko and Sloane, 2004). En outre l’activité de ces protéases à cystéine entraîne une 

augmentation de l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires in vitro (Gillet et al., 2009). 

Les cathepsines à cystéine, classiquement décrites comme étant majoritairement localisées 

dans le compartiment lysosomial, se retrouvent libérées dans le microenvironnement tumoral 

aussi bien sous la forme de zymogènes que de formes matures (Mohamed and Sloane, 2006). 

Cependant les voies de signalisation régissant leur libération, ainsi que leur activation dans le 

milieu extracellulaire restent mal connues à ce jour. La composition biochimique du 

microenvironnement tumoral extracellulaire et en particulier la présence de facteurs 

autocrines et paracrines est cruciale dans la modulation de la croissance et de l’échappement 

des cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses, elles-mêmes, sont à l’origine de la 

libération de ces facteurs dans l'interstitium tumoral. Des résultats récents montrent que la 

concentration en ATP est augmentée dans le tissu interstitiel des tumeurs et pourrait jouer le 

rôle de facteur autocrine/paracrine. Ainsi les sites tumoraux sont connus pour présenter de très 

fortes concentrations d’ATP, tandis que ce nucléotide est normalement indétectable dans les 

tissus sains (Pellegatti et al., 2008).  
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Ce nucléotide agit comme une molécule de signalisation extracellulaire (Corriden and 

Insel, 2010) et active des récepteurs purinergiques membranaires que l’on peut subdiviser en 

deux groupes : les récepteurs P2Y qui sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires, 

couplés à des protéines G hétérotrimériques, et les récepteurs P2X qui sont des récepteurs 

canaux perméables aux cations Ca
2+

, Na
+
 et K

+
 (Khakh and North, 2006). En tant que 

médiateur extracellulaire, l’ATP participe à la régulation de la croissance et de la 

différenciation cellulaire physiologique mais également la transformation néoplasique 

(Corriden and Insel, 2010). De nombreuses études portent un très grand intérêt sur les 

récepteurs P2X7 qui semblent avoir un niveau d’expression très élevé dans différentes 

tumeurs (sein, prostate, mélanomes,…) et non dans les tissus non cancéreux correspondants 

(Adinolfi et al., 2002; Raffaghello et al., 2006; Slater et al., 2004b). Certaines études réalisées 

sur les cancers du sein et de la prostate, suggèrent que le récepteur P2X7 pourrait être non 

fonctionnel (Slater et al., 2004a, 2004b) mais que son niveau d’expression pourrait néanmoins 

servir de marqueur précoce dans le cancer (Slater et al., 2005). Dans d’autres études menées 

sur d’autres types de cancer, P2X7 semble avoir des effets anti-apoptotiques (Deli et al., 2007) 

afin de soutenir la croissance cellulaire (Raffaghello et al., 2006) ou la libération d’IL-6 par 

les cellules cancéreuses. De façon contradictoire, le récepteur P2X7 se voyait doté d’une 

activité pro-apoptotique dans les cellules épithéliales saines du col de l’utérus (Wang et al., 

2004b) et que son expression serait réduite dans ce type de cancer (Li et al., 2006). Cependant 

le rôle de ce récepteur, ainsi que les potentielles voies de signalisation qu’il active dans le 

processus tumoral restent inconnus. Nous avons voulu examiner à travers cette étude 

l’expression ainsi que la fonctionnalité de ce récepteur dans des cellules cancéreuses 

mammaires hautement invasives et nous avons cherché à savoir son implication dans les 

propriétés de survie cellulaire mais aussi et surtout en particulier dans les phénomènes de 

migration et d’invasion cellulaire qui sont des paramètres importants dans le développement 

métastasique.  

 

Les résultats associés à cette partie expérimentale ont été publiés dans le journal Oncogene. 

 

B. Article 1 

B Jelassi, A Chantôme, F Alcaraz-Pérez, A Baroja-Mazo, ML Cayuela, P Pelegrin, A 

Surprenant and S Roger. “P2X7 receptor activation enhances SK3 channels- and cystein 

cathepsin-dependent cancer cells invasiveness”. Oncogene (2011) 30, 2108-2122. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

Supplementary Figure 1: 

A, Effect of hP2X7 antagonists on the MDA-MB-435s whole-cell currents evoked at a 

holding potential of -60 mV by 5 mM extracellular ATP. Left is showing representative traces 

for the effect of KN62 (1 µM), and right for the effect of A740003 (300nM). B, RT-PCR 

experiments showing the expression of mRNA only for P2Y11 receptors among all P2Y 

receptors in MDA-MB-435s cancer cells. C, Relative cell viability of MDA-MB-435s cancer 

cells cultivated for 24 hours with increasing ATP concentrations (from 30 μM to 5 mM, black 

circle) in presence or not of KN-62 (1 μM, white square) or A740003 (300 nM, white circle). 

These results are averaged data from 3 independent experiments. D, Histograms showing the 

effect of transfecting MDA-MB-435s cells with siRNA directed against P2RX7 mRNA 

(siP2X7), compared to scramble siRNA-A as a control (siCTL) on the P2X7R protein 

expression assessed by western blot and relativised to the expression of the control protein 

HSC70 (n= 4 independent experiments). 

Supplementary Figure 2: 

A, Histograms showing the proportion of cells exhibiting multiple cellular extensions under 

control condition (no ATP) or under stimulation with ATP concentrations indicated in 

presence or not of 1 µM KN62 (KN) or 300 nM A740003 (A74) in wild-type cell or in cells 

transfected with siRNA directed against P2RX7 mRNA (siP2X7) or scramble siRNA-A as a 

control (siCTL). Statistically different from control condition at *** P<0.001. B, Western blot 

analyses of P2X7R and SK3 proteins in lysates of cells transfected with siRNA directed 

against P2RX7 mRNA (siP2X7) or scramble siRNA-A as a control (siCTL). HSC70 was used 

as a control protein. 

Supplementary Figure 3: 

A, Representative whole-cell currents recorded in physiological saline external solution (PSS, 

containing in m): 147 NaCl, 10 N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2ethansulphonic acid 

(HEPES), 13 D-Glucose, 2 KCl, 2 CaCl2 and 1 MgCl2) or after 5 minutes stimulation with 

extracellular ATP (5 mM). The intrapipette solution had the following composition (in mM): 

147 KCl, 10 HEPES, 1 EGTA and 0.1 CaCl2. Currents were generated by stepwise 10-mV 

depolarizing pulses (500 ms-duration; 6 s intervals) from -70 to +90 mV, from a constant 

holding potential of -60 mV. B, ATP (5 mM) stimulation increases outward currents on a 

representative MDA-MB-435s cell, and partial inhibition by the SKCa channels blocker 

Apamin (1 nM). Each point represents the maximal current recorded by a voltage step from -

60 to +60 mV. Voltage steps were performed with 6 s intervals. 
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Supplementary Figure 4: 

A, Western blot experiments showing the protein expression of P2X7R in A549 human lung 

cancer cells. 80 µg of proteins from total cell lysates were loaded and P2X7R was visualized 

using a rabbit polyclonal anti-P2X7 antibody (1/200, Alomone) then secondary goat anti-

rabbit-HRP-conjugated antibodies (1/1,000, TebuBio). HSC70 was used for loading control 

experiments and was immunodetected using a mouse anti-HSC70 (1/30,000 TebuBio). 

Protein detection was done using the electrochemiluminescence (ECL)-plus kit (Amersham) 

and Kodak Bio-Mark MS films (Sigma-Aldrich). B, Relative invasion of A549 human lung 

cancer cells assessed in control condition or in presence of 3 mM ATP alone or in presence of 

1 µM KN62. Cell invasiveness was analyzed, in 24-well plates receiving 8 μm pore size 

polyethylene terephtalate membrane cell culture inserts covered with a film of Matrigel® 

(Collaborative Research). The upper compartment was seeded with 4×10
4
 viable cells in their 

basal culture medium (DMEM + 10% FCS). The lower compartment was filled with their 

culture medium supplemented with 20% FCS, instead of 10%. After 48 h at 37°C, cells that 

had invaded and were attached to the lower side were stained with haematoxylin and counted, 

using a light microscope. Cell invasiveness assays were performed in triplicates in 3 separate 

experiments. For easier comparison, results obtained for invasion were normalized to the 

control condition. Stimulation of cells with ATP enhanced lung cancer cells invasiveness. 

This effect was inhibited in presence of the P2X7R antagonist KN62 (1 µM). Statistically 

different from control condition at ** P<0.01. 

Supplementary Figure 5: 

A, MDA-MB-435s cell migration in control condition or in presence of ATP (3 mM) and/or 

the cystein cathepsin inhibitor E-64 (100 µM). The normalized cell migration was calculated 

as the ratio of the total number of migrating cells in each condition to the total number of 

migrating cells in the control condition. The figure represents results from 3 independent 

experiments. B, Western blot analyses for cathepsin B in cell lysate after 24 h treatment with 

ATP (3 mM) in presence or not of KN62 (1 μM) and Apamin (1 nM). Proforms of cathepsins 

are indicated by white arrows and active forms by black arrows. The exposition time was 

longer than in figure 5E in order to detect proforms of cathepsin B. C, Western blot analyses 

for cathepsin L, H, S and K in MDA-MB-435s cells lysates or concentrated cell-free 

supernatants after 24 h treatment with ATP (3 mM) in presence or not of KN62 (1 μM) and 

Apamin (1 nM). Proforms of cathepsins are indicated by white arrows and active forms by 

black arrows.  
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C. Résumé 

Dans cette étude nous avons montré que, parmi tous les récepteurs purinergiques de la 

famille P2X, seuls les récepteurs P2X7 sont fortement exprimés et fonctionnels dans les 

cellules hautement invasives de la lignée cancéreuse mammaire humaine MDA-MB-435s. 

Ces récepteurs ne sont pas exprimés dans des lignées épithéliales mammaires non cancéreuses 

(MCF-10A, 184A1, HMEC). L’activation des récepteurs P2X7 par l’ATP extracellulaire est 

responsable de changements morphologiques, à savoir l’émission de prolongements 

cellulaires associés à l’acquisition d’un phénotype pro-migratoire. La stimulation 

purinergique des canaux ionotropiques P2X7 induit une augmentation de la migration 

cellulaire de 35%. Les changements morphologiques ainsi que la migration cellulaire 

semblent être due à l’activation des canaux potassiques SK3 par l’augmentation du Ca
2+ 

intracellulaire. Nous avons également étudié la régulation des propriétés invasives qui 

reposent sur la dégradation de la matrice extracellulaire. Nous avons montré que l’invasion 

cellulaire augmente massivement (+150%) suite à l’activation des récepteurs P2X7. Cet effet 

semble majoritairement dû à la libération de formes matures de cathepsines à cystéines dans 

le milieu extracellulaire et ne semble pas associé à l’activité des canaux potassiques SK3. 

Tous ces effets sont inhibés en présence d’antagonistes spécifiques des récepteurs P2X7 ainsi 

que par l’extinction moléculaire des récepteurs P2X7 par la technique des siRNA. Par ailleurs 

les récepteurs P2X7 sont impliqués dans l’invasivité des cellules cancéreuses in vivo dans un 

modèle de micrométastases chez l’embryon de poisson zèbre. Á travers cette étude, nous 

proposons que l’activation du récepteur P2X7 stimule l’invasion des cellules cancéreuses 

humaines, un paramètre clé dans la croissance tumorale et le développement des métastases.  
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II. L’anthraquinone émodine inhibe l’invasivité des 

cellules cancéreuses humaines par antagonisme du 

récepteur P2X7 

A. Introduction  

Dans une étude récente (Jelassi et al., 2011) nous avons montré que les récepteurs 

P2X7 sont fonctionnels dans une lignée mammaire hautement invasive, et que leur activation 

des récepteurs P2X7 par l'ATP extracellulaire stimule l’invasion des cellules cancéreuses 

mammaires.  

La rhubarbe (Rheum officinale Baill) est utilisée dans la médecine traditionnelle 

chinoise pour ces diverses vertus, et en particulier dans le traitement de pathologies 

inflammatoires. L’émodine (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone) est une anthraquinone 

issue de cette rhubarbe et plusieurs études ont montré que cette molécule présente des 

propriétés immunosuppressives, anti-inflammatoires (Liu et al., 2010) et antitumorales 

(Huang et al., 1991; Koyama et al., 1988). L’émodine ainsi que d'autres dérivés 

structurellement liés à l’émodine comme l’Aloe-émodine et la Rhéine seraient efficaces dans 

l'inhibition de l’invasion des cellules de mélanome (Tabolacci et al., 2010) , de cancer de la 

langue (Chen et al., 2010) et des cellules du cancer du colon (Ma et al., 2012). Par ailleurs, 

une étude réalisée par l’équipe du Dr. Lin-Hua Jiang à Leeds (UK) a montré que l’émodine 

agissait comme un antagoniste du récepteur P2X7 de rat (Liu et al., 2010). Nous avons voulu 

examiner l’effet de cette anthraquinone sur les propriétés d’invasion des cellules cancéreuses 

humaines hautement invasives MDA-MB-435s. 

 

Les résultats associés à cette partie expérimentale ont été publiés dans le journal 

Carcinogenesis. 

 

B. Article 2 

B Jelassi, M Anchelin, J Chamouton, ML Cayuela, L Clarysse, J Li, J Goré, L-H Jiang and S 

Roger. (2013) “Anthraquinone emodin inhibits human cancer cell invasiveness by 

antagonizing P2X7 receptors”. Carcinogenesis Jul;34(7):1487-96. 
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Supplementary figure S1:  

Effect of emodin on the desensitiziation of ATP-gated currents recorded from HEK293T 

cells transiently expressing human homomeric P2X1-5 receptors.  

Representative whole-cell current recordings from HEK293T transiently expressing (A) 

hP2X1 (n= 8 cells in control condition and n= 8 with emodin), (B) hP2X2 (n= 11 cells in 

control condition and n= 11 with emodin), (C) hP2X3 (n= 8 cells in control condition and n= 

8 with emodin), (D) hP2X4 (n= 9 cells in control condition and n= 8 with emodin) and (E) 

HP2X5 (n= 7 cells in control condition and n= 7 with emodin). All experiments were 

performed at a holding potential of -60 mV and in response to 5 second- (hP2X1, hP2X2, 

hP2X3), or 10 second-long (hP2X4 and hP2X5) applications with 10 μM ATP, for the 

receptors showing rapid versus slow desensitization, respectively. Experiments were 

performed in the absence (control) and the presence (red traces) of a maximal concentration 

of 10 μM emodin. For all types of receptors studied, multiple ATP applications (from 2 to 5) 

were performed, separated by 4 minutes intervals in order to study the desensitization rate. 

The potential effect of emodin was analysed on the desensitizations curves (right panels) built 

by measuring the maximal current (I) triggered for each ATP application (in presence or not 

of emodin) divided by the maximal current (Imax) recorded at the first application in absence 

of emodin. The desensitization curve was fitted by a monoexponential decay equation.  

*, indicates a significant difference at p<0.05 compared to the control condition without 

emodin  

Supplementary figure S2:  

Inhibition by emodin of P2X7R-induced in vitro pro-invasive phenotype of A549 non-

small-cell lung cancer cells.  

The invasion of A549 non-small-cell lung cancer cells, expressing P2X7 receptors, was 

studied in control condition (vehicle), or under stimulation with 3 mM ATP alone or in 

presence of emodin (10 μM) or A438079 (10 μM) (3 independent experiments). *** denotes a 

significant difference from the control at p < 0.001, and 
+ 

a significant difference from the 

ATP condition at p <0.05, using Mann-Whitney rank sum test. NS means not statistically 

different. 
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C. Résumé 

 

Nous avons montré dans une première étude que l’activation du récepteur P2X7 

potentialise l’invasivité des cellules cancéreuses humaines hautement invasives MDA-MB-

435s (Jelassi et al., 2011). L’émodine (1,3,8-trihydroxy-6 méthylanthraquinone), une 

anthraquinone isolée à partir de la Rheum officinale Baill (rhubarbe de chine), présente des 

propriétés anti-inflammatoires et anticancéreuses. Dans cette étude nous avons testé l’effet de 

l’émodine sur les propriétés d’invasion des cellules cancéreuses MDA-MB-435s dépendantes 

du récepteur P2X7. L’émodine, utilisée à des concentrations non-cytotoxiques, bloque le 

courant ionique, avec une CE50=3 µM (Concentration efficace 50%), ainsi que l’augmentation 

de calcium intracellulaire induits par le récepteur P2X7 mais pas ceux engendrés par les autres 

récepteurs P2X. Le traitement des cellules MDA-MB-435s avec l'ATP (3 mM) entraîne des 

modifications morphologiques, augmente l'activité gélatinolytique de 60% et potentialise leur 

invasivité d'environ 93%. Ces effets, qui ne sont pas observés dans les cellules transfectées 

avec le siRNA dirigé contre le récepteur P2X7, sont totalement inhibés en présence de 1 µM 

émodine. Enfin l’invasivité in vivo des cellules MDA-MB-435s, évaluée grâce au modèle de 

micrométastase sur embryons de poisson zèbre, est diminué de 40% et de 50% en présence de 

1 µM et 10 µM émodine respectivement. Cet effet de l’émodine n’est pas observé avec les 

cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-468 qui n’expriment pas le récepteur 

P2X7. Nous avons pu démontrer ainsi, que l’émodine inhibe l’invasion des cellules 

cancéreuses via l’antagonisme du récepteur P2X7. 
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En fonction des études, des tissus et certainement des modes d’activation des 

récepteurs P2X7, ceux-ci se voyaient attribués des rôles pro-apoptotiques ou pro-prolifératifs.  

Cependant aucune étude ne s’était intéressée à évaluer d’autres paramètres cellulaires, qui 

pourtant sont importants dans l’évolution tumorale, tels que la migration ou l’invasivité des 

cellules cancéreuses à travers une matrice extracellulaire. Nous avons pu montrer, à travers la 

première étude, que les récepteurs P2X7 sont fortement exprimées et fonctionnels dans les 

cellules cancéreuses mammaire à haut potentiel métastatique MDA-MB-435s et non dans des 

lignées épithéliales mammaires non cancéreuses (MCF-10A, 184A1 et HMEC). Par 

expérience de patch clamp nous avons enregistré, pour des stimulations en ATP 

extracellulaire (> 300 µM ATP), sur les cellules MDA-MB-435s un courant cationique 

entrant présentant une forte facilitation correspondant à l’activation des récepteurs P2X7. Ce 

courant cationique s’accompagne d’une forte augmentation de la concentration de calcium 

intracellulaire (évalué grâce à l’indicateur fluorescent Fluo-4) et d’une augmentation de la 

perméabilité membranaire pour des stimulations soutenues (ATP = 5 mM) (incorporation 

d’éthidium). La stimulation des cellules cancéreuses par de très fortes concentrations d'ATP 

extracellulaire (> 3 mM) induit une légère mort cellulaire, en revanche, des concentrations 

plus faibles (≤ 3 mM) (encore activant les récepteurs P2X7) sont responsables de changements 

morphologiques avec en particulier l’émission de prolongements cellulaires et de 

pseudopodes. La stimulation des récepteurs P2X7 induit une augmentation de la migration 

cellulaire, dépendante du canal SK3, et la dégradation de la matrice extracellulaire par les 

cathepsines à cystéines aboutissant ainsi à une promotion de l`invasivité cellulaire in vitro. 

Ceci a été confirmé in vivo par l'utilisation d'un modèle permettant d'évaluer l'invasivité des 

cellules cancéreuses dans des embryons de poisson zèbre (Danio rerio). Dans la deuxième 

étude nous avons montré que l’augmentation du calcium intracellulaire (évalué grâce à 

l’indicateur fluorescent Fura-2), l’activité gélatinolytique traduisant la protéolyse de la 

matrice extracellulaire (évalué grâce à la DQ-gélatine), l’invasion in vitro et in vivo 

(embryons de poisson zèbre) étaient abolis en présence de l’anthraquinone émodine.  

 

1- Condition d’activation des récepteurs P2X7  

L’augmentation des prolongements cellulaires, la migration et l’invasion cellulaire 

étaient étudiés après une stimulation des cellules cancéreuses avec des concentrations d’ATP 

de l’ordre du millimolaire. Cependant, de manière intéressante, lors de l’utilisation des 

antagonistes du récepteur P2X7 in vitro (KN62 ou A740003), ainsi que lors d’une extinction 
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de l’expression des récepteurs P2X7 (siP2X7) en condition basale (c'est à dire sans stimulation 

avec l’ATP), ces trois paramètres (extension, migration et invasion cellulaire) étaient 

diminués (articles 1 et 2). En outre, nous avons observé une diminution des micrométastases 

dans nos expériences in vivo réalisées sur les embryons de poisson zèbre après injection des 

cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-435s en présence d’antagonistes du récepteur 

P2X7 comme le composé Abbott A438079 (article 1) ou l’émodine (article 2) et sans aucun 

apport exogène d’ATP (donc en condition basale également). Ces résultats soulèvent la 

possibilité d'une activité constitutive du récepteur P2X7 dans les cellules cancéreuses. Le 

récepteur P2X7 semble réguler l’invasivité des cellules cancéreuses dans nos conditions 

basales de culture.  

Nous avons émis deux hypothèses pour expliquer cette activité du récepteur P2X7 en 

absence de stimulation externe avec de l’ATP: la première hypothèse consiste à une activité 

basale du récepteur P2X7, due à la libération d’ATP par les cellules cancéreuses qui va agir de 

façon autocrine/paracrine. La deuxième hypothèse pourrait être due à une activité du 

récepteur P2X7 indépendante de sa stimulation par l’agoniste et pourrait être aussi 

indépendante de son activité de canal ionique. La partie carboxyterminale intracellulaire de ce 

récepteur canal pourrait alors être impliquée via la présence de divers motifs d'interaction 

protéine-protéine (Costa-Junior et al., 2011; Kim et al., 2001). 

L’équipe de Francesco Di Virgilio et d’Elena Adinolfi (à Ferrara), s’est déjà intéressée 

de très près à la première hypothèse. Cette équipe a montré que la transfection des récepteurs 

P2X7 humain dans des cellules HEK, en absence de stimulation avec de l’ATP extracellulaire, 

augmente le potentiel de membrane mitochondriale de repos, la concentration basale du 

calcium mitochondrial, le niveau d’ATP intracellulaire et confère aux cellules la capacité de 

croître en absence de sérum. Cette équipe propose que ces propriétés requéraient la fonction 

pore des récepteurs P2X7 et dépendraient d'une stimulation tonique autocrine/paracrine par de 

l’ATP sécrétée par les cellules. D’autre part, cette équipe a montré qu’une forte stimulation 

des récepteurs P2X7 par 3 mM ATP entraine une chute du potentiel de membrane 

mitochondriale de repos, une forte augmentation de la concentration basale du calcium 

mitochondrial, une fragmentation mitochondrial et la mort cellulaire (Adinolfi et al., 2005). 

Dans une autre étude, cette équipe suggère fortement que dans des conditions physiologiques 

de repos le récepteur P2X7 possède une activité basale. Cette activité est due à une libération 

continuelle d’ATP dans le milieu extracellulaire et induit une augmentation modérée du 

calcium intracellulaire. Ce mécanisme stimule le métabolisme cellulaire et la croissance 

cellulaire. Au contraire une forte activation pharmacologique des récepteurs P2X7, entraîne 
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une entrée calcique massive. Ce mécanisme a des effets délétères sur la cellule (Adinolfi et 

al., 2009).  

Adinolfi et ses collaborateurs ont également souligné l’importance des récepteurs P2X7 

dans la croissance tumorale, dans une étude comportant différents modèles in vivo (Adinolfi 

et al., 2012). Dans le premier modèle, ils ont montré que les cellules HEK293 exprimant de 

façon stable le récepteur P2X7 humain présentaient un phénotype plus tumorigène par rapport 

aux cellules HEK293 témoin (transfectées par un plasmide vide). La croissance des tumeurs 

issues de HEK293 exprimant le récepteur P2X7 était caractérisée par une prolifération accrue 

et une réduction de l'apoptose. Ces tumeurs ont également montré avoir un réseau vasculaire 

plus développé que les tumeurs contrôlent et sécrètent des quantités élevées de VEGF. La 

vitesse de croissance et la taille des tumeurs étaient significativement réduites par injection 

intratumorale de l’inhibiteur du récepteur P2X7 oATP. La croissance et la néo-angiogénèse 

des tumeurs exprimant le récepteur P2X7 était inhibé par injection intratumorale de l’anticorps 

Avastin (bevacizumab) qui bloque le VEGF. Dans un autre modèle in vivo dans la même 

étude, Adinolfi et ses collaborateurs ont trouvé des résultats similaires avec la lignée de 

cellules de cancer du côlon de souris CT26 exprimant de façon stable les récepteurs P2X7. La 

vitesse de croissance et la taille des tumeurs issues des cellules CT26 exprimant les récepteurs 

P2X7 étaient significativement plus importantes que les tumeurs issues des cellules CT26 qui 

sont transfectées par un plasmide vide. La croissance et la néoangiogénèse étaient inhibées 

par l’oATP. Finalement dans un troisième modèle d’étude in vivo, ces auteurs ont utilisé les 

lignées cellulaires de mélanome B16 et de neuroblastome humain ACN qui expriment les 

récepteurs P2X7 de façon native à des niveaux élevés. Ils ont montré que l’inhibition 

pharmacologique du récepteur P2X7 (dans la lignée de cellule B16) ou l’extinction de son 

expression (dans la lignée de neuroblastome ACN) diminuaient la croissance des tumeurs 

ainsi que la sécrétion de VEGF (Adinolfi et al., 2012). 

 

À la lumière de nos résultats et ceux obtenus par l’équipe italienne, un certain nombre de 

points nécessitent d’être clarifiés :  

 

 Il serait intéressant de savoir si les récepteur P2X7 peuvent être actifs en absence de 

stimulation externe par l’ATP, nous pouvons tester l’invasivité des cellules cancéreuses 

MDA-MB-435s en présence d’enzymes dégradant l’ATP extracellulaire telles que l’apyrase. 

Ceci pourrait nous donner des indications quant à l’activité basale du récepteur P2X7.  
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Pour déterminer si l’activité basale des récepteurs P2X7 implique l’extrémité carboxy-

terminale et/ou la fonction canal ionique nous pouvons tester l’invasivité des cellules 

cancéreuses en utilisant des récepteurs P2X7 mutés. Les cellules cancéreuses mammaires 

faiblement invasives (MCF-7, MDA-MB-468) n'expriment pas les récepteurs P2X7. En 

premier lieu, nous proposons de transfecter ces cellules avec le récepteur P2X7 humain 

(variant P2X7A, de taille maximale, identique à celui des cellules MDA-MB-435s) dans le but 

de déterminer si ce récepteur est nécessaire et suffisant pour augmenter l'invasivité cellulaire. 

Ensuite pour déterminer l’importance de l’extrémité C-terminale nous pouvons transfecter les 

cellules cancéreuses (MCF-7, MDA-MB-468) par exemple avec le variant tronqué B du 

récepteur P2X7 humain (P2X7B) qui ne possède plus d’extrémité C-terminale et par 

conséquent n’as plus les sites intracellulaires d’interaction avec les molécules de signalisation, 

mais sa fonction canal ionique reste intacte. Pour déterminer l’importance de la fonction 

canal, nous proposons aussi de transfecter ces mêmes cellules avec des mutants du récepteur 

P2X7 humain, correctement adressé à la membrane, avec gain de fonctions (comme par 

exemple les mutant H155Yet A348T) et perte de fonctions (comme par exemple les mutants 

G150R et I568N). Ces mutants ont une sensibilité à l'ATP identique au variant sauvage, une 

extrémité carboxy-terminale intacte, mais qui présentent des défauts de conductivité ionique 

(Roger et al., 2010b).  

 

 Non seulement il a été montré que les cellules cancéreuses possèdent des taux d’ATP 

endogène plus élevés que les cellules saines (Burnstock and Di Virgilio, 2013), mais aussi que 

l’expression des récepteurs P2X7 augmente l’ATP intracellulaire (Adinolfi et al., 2005). Nous 

pourrions voir l’effet de l’expression du récepteur P2X7 sur la concentration endogène de 

l’ATP. Pour cela nous pouvons mesurer le taux d’ATP endogène dans notre modèle cellulaire 

exprimant de façon native le récepteur P2X7 dans plusieurs conditions : en stimulant ou pas 

les récepteurs P2X7 par le BzATP, après extinction de l’expression du récepteur P2X7 ou 

l’inhibition de son activité en utilisant des antagonistes spécifiques comme le A438079. 

L'ATP extracellulaire peut être mesuré dans le surnageant, après une lyse des cellules, en 

utilisant un Kit de dosage de bioluminescence luciférine/luciférase. Ceci nous permettra de 

voir si le récepteur P2X7 module l’ATP intracellulaire dans notre modèle cellulaire. Si c’est le 

cas, nous pouvons penser que les récepteurs P2X7 jouent un rôle important dans le 

métabolisme énergétique des cellules cancéreuses. Une récente étude a montré que les 

récepteurs P2X7 transfectés dans des cellules HEK, participaient dans la modulation du 

métabolisme cellulaire et modulaient la glycolyse aérobie (Amoroso et al., 2012).  
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 Il sera intéressant également de savoir si les cellules MDA-MB-435s, comme d’autres 

cellules cancéreuses, libèrent de l’ATP. Une récente étude a montré l’existence d’un 

mécanisme de rétroaction positive médiée par le récepteur P2X7 dans les cellules 

neuroblastomes de souris N2a sur la libération de l’ATP. Les auteurs de cette étude ont 

montré que l’activation des récepteurs P2X7 entraînait la libération, par exocytose, de l’ATP. 

Ce dernier à son tour active les récepteurs P2X7 de la même cellule ou des cellules voisines 

pour stimuler d’avantage sa libération et contrôler négativement la différenciation des cellules 

N2a (Gutiérrez-Martín et al., 2011). Dans une autre étude dans les cellules du cancer du 

poumon A549, il a été montré qu’une stimulation par la cytokine TGF-β1 entraînait une 

libération de l’ATP (Takai et al., 2012). Il a également été montré que l’ATP était accumulé 

dans des vésicules de sécrétion grâce au transporteur SLC17A9 et que sa libération induite par 

le TGF-β1 se produisait par exocytose vésiculaire (Takai et al., 2012).  

Dans le cas d’une éventuelle libération de l’ATP par les cellules cancéreuses, il serait 

intéressant de déterminer le mode de sécrétion de cette molécule (par exocytose vésiculaire, à 

travers des canaux comme la pannexine ou la connexine?...). Il serait également intéressant de 

déterminer si les récepteurs P2X7 sont impliqués dans cette libération d’ATP (en stimulant ou 

pas les récepteurs P2X7 par le BzATP, après extinction de l’expression du récepteur P2X7 ou 

l’inhibition de son activité en utilisant des antagonistes spécifiques comme le A438079). Pour 

déterminer si la libération de l’ATP se fait par exocytose vésiculaire nous pourrions utiliser le 

MANT-ATP (2’-/3’-O-(N’-methylanthraniloyl)-ATP) un analogue fluorescent de l’ATP. Ce 

dernier pourrait nous indiquer s’il existe une fluorescence à l’intérieur des vésicules 

cytoplasmiques. Nous pouvons utiliser, en plus, la microscopie à fluorescence ou confocale, 

qui permettrait de voir s’il y’a une exocytose d’ATP par les cellules cancéreuses. 

 

 Un point crucial à étudier est la mesure de la concentration d’ATP périmembranaire. 

En effet, de plus en plus d’études suggèrent que les cellules sont entourées par un halo d'ATP, 

avec la concentration la plus élevée dans la couche membranaire près de la surface cellulaire 

(Falzoni et al., 2013). Des preuves expérimentales indirectes suggèrent que dans l’halo 

péricellulaire la concentration en ATP est suffisante pour maintenir la plupart des récepteurs 

P2 dans un état d'activation tonique, le récepteur P2X7 inclus, au point que certains de ces 

récepteurs pourrait même être partiellement désensibilisés (Falzoni et al., 2013). Les 

techniques classiques de mesure d'ATP extracellulaire telles que l’utilisation d’un kit de 

dosage de bioluminescence luciférine/luciférase ne donne qu'une estimation indirecte du 

niveau que l'ATP peut atteindre sur les sites de libération près de la membrane plasmique. 
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Nous pourrons transfecter les cellules cancéreuses avec un vecteur contenant le gène d’une 

sonde membranaire dérivée de la luciférase. Cette sonde appelée pmeLUC est exprimée au 

niveau de la membrane plasmique avec le site catalytique face au milieu extracellulaire. De 

cette façon la sonde pmeLUC permet de mesurer l’augmentation de l'ATP suite à une 

libération transitoire dans le proche voisinage de la membrane plasmique (Falzoni et al., 

2013). Une telle sonde nous permettra ainsi de déterminer la concentration réelle de l’ATP au 

plus prés de la membrane et de déterminer si les récepteurs P2X7 sont en constante activation? 

S’ils sont activés de façon tonique ou phasique?  

 

2- Rôle du récepteur P2X7 dans la réorganisation du cytosquelette 

d’actine et la morphologie cellulaire 

Dans de nombreux types cellulaires, l'activation prolongée des récepteurs P2X7 se 

traduit par des événements morphologiques tels que le bourgeonnement de la membrane 

plasmique (Mackenzie et al., 2005; Roger et al., 2008) ou le rétrécissement des cellules (cell 

shrinkage) avec une perte de prolongements cellulaires (Raffaghello et al., 2006). Nos 

expériences ont révélé que l'activation des récepteurs P2X7 dans les cellules cancéreuses 

MDA-MB-435s induisait l’émission des prolongements cellulaires et de pseudopodes (article 

1). Des résultats similaires ont été obtenus par une autre équipe, sur trois lignées de cellules 

cancéreuses prostatiques (1E8, 2B4 et DU-145). Les auteurs ont montré que l’ATP (100 µM) 

augmentait le nombre ainsi que la longueur des filopodes et des lamellipodes formés par la 

polymérisation d’actine. Ils ont également constaté que l’ATP entraînait une élévation 

significative de l’activité de Rac1 et Cdc24, des GTPases de la famille Rho, connue pour leurs 

implications dans les changements d’organisation du cytosquelette d’actine, dans les cellules 

2B4 et 1E8 mais pas dans les DU-145. Les auteurs proposent que ce processus pourrait 

impliquer d’autres GTPases de la famille Rho comme Rif ou RhoD dans la lignée DU-145 

(Zhang et al., 2010). Les auteurs ont étudié l’effet de l’ATP sur la morphologie cellulaire. 

Cependant ils n’ont pas identifié les récepteurs impliqués dan ces changements de 

morphologie. Dans une autre étude, Mackenzie et ses collaborateurs ont montrés que 

l’activation des récepteurs P2X7 de rat transfectés dans des cellules HEK293, induisaient un 

réarrangement de cytosquelette d’actine et un "blebbing" membranaire (Mackenzie et al., 

2005). Une autre étude a montré également que l’activation des récepteurs P2X7 des 

macrophages murins RAW 264.7 stimule la réorganisation de cytosquelette d’actine et 



  118 

 

simultanément le bourgeonnement membranaire via les protéines Rho et p38 MAPK 

(mitogen-activated protein kinases) (Pfeiffer et al., 2004).  

Dans notre étude nous n’avons pas identifié les voies de signalisation régissant les 

modifications morphologiques observées suite à l’activation des récepteurs P2X7 dans les 

cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-435s. Il a été montré que des protéines Rho (Rho 

A, Rho B, Rac1 et Cdc 42) étaient surexprimées dans des tumeurs de sein (Fritz et al., 2002) 

et il a été suggéré que ces GTPases interviennent dans la progression tumorale (Symons and 

Segall, 2009). Le rôle des protéines de la famille Rho dans l'agressivité des cellules 

cancéreuses implique la réorganisation du cytosquelette d’actine, qui contrôle plusieurs 

processus en rapport avec la migration cellulaire tel que l'adhésion des cellules à la matrice 

extracellulaire. Nous proposons alors d’étudier les voies de signalisation impliquées dans ces 

effets et en particulier de tester si des GTPases de la famille Rho sont impliquées dans la 

formation des fibres de stress et la réorganisation de cytosquelette d'actine lors de l'activation 

des récepteurs P2X7. Il a été reporté que les récepteurs P2X7 peuvent activer la protéine  

Rho A et, en aval, ses effecteurs ROCKs dans les cellules HEK293 exprimant de façon 

hétérologue le récepteur P2X7 humains et dans les macrophages murins BAC1 (Verhoef et al., 

2003). 

 

3- Rôle du récepteur P2X7 dans la migration des cellules cancéreuses  

Nous avons montré que l’activation des récepteurs P2X7 augmente la migration des 

cellules cancéreuses MDA-MB-435s (article 1). Une étude menée sur les cellules C6 de 

gliome de rat montre des résultats similaires. Cette étude montre que le récepteur P2X7 est 

exprimé (ARNm) et bien fonctionnel (mesure du calcium intracellulaire et l’incorporation de 

l’éthidium bromide) dans les cellules C6 de gliome de rat. Ils ont également montré que 

l’exposition chronique (pendant 8h) du BzATP (300 µM) augmente l’expression protéique 

des récepteurs P2X7, mais également l’expression transcriptionelle de facteurs pro-

inflammatoires tels que MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), IL-8 et le VEGF (Wei 

et al., 2008). Les auteurs ont montré que la stimulation chronique des récepteurs P2X7 par le 

BzATP (500 µM pendant 72h) n’induisait pas de dommage cellulaire. La stimulation des 

récepteurs P2X7 par le BzATP (300 µM) entraînait une augmentation de la migration des 

cellules C6 (Wei et al., 2008). Une autre étude intéressante utilisant les cellules du cancer du 

poumon A549 comme modèle cellulaire, montre que le TGF-β1, induit la migration des 

cellules cancéreuses à travers le remodelage de cytosquelette d’actine et la formation des 

http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
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fibres de stress. Ces phénomènes semblent impliquer les récepteurs P2X et spécialement le 

récepteur P2X7, car l’inhibition de l’expression des récepteurs P2X7 (siP2X7) ou la présence 

d’antagonistes spécifiques de ces récepteurs (A438079), diminuaient la migration induite par 

le TGF-β1 (Takai et al., 2012). Les auteurs émettent l’hypothèse que la migration des cellules 

A549 médiée par le TGF-β1 pourrait impliquer l’activation de voies de signalisations comme 

JNK (Jun N-terminal Kinase) et les kinases Rho suite à l'activation du récepteur P2X7. 

Les propriétés migratoires et invasives des cellules cancéreuses épithéliales sont 

associées à une perte des caractéristiques épithéliales (perte de la cohésion intercellulaire) et 

l’acquisition de caractéristiques mésenchymateuses (augmentation des propriétés migratoires, 

remodelage de la matrice extracellulaire). Ce concept est connu sous le nom de la transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM). L'un des événements initiateurs de la TEM est la perte de 

l’expression de l’E-cadhérine, une protéine clef des jonctions adhérentes. Parallèlement à 

cette diminution, il est souvent observé une augmentation de l'expression de la molécule 

d'adhérence cellule-cellule N-cadhérine (marqueur mésenchymateux). En effet, la perte de 

l’expression de l’E-cadhérine est suffisante pour induire la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses aboutissant à la progression tumorale in vitro et in vivo (Wendt et al., 2011). La 

perte de l’expression de cette protéine peut être la conséquence d’une mutation ou d’un 

processus de méthylation des séquences promotrices. L’extinction du gène de l’E-cadhérine 

peut également être la conséquence de l’induction ou de l’activation de différentes familles de 

facteurs de transcription, incluant les protéines Twist, E47, les protéines de la famille Snail 

(Snail1 et Snail2), ainsi que les protéines ZEB1 et ZEB2 (Yilmaz and Christofori, 2010). Il 

sera intéressant d’étudier l’expression de l’E-cadhérine et la N-cadhérine, en fonction de 

l’activation des récepteurs P2X7 par l’ATP et/ou son inhibition par des antagonistes 

spécifiques. Dans le cas d’une éventuelle implication des récepteurs P2X7 dans la régulation 

de l’expression de ces cadhérines, il sera également intéressant de déterminer les voies de 

signalisation impliquées. Par exemple, nous pourrions voir si les facteurs de transcriptions 

comme Twist, Snail sont impliqués…?  

 

4- Rôle du récepteur P2X7 dans l’invasivité des cellules cancéreuses  

Nous avons montré que l’activation des récepteurs P2X7 augmente massivement 

l’invasivité des cellules cancéreuses humaines mammaires à travers une matrice 

extracellulaire (in vitro) et que le récepteur P2X7 stimule la formation de micrométastases in 

vivo (embryons de poisson zèbre) (articles 1 et 2). Nos résultats sont en accords avec ceux 
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obtenus dans une étude sur les cellules de lymphome macrophage-like murine P388D1 (Ren 

et al., 2010). Les auteurs ont montré que ce modèle cellulaire exprimait l’ARNm (RT-PCR) et 

la protéine (cytométrie en flux et immunofluorescence) des récepteurs P2X7. Ils ont également 

montré que les récepteurs P2X7 étaient bien fonctionnels (influx calciques). L’extinction de 

l’expression des récepteurs P2X7 (shRNA) ou l’inhibition de l’activité des récepteurs P2X7 

par un anticorps bloquant dirigé contre P2X7, réduisaient significativement la formation des 

métastases des cellules lymphoïdes néoplasiques dans les ganglions lymphatiques. De plus le 

groupe de souris injectées avec des cellules qui n’expriment plus le récepteur P2X7 ou dont 

l’activité était bloquée par l’anticorps dirigé contre P2X7, présente un temps de survie plus 

important que le groupe témoin. Les auteurs suggèrent que l’inhibition de l’expression et de la 

fonctionnalité des récepteurs P2X7 atténue la capacité des cellules P388D1 à former des 

métastases, et que le récepteur P2X7 pourrait représenter une cible potentielle pour des 

thérapies anti-métastatiques (Ren et al., 2010).  

Tafani et ses collaborateurs ont démontré que, dans des conditions de stress 

hypoxique, le récepteur RAGE (receptor for advanced glycation end products) et le récepteur 

P2X7 était surexprimé dans les cellules mammaires MDA-MB-231 et MCF-7 ainsi que dans 

les cellules HELA du cancer du col de l’utérus (Tafani et al., 2011a). La même équipe a déjà 

constaté une augmentation d’expression de RAGE ainsi que du récepteur P2X7 dans plusieurs 

biopsies de tumeurs humaines telles que le sein, la prostate et le glioblastome (Tafani et al., 

2011b). La surexpression des deux récepteurs semblait nécessaire pour maintenir l’invasion 

de ces cellules cancéreuses en présence de 100 µM de BzATP (pour le récepteur P2X7) et de 

HMGB1 (high mobility group box 1 protein, pour RAGE). Les auteurs ont également montré 

que cette augmentation impliquait la phosphorylation de Akt et Erk1/2 conduisant ainsi à la 

translocation de NF-κB dans le noyau. Une fois dans le noyau, le NF-κB maintiendrait 

l'augmentation de l'expression de RAGE et du récepteur P2X7 ainsi que celle des 

métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9, contribuant ainsi à la survie et à l'invasion des cellules 

cancéreuses (Tafani et al., 2011a).  

 

 Implication des récepteurs P2X7 dans la protéolyse de la matrice extracellulaire : 

rôle des cathepsines à cystéines  

Nous avons montré que la dégradation de la matrice extracellulaire dépendante de 

l’activation des récepteurs P2X7, résultait de la libération de formes matures de cathepsines à 

cystéine dans l'environnement extracellulaire (cathepsines B, S, L, K et H) (article 1). De 

façon intéressante, il a été montré dans une étude que la stimulation des récepteurs P2X7 des 
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macrophages était responsable d'une libération lysosomiales de cathepsines et d’un 

remodelage de la matrice extracellulaire (Lopez-Castejon et al., 2010). Une autre étude a 

montré également que l’activation des récepteurs P2X7 induisait la migration des cellules 

gliales par la libération de la cathepsine B. Cette dernière dégrade l’inhibiteur tissulaire de la 

métalloprotéinase-1 (TIMP-1) induisant ainsi l’augmentation de l’activité de la MMP-9 

(Murphy and Lynch, 2012).  

Dans une cellule normale, les cathepsines à cystéine sont principalement localisées 

dans le lysosome alors que, dans la cellule cancéreuse, les cathepsines peuvent être libérées 

dans le milieu extracellulaire. Nous n’avons pour le moment aucune idée sur l’origine 

compartimentale des cathepsines à cystéines libérées dans le milieu extracellulaire par les 

cellules hautement invasives MDA-MB-435s. S’agit-il d’une une fusion des lysosomes ou 

d’autres types de vésicules avec la membrane cellulaire? Dans le but de déterminer la 

localisation intracellulaire ainsi que le relarguage des cathepsines vers le milieu 

extracellulaire, une approche pourrait être réalisée par l'étude en microscopie à fluorescence 

ou confocale des cellules MDA-MB-435s marquées avec des anticorps fluorescents dirigés 

contre les cathepsines ou des substrats fluorogéniques des cathepsines, et en présence d’autres 

marqueurs (marqueurs des lysosomes et d’endosomes tardives comme LAMP1 (Lysosomal-

associated membrane protein 1) , l'acridine orange, qui s'accumule et émet une fluorescence 

rouge dans le compartiment acide des lysosomes intacts, alors qu'il donne une coloration verte 

dans d’autres compartiments moins acides, marqueur d’endosomes précoce EEA1). Ces 

expériences permettraient de déterminer l’origine compartimentale des cathepsines et aussi 

leur voie de libération. Il serait intéressant de savoir aussi si les formes actives des cathepsines 

à cystéines proviennent d’une maturation intracellulaire ou extracellulaire et si cela implique 

d’autres protéases?  

Etant donné que l’activation des récepteurs P2X7 entraine un mouvement cationique 

non sélectif (Na
+
, Ca

2+
, K

+
), ceci soulève la question d'une éventuelle implication de ces ions 

dans la régulation de l'activité et le relarguage des cathepsines ainsi que l’invasivité des 

cellules cancéreuses. Lopez-Castejon et collaborateurs, ont montré que la libération de la 

cathepsine B par les macrophages en réponse à l'activation du récepteur P2X7 dépendait au 

moins du calcium intracellulaire (Lopez-Castejon et al., 2010). Le même mécanisme 

dépendant du calcium semble impliqué dans la libération des cathepsines par les cellules 

gliales (Murphy and Lynch, 2012). Il serait intéressant de pouvoir déterminer si les espèces 

ioniques transitant au travers du récepteur P2X7 sont importantes dans la régulation de la 

libération des cathepsines à cystéines et dans l’invasivité des cellules cancéreuses, et 
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éventuellement quelle espèce ionique jouent un rôle dans ces processus (Est-ce l’entrée de 

calcium ou le sodium, est-ce la sortie du potassium?). Pour cela nous proposons d’étudier (par 

western blot et dosage d’activité protéolytique) les cathepsines relarguées par les cellules 

cancéreuses MDA-MB-435s cultivées dans un milieu de culture dont les concentrations en 

Ca
2+

, Na
+
 et K

+
 sont modifiées. Par exemple pour voir si le calcium régule le relargage et/ou 

l’activité des cathepsines nous pouvons rajouter dans le milieu des chélateurs calciques tels 

que le BAPTA ou l’EGTA. 

Les invadopodes sont des organelles spécifiques des cellules invasives correspondant à 

des structures protrusives dans la matrice extracellulaire dont l’activité dépend de la 

réorganisation du cytosquelette d'actine, de l'accumulation et du relargage de nombreuses 

protéases (Sakurai-Yageta et al., 2008). Ces structures, riches en F-actine, sont ainsi capables 

de dégrader la matrice extracellulaire. Les invadopodes sont retrouvés sur la face ventrale des 

cellules cancéreuses invasives cultivées in vitro sur une matrice en deux dimensions. Leur 

existence dans un environnement en trois dimensions et in vivo est en cours d’étude (Ridley, 

2011). Des structures similaires nommées podosomes ont été décrites dans des cellules 

normales présentant une activité de remodelage de la matrice extracellulaire (cellules 

immunitaires, fibroblastes, ostéoclastes) (Ridley, 2011). Nous voulons savoir s’il existe une 

localisation membranaire préférentielle des récepteurs P2X7 au niveau de ces structures bien 

spécifiques, ou si les récepteurs P2X7 sont uniformément répartis sur la surface membranaire. 

Des expériences préliminaires de séparation des fractions riches en invadopodes, des fractions 

membranaires, indiquent que le récepteur P2X7 serait présent dans les fractions riches en 

invadopodes (Figure 15).  

 

 

Figure 15 : Etude en western blot de 

l’expression des récepteurs P2X7 

dans les cellules MDA-MB-435s 

dans les fractions membranaires (M) 

et enrichies en invadopodes (I). 

Les invadopodes (I) étaient piégés 

dans une matrice contenant 2% de 

gélatine et ont été fractionnés et 

séparés des fractions membranaires 

(toutes membranes). La qualité des 

fractions a été évaluée à l'aide d’un 

marqueur d’invadopodes (cortactine) 

et deux marqueurs membranaires (β-

Adaptine et cavéoline 1). 
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Nous souhaiterions utiliser d’autres marqueurs connus et spécifiques de la fraction 

enrichie en invadopodes (comme FAK (focal adhesion kinase) et MT1-MMP) ainsi que des 

marqueurs cytosoliques (comme le Hsc70 et la β-actin) dans le but de s’assurer de la qualité 

de séparation. Nous souhaiterions appuyer nos résultats de fractionnement par des expériences 

de microscopie (épifluorescence, confocale et électronique) en montrant la présence des 

récepteurs P2X7 au niveau de la membrane des invadopodes. Nous souhaiterions également 

vérifier si les récepteurs P2X7 sont impliqués dans la formation des invadopodes et s’ils 

conditionnent leurs activités de dégradation de la matrice extracellulaire par le relarguage des 

cathepsines à cystéines. Pour étudier ce point, nous proposons de cultiver les cellules 

cancéreuses MDA-MB-435s (en stimulant ou pas les récepteurs P2X7 par l’ATP, ou après 

extinction de l’expression du récepteur P2X7 ou l’inhibition de son activité en utilisant des 

antagonistes spécifiques comme le A438079) sur des chambres de culture tapissées d’une fine 

couche de matrigel
®

 composées de DQ-gélatine
®
. Ce dernier sera utilisé comme substrat 

fluorogènique pour indiquer les points de dégradation. Nous pouvons également utiliser des 

marqueurs spécifiques des invadopodes. 

 

5- Effets de l’hypoxie ou de l’ischémie sur le fonctionnement du 

récepteur P2X7 

Les conditions de culture in vitro sont différentes des conditions dans lesquelles se 

trouvent les cellules cancéreuses in vivo. In vitro, les lignées cellulaires baignent dans des 

milieux de culture qui sont certainement beaucoup plus riches en nutriments par rapport à ce 

que peut recevoir une cellule au sein d’une tumeur. En plus, le taux d’oxygène apporté et 

dissout (pO2) dans le milieu est certainement plus élevé qu’au sein de la tumeur, dans laquelle 

la plupart des cellules se trouvent dans des conditions d'hypoxie (pO2 < 10 mmHg). Il serait 

intéressant de se placer dans des conditions de stress cellulaire : priver les cellules 

cancéreuses MDA-MB-435s de sérum pendant 24h pour mimer des conditions d’ischémie ou 

cultiver les cellules dans des chambres d’hypoxie pour mimer les effets de l’hypoxie. Nous 

pourrions déterminer dans ces conditions, très proches des conditions tumorales, plusieurs 

paramètres tels que l’expression, ainsi que l’activité des récepteurs P2X7 (mesure du courant, 

mesure calciques…), les concentrations d’ATP relargées par les cellules, la migration et 

l’invasion cellulaire… 

Peu d’études ce sont intéressées à étudier les récepteurs P2X7 dans des conditions 

d’hypoxie. Une étude récente a montré qu’un environnement à pH faible, afin de mimer 
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l'acidose fréquemment observée dans les tumeurs solides en hypoxie, induit la libération 

d'ATP à partir de cellules de mélanome B16, qui agit via les récepteurs P2X7 pour augmenter 

la prolifération cellulaire (Hattori et al., 2012). L’utilisation d’un antagoniste du récepteur 

P2X7, oATP, diminue significativement la prolifération cellulaire in vitro et également inhibe 

significativement la croissance tumorale chez des souris inoculées avec des cellules B16 de 

mélanome (Hattori et al., 2012). Tafani et ses collaborateurs ce sont également intéressés à 

l’effet du stress hypoxique sur les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7 

ainsi que les cellules Hela du cancer du col de l’utérus. Ils ont montré que les récepteurs P2X7 

étaient surexprimés dans ces conditions et induisaient l’invasion des cellules cancéreuses. La 

surexpression des récepteurs P2X7 dans les conditions hypoxiques semblait faire intervenir 

une voie de transcription dépendante du facteur HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α) 

(Tafani et al., 2011a).  

L’activation du facteur de transcription HIF-1α représente la principale signalisation 

mise en place en réponse à l’hypoxie et sa stabilisation est communément rencontrée dans les 

cancers humains et est souvent associée à un pronostic défavorable (Tang and Yu, 2013). Les 

résultats de Tafani et ses collaborateurs montrent que les récepteurs P2X7 pourraient être des 

cibles de HIF-1α. Cependant il n’existe pas d’information sur une interaction possible entre 

HIF-1α et les récepteurs P2X7, à l’exception d’une étude récente qui montre que l’expression 

de HIF-1α était élevée dans des cellules HEK qui surexpriment les récepteurs P2X7 humain, 

par rapport à des cellules HEK qui sont transfectées par des plasmides vides (Amoroso et al., 

2012). Par conséquent, Il sera intéressant d’étudier également ce point et de voir dans des 

conditions hypoxiques, la stabilisation de ce facteur de transcription et de chercher s’il 

module l’expression des récepteurs P2X7. Si oui, par quels mécanismes ? Est-ce qu’il existe, 

par exemple, une potentielle séquence HRE (Hypoxia responsive element) dans le promoteur 

du gène P2X7 (P2RX7)? Est-ce que HIF fait intervenir d’autres facteurs de transcriptions qui 

eux vont moduler l’expression des récepteurs P2X7 ?  

Nous avons commencé à chercher une potentielle séquence HRE dans le promoteur du 

gène humain de P2X7 (P2RX7) (5,5 Kb), grâce au logiciel  "MatInspector" (logiciel 

bioinformatique qui permet l’identification des sites de liaison de facteurs de transcriptions au 

niveau des séquences d'ADN). Les résultats indiquent qu’il existe 7 séquences consensus 

susceptible de fixer le HIF.  
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6- L’implication des récepteurs P2X7 dans l’invasivité des cellules 

cancéreuses in vivo, la croissance cellulaire et la formation des 

métastases : 

Le microenvironnement de la tumeur joue un rôle important à différents stades du 

développement tumoral et donc peut influencer le devenir de la tumeur. Toutefois la tumeur 

influence elle-aussi le microenvironnement tumoral (Grivennikov et al., 2010). Plusieurs 

types de cellules inflammatoires et immunitaires sont fréquemment présents au sein de la 

tumeur (macrophages, neutrophiles, mastocytes, cellules dendritiques, lymphocytes NK, 

lymphocytes T et B). Les cellules immunitaires les plus fréquemment trouvées dans le 

microenvironnement de la tumeur sont les macrophages et les lymphocytes T (Grivennikov et 

al., 2010). Les cellules immunitaires infiltrant la tumeur ont pour but initiale d’empêcher le 

développement tumoral. Cependant, ils peuvent également participer à l’évolution cancéreuse. 

La plupart des cellules immunitaires expriment les récepteurs P2X7. Il est connu que ces 

récepteurs jouent un rôle important dans la réponse immunitaire. Ils sont impliqués dans 

l’assemblage de l’inflammasome et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-

18 (Di Virgilio, 2007). Il a été également reporté que les récepteurs P2X7 sont impliqués dans 

la présentation d’antigène (dans les cellules dendritiques chez la souris) ainsi que dans la 

différentiation et la prolifération des lymphocytes (Di Virgilio, 2012). À travers ces diverses 

fonctions, les récepteurs P2X7 peuvent participer à activer la réponse immunitaire 

anticancéreuse. Toutefois, d’autres études ont attribué d’autres fonctions aux récepteurs P2X7 

exprimés à la surface des cellules immunitaires. Il a été montré que la stimulation des 

récepteurs P2X7 est responsable d'une libération, par des macrophages, de cathepsines 

impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire (Lopez-Castejon et al., 2010). Par 

ailleurs, l'ATP extracellulaire en activant les récepteurs P2X7, induit la mort des lymphocytes 

T périphériques (Tsukimoto et al., 2006). Ces données pourraient suggérer un rôle pro-

tumoral des récepteurs P2X7 exprimé dans les cellules immunitaires. Nous pouvons imaginer 

que les cathepsines relarguées par les macrophages suite à l’activation des récepteurs P2X7, 

peuvent dégrader d’avantage la matrice extracellulaire et faciliter ainsi la dissémination des 

cellules cancéreuses et la formation des métastases. Nous pouvons aussi penser que la mort 

des cellules T, causée par les récepteurs P2X7, pourrait altérer le système immunitaire, ce qui 

pourrait affaiblir l'aptitude à inhiber les métastases. Nous pouvons, par conséquent envisager 

que les récepteurs P2X7 exprimés par les cellules immunitaires infiltrants la tumeur pourraient 

jouer d’autres rôles au sein de la tumeur. 
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Un certain nombre de questions nécessitent d’être clarifiées : 

- Quelle est le rôle joué par les récepteurs P2X7 dans la croissance et la progression 

tumorale in vivo, qu’ils soient exprimés par les cellules cancéreuses ou par les cellules 

de l’hôte et en particulier par les cellules immunitaires?  

- Pourrait-on cibler les récepteurs P2X7 au sein de la tumeur par des antagonistes 

pharmacologiques? Quels sont les effets attendus de cette inhibition sur la tumeur 

(Effets pro-cancéreux ou anti-cancéreux), sachant que les récepteurs P2X7 du système 

immunitaire seront également une cible de ces antagonistes. 

Dans le but de répondre à ces questions, nous pourrions développer un modèle in vivo de 

greffe orthotopique (dans le bourgeon épithélial mammaire) et syngénique en utilisant des 

lignées cancéreuses mammaires murines (4T1 et EMT6 issues de la souris BALB/c) chez la 

souris BALB/c sauvage (WT) ou qui n’exprime pas les récepteurs P2X7 (P2X7 KO). 

 

 

Figure 16 : Modèle in vivo de greffe orthotopique en utilisant des cellules cancéreuses mammaires murines 

chez la souris BALB/c 

Les cellules cancéreuses mammaires murines 4T1 et EMT6 seront modifiées génétiquement (pour exprimer ou 

non les récepteurs P2X7 et pour exprimer également le gène de la luciférase). Ces mêmes cellules seront 

injectées dans les souris syngéniques BALB/c WT (dont les cellules du système immunitaire expriment les 

récepteurs P2X7 = P2X7 +/+) et dans les souris P2X7 KO (dont les cellules du système immunitaire n’expriment 

pas les récepteurs P2X7 = P2X7 -/-). Cette étude nous permettra d’étudier le rôle joué par les récepteurs P2X7 

dans la croissance et la progression tumorale in vivo. 

 

Les lignées cancéreuses 4T1 et EMT6 sont classiquement utilisées pour l'étude de la 

croissance tumorale mammaire et du développement des métastases dans des modèles 

syngéniques murins. Cependant, aucune caractérisation complète des récepteurs purinergiques 

sur ces cellules n’a été réalisée à ce jour. Nous avons commencé à étudier le profil 

d’expression des récepteurs purinergiques (P2X et P2Y) dans les cellules cancéreuses 

mammaires murines EMT6 et 4T1. Les résultats des profils d’expression des récepteurs P2X 
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obtenus par RT-PCR non quantitative indiquent que ces deux lignées expriment des ARN 

messagers codant pour les récepteurs P2X7, mais aussi les ARN messagers pour les récepteurs 

P2X2, P2X3, P2X4 et à un niveau plus faible pour le récepteur P2X5 (Les contrôles positifs des 

amorces des récepteurs P2X ont été réalisées à partir d’échantillons provenant de monocytes 

dérivés de la moelle osseuse de la souris) (Figure 17-A). Nous avons vérifié l’expression 

protéique (western blot) des récepteurs P2X7 dans ces deux lignées cellulaires. Les cellules 

cancéreuses mammaires EMT6 et 4T1 expriment la protéine du récepteur P2X7 (Figure 17-

B).  

 

Figure 17 : Caractérisation du profil d’expression des récepteurs purinergiques sur les deux lignées 

cellulaires EMT6 et 4T1 

A- Profil d’expression en ARN messagers des récepteurs P2X des deux lignées cellulaires cancéreuses murines 

EMT6 et 4T1, obtenus par RT-PCR non quantitative. B- Etude en western blot de l’expression protéique du 

récepteur P2X7 dans les cellules EMT6 et les cellules 4T1. L’expression de la protéine Hsc70 a été utilisée 

comme contrôle de dépôt. 

 

Nous avons étudié par la suite la fonctionnalité (par patch clamp) des récepteurs P2X7 dans 

les deux lignées cancéreuses EMT6 et 4T1. Les expériences de patch clamp en configuration 

cellule entière sur les cellules cancéreuses mammaires murines EMT6 isolées montrent, pour 

un potentiel de maintien de -60 mV, que l’application pendant 10 secondes de 10 µM d’ATP, 

une concentration censée activer les récepteurs P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 mais pas les 

récepteurs P2X7, ne donne pas de courant entrant (Figure 18-A). L’application de 5 mM 

d’ATP susceptible d’activer les récepteurs P2X7, montre un courant entrant qui est inhibé en 

présence de l’antagoniste du récepteur P2X7 A438079 (10 µM) (Figure 18-B). Ceci confirme 

que le courant enregistré correspond à une activité de type P2X7. Nous avons par ailleurs 

réalisé d’autres mesures supplémentaires (Figure 18-C) et déterminé l’EC50 de l’ATP sur le 

courant des cellules cancéreuses murines EMT6 qui était de l’ordre de 4,3 ± 0,4 mM (N=8) 

(Figure 18-D).  
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Figure 18 : Enregistrements de courants purinergiques en configurations cellule entière de la technique de 

patch clamp sur les cellules cancéreuse murines EMT6  

Le potentiel de membrane imposé est de -60 mV. A- Courant macroscopique enregistré, sur la lignée cellulaire 

EMT6, lors de l’application de l’ATP à une concentration de 10 µM pendant 10 secondes. B- Courants 

macroscopiques enregistrés lors de l’application de l’ATP à une concentration de 5 mM en présence ou non de 

l’antagoniste des récepteurs P2X7 A438079 (10µM) pendant 10 secondes C- Enregistrements représentatifs de 

courants ioniques lors de l'application de l'ATP à différentes concentrations (0.3, 1, 3, 5 et 10 mM) pendant 10 

secondes après une facilitation complète des récepteurs P2X7. D- Courbe concentrations d’ATP-réponse pour 

des courants entrants enregistrés dans les cellules cancéreuses EMT6 après une facilitation complète des 

récepteurs P2X7. Les courants obtenus sont relativisés par rapport au maximum obtenu à 10 mM ATP (n= 8 pour 

chaque concentration appliquée). 

 

Des résultats similaires ont été observés avec les cellules cancéreuses mammaires murines de 

la lignée 4T1: l’application de 5 mM d’ATP montre un courant entrant qui est inhibé en 

présence de l’antagoniste du récepteur P2X7 A438079 (10 µM) (Figure 19-A). Nous avons 

par ailleurs réalisé d’autres mesures de courants ioniques lors de l'application de l'ATP à 

différentes concentrations (0.3, 1, 3, 5 et 10 mM) pendant 10 secondes (Figure 19-B), mais 

d’autres expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer l’EC50 de l’ATP sur 

le courant des cellules cancéreuses 4T1. 
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Figure 19 : Enregistrements de courants purinergiques en configurations cellule entière de la technique de 

patch clamp sur les cellules cancéreuse murines 4T1 

Le potentiel de membrane imposé est de -60 mV. A- Courants macroscopiques enregistrés lors de l’application 

de l’ATP à une concentration de 5 mM en présence ou non de l’antagoniste des récepteurs P2X7 A438079 

(10µM) pendant 10 secondes B- Enregistrements représentatifs de courants ioniques lors de l'application de 

l'ATP à différentes concentrations (0.3, 1, 3, 5 et 10 mM) pendant 10 secondes après une facilitation complète 

des récepteurs P2X7.  

 

Nous souhaiterions continuer la caractérisation de l’activité des récepteurs P2X7 dans ces 

deux lignées cellulaires (patch clamp, mesure du calcium intracellulaire, incorporation de 

molécules fluorescentes) et réaliser des tests d’invasion cellulaire dans le but de déterminer 

l’implication des récepteurs P2X7 dans l’invasivité des cellules cancéreuses EMT6 et 4T1. 

Ceci nous permettra de confirmer nos résultats trouvés dans d’autres modèles cellulaires 

exprimant les récepteurs P2X7 de souris. Nous projetons de modifier génétiquement ces 

mêmes lignées pour éteindre l’expression des récepteurs P2X7 (une lignée "shP2X7" qui sera 

transduite par un shRNA dirigé contre les récepteurs P2X7 et donc n’expriment plus le 

récepteur P2X7 comparée à une lignée contrôle "shContrôle" qui sera transduite par un 

shRNA qui ne cible aucune séquence). Nous désirerions modifier ces lignées aussi pour 

qu’elles expriment le gène de la luciférase (Luc). L’évolution de la tumeur primaire ainsi que 

le développement des métastases seront suivi par bioluminescence (après injection de 

luciférine) en fonction de la présence ou non des récepteurs P2X7 au niveau des cellules 

cancéreuses dans les deux groupes de souris BALB/c WT et P2X7 -/-. Ces expériences nous 

permettrons de déterminer la participation des récepteurs P2X7, qu’ils soient exprimé par les 

cellules cancéreuses ou par les cellules de l’hôte dans la croissance et la progression tumorale.  

 

Si notre hypothèse de départ sur l’implication des récepteurs P2X7 dans l’invasivité des 

cellules cancéreuses est validée par ces modèles in vivo, ce récepteur pourrait devenir une 

nouvelle cible thérapeutique dans le cancer du sein. 
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7- Effets anticancéreux de l’émodine via l’antagonisme du récepteur 

P2X7 des cellules cancéreuses : 

Les récepteurs P2X7 semblent être les seuls récepteurs P2X fonctionnels à la surface 

des cellules cancéreuses MDA-MB-435s (article 1). Ces résultats font des cellules MDA-MB-

435s un très bon modèle pour étudier les effets dépendants du récepteurs P2X7 dans la 

biologie de la cellule cancéreuse et de tester l’effet de molécules pharmacologiques ayant 

pour cible ces récepteurs. Nous avons examiné l’effet de l’anthraquinone émodine d’origine 

végétale (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone) sur les propriétés d’invasion dans les 

cellules MDA-MB-435s (article 2). Une étude récente a montré l’antagonisme du récepteur 

P2X7 de rat par cette anthraquinone. Cette étude a montrée que l’ATP induit une 

augmentation de la concentration calcique, la libération de l’IL-1β, la production de ROS et 

l'atténuation de la phagocytose dans les macrophages péritonéaux de rat. Tous ses effets sont 

inhibés par l’émodine via l’antagonisme des récepteurs P2X7 (Zhu et al., 2013). Ce composé 

naturel pourrait représenter une bonne molécule de base pour des modifications chimiques 

afin d’élaborer de nouveaux antagonistes plus efficaces des récepteurs P2X7. Ces molécules 

pourraient être utilisées dans le traitement de pathologies inflammatoires ou pour prévenir et 

traiter divers cancers.  

Deux autres composés extraits de la même plante, présentent des propriétés 

antitumorales. Ces deux composés sont l’Aloe-émodine et la Rhéine (Chen et al., 2010). Les 

structures chimiques de ces deux composés, avec celle de l’émodine, sont présentées ci-

dessous: 
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Figure 20 : Structures chimiques des trois composés extraits de la rhubarbe: émodine ; aloe-émodine et la 

rhéine. 

 

Il n’existe aucune étude testant l’effet de ces deux composés (aloe-émodine et rhéine) sur 

l’activité des récepteurs P2X7. Il sera par conséquent intéressant de tester ces composés et voir 

leurs effets sur l’activité des récepteurs P2X7 humains (en mesurant l’entrée de courant, 

l’entrée du calcium et l’incorporation de l’éthidium) et de comparer à ceux obtenus avec 

l’émodine. 

 

 

 

 

 

 



  132 

 

  

Conclusion 
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L’objectif de mon projet de thèse était de caractériser l’expression ainsi que la 

fonctionnalité des récepteurs P2X7 dans les cellules cancéreuses mammaires hautement 

invasives MDA-MB-435s et de déterminer leurs rôles dans la biologie de la cellule 

cancéreuse.  

Durant cette thèse, nous avons montré que l’activation de ces récepteurs permet 

d’augmenter l’invasivité des cellules cancéreuses via le relarguage des formes matures de 

cathepsines à cystéines favorisant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire. Les 

récepteurs P2X7 étaient et sont jusqu’à maintenant reconnus majoritairement comme étant des 

récepteurs cytolytiques. Les résultats que nous avons trouvés ont fait avancer nos 

connaissances sur les récepteurs P2X7 et ont permis d’identifier un de leurs rôles dans le 

cancer. Cette étude a permis aussi de signaler l’importance de la signalisation purinergique 

dans le domaine du cancer.  

L’ATP, dans le milieu extracellulaire, possède une demi-vie qui dépend de l’activité 

séquentielle de divers ectonucléotidases. Ces ectoenzymes vont dégrader l’ATP en ADP, 

AMP et finalement en Ado. Ces purines peuvent agir sur les différents sous-types des 

récepteurs P1 et P2 qui sont exprimés à des degrés divers par les cellules cancéreuses ce qui 

rend certainement la situation encore plus complexe. Plusieurs études ont mis en évidence 

l’implication de l’ATP et de l’adénosine dans l'interaction hôte-tumeur, mais il n’y a aucune 

démonstration convaincante que d'autres nucléotides (UTP, UDP) y participent. L’ATP et son 

produit de dégradation l'adénosine, affectent directement la croissance des cellules tumorales. 

Il est connu que l’adénosine est un puissant immunosuppresseur. En agissant principalement 

sur les récepteurs A2A, l’adénosine inhibe les cellules T cytotoxiques infiltrants la tumeur 

(Ohta et al., 2006). Il a été montré également que l’adénosine est un modulateur de la 

croissance cellulaire en agissant principalement sur le récepteur A3. Il a été reporté que la 

stimulation des récepteurs A3 peut avoir des effets pro-apoptotique ou anti-apoptotique et des 

effets stimulant ou inhibant la croissance cellulaire (Di Virgilio, 2012). Des données in vivo, 

montrent qu’une diminution de la concentration d'adénosine intratumorale réduit la 

progression tumorale et prévient la formation des métastases (Stagg et al., 2011). La 

participation de l’ATP dans le cancer semble être beaucoup plus compliquée que celle de 

l’adénosine. Outre son rôle dans l’invasivité des cellules cancéreuses (agissant sur les 

récepteurs P2X7), il est connu que l’ATP possède un rôle pro-inflammatoire (agissant sur les 

récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2Y12 et au niveau des récepteurs P2X4 et P2X7) (Di 

Virgilio, 2012). En agissant sur les récepteurs P2Y11, l’ATP est immunosuppresseur : il induit 

un état de semi-maturation des cellules dendritiques caractérisée par une diminution de la 
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production des cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-6, IL-1β et TNFα), tandis que la 

libération des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et IL-1Ra n'est pas affectée. Ces effets sur 

la sécrétion des différentes cytokines induisent une altération de l'immunité induite par les 

cellules Th1 et une potentialisation des réponses médiées par les cellules Th2 et, donc, une 

activation préférentielle des voies immunosuppressives plutôt que les voies 

immunostimulatrices (Di Virgilio, 2012). L’ATP peut promouvoir la croissance cellulaire (en 

agissant sur les récepteurs P2Y1, P2Y2, et les récepteurs P2X7). Ces divers rôles attribués à 

l’ATP génèrent un ensemble de réponses qui affectent le système immunitaire, la croissance 

tumorale et la dissémination métastatique. Compte tenue de la complexité de la signalisation 

purinergique prédire le résultat final d’un traitement thérapeutique avec l’ATP ciblant des 

acteurs de cette signalisation reste très difficile. Quelques études ont exploré l'activité 

thérapeutique de la perfusion d'ATP chez les patients atteints de cancer (Beijer et al., 2009). 

Le traitement est bien toléré et les effets sur l'état nutritionnel, la qualité de vie globale et la 

survie à long terme sont encourageants. Toutefois les mécanismes d'actions de l’ATP ne sont 

pas clairs. 

 

Les avancés réalisées au cours de ses dernières années dans le domaine de la 

signalisation purinergiques soulèvent la question de la façon dont nous pouvons tirer profit de 

cette signalisation purinergique pour vaincre le cancer. Les découvertes qui peuvent être 

réalisées dans le futur feront avancer nos connaissances sur l’implication des purines dans le 

cancer et ouvriront certainement des perspectives prometteuses pour le développement de 

nouvelles prises en charge thérapeutiques. 
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Abstract  

Adenosine 5' tri-phosphate (ATP) is found in high concentrations in the extracellular 

microenvironment of tumours and is postulated to play critical roles in cancer progression. In 

the present study, we found that ATP (30 µM) stimulation increased the migration of human 

MCF-7 breast cancer cells by 140 ± 31%, while it had minor or no effect on their 

proliferation. This effect was prevented by the ectonucleotidase apyrase and was antagonized 

by the use of suramin and PPADS, consistently with the participation of P2 receptors. MCF-7 

cells expressed mRNA for all known P2Y receptors and for P2X2, P2X4, P2X5 and, at low 

level, for P2X6 and P2X7 receptors. Brief applications (20 s) of external ATP resulted in a 50 

pA P2X-like inward current. ATP, but not ADP or UDP, increased the intracellular calcium 

concentration in absence of extracellular calcium, and this effect was prevented by the 

inhibition of the phospholipase C. UTP (10 µM) and 2-thioUTP (10 µM) increased 

intracellular calcium concentration and cell migration to the same extent as ATP. The UTP-

dependent increase in cell migration was absent in cells knocked-down for P2Y2. It was 

inhibited by MEK inhibitor PD98059. UTP induced a time-dependent phosphorylation of 

extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) which was prevented by the 

incubation with PD98059. Taken together these results highlight the importance of the 

purinergic signalling in the cancer disease and indicate that the activation of P2Y2 receptors 

enhances breast cancer cell migration through the activation of a MEK-ERK1/2-dependent 

signalling pathway. 

 

Key words: ATP, P2Y receptors, cancer cell migration, intracellular calcium, ERK1/2 
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Introduction 

 

Adenosine 5’-triphosphate (ATP) is a well known intracellular source of energy for all 

types of cells, but it is also released extracellularly, in both physiological and pathological 

conditions, where it initiates signalling pathways through the activation of transmembrane 

receptors [1]. There are two families of membrane receptors for extracellular nucleotides: the 

metabotropic G protein-coupled P2Y receptors, for which the activating ligands are ATP and 

some other purine or pyrimidine di- or triphosphate nucleotides, and the ionotropic P2X 

receptors which are physiologically activated by extracellular ATP [2]. To date, eight P2Y 

subtypes have been cloned in human cells: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 and 

P2Y14. Depending on the G-protein subtype they are associated to, they can modulate the 

adenylate cyclase-cAMP pathway or stimulate the phospholipase C (PLC) – Ca
2+

 signalling 

pathway [3]. There are seven members in the P2X receptor family, which all constitute non-

selective cation channels proposed to be functional under a homo- or heterotrimeric 

association [4]. Their activation by ATP results in the influx of Na
+
 and Ca

2+
 into the cell and 

the concomitant efflux of K
+
, therefore leading to the membrane depolarization and to the 

activation of intracellular Ca
2+

-dependent signalling pathways [5]. At the cellular level, both 

P2Y and P2X receptors are important regulators of cell proliferation, differentiation, 

migration and apoptosis, thereby contributing to the modulation of several biological 

processes such as neurotransmission, immune response and inflammation, muscle contraction, 

bone synthesis and remodelling. All cells generally express numerous P2Y receptor isotypes 

while some others, such as excitable cells, also express P2X receptors. In such conditions 

extracellular ATP can activate numerous and successive signalling pathways, depending on 

its initial concentration and half-life. This is happening in physiological but also in 

pathological situations, such as in cancer biology [6].  

Tumour sites are known to contain high concentrations of ATP, while it is normally 

undetectable in healthy tissues [7]. Indeed, ATP can be secreted by living cancer cells into 

their microenvironment at relatively high concentrations [8] and is released in sites of tissue 

damage such as necrotic regions of solid tumours [9]. Therefore, this raises the possibility that 

purinoreceptors expressed by cancer cells themselves, but also by endothelial cells, and 

immune cells infiltrating tumours could be activated, and consequently modulate tumour 

growth and evolution [10-12]. Indeed, the involvement of purinoreceptors in cancer cell 

biology is a promising research field that could increase the knowledge on processes leading 

to the cancerous transformation, and could also identify new pharmaceutical approaches to be 
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exploited in cancer therapy. Breast cancer is the major cause of women death by cancer 

worldwide [13], and the high mortality associated with this cancer is not caused by the growth 

of the primary tumour, but rather by the appearance and development of metastases. The aim 

of this study was to investigate whether extracellular ATP, as well as other nucleotides, can 

alter breast cancer cell migration, which represents one of the key and initial parameter of the 

metastasis development.  
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Material and Methods 

Cells and culture 

MCF-7 human breast cancer cells were obtained from the American Type Culture Collection 

(ATCC, LGC promochem, France) and were maintained in a Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM, Cambrex, France), supplemented with 5% foetal calf serum 

(Thermoscientific, France). Cells were grown at 37°C in a humidified 5% CO2 incubator. 

 

RNA extraction, Reverse Transcription and conventional Polymerase Chain Reaction 

(PCR) 

Reverse transcription and PCR experiments were done as previously detailed [14,15]. Briefly, 

total RNA extractions from MCF-7 were performed using Total RNA isolation Nucleospin 

RNAII kit (Macherey-Nagel, France). RNA yield and purity were determined by 

spectrophotometry and only samples with A260/A280 ratio above 1.7 were kept for further 

experiments. Total RNA were reverse-transcribed using the RT kit Ready-To-Go You-

Prime First-Strand Beads (GE Healthcare, France). Random hexamers pd(N)6 5’-Phosphate 

(0.2 µg, GE Healthcare, France) were added and the reaction mixture was incubated at 37°C 

for 60 min. Specific primers for human P2X1-7 and P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14 receptors used in 

PCR are the same as in a previous study [14]. The efficacy of these primers was checked with 

corresponding hP2X/hP2Y receptor cDNA in pcDNA3.1 plasmids. The temperature profile 

for PCR was 1 min at 94°C followed by amplification for 40 cycles which consisted of 30 s 

DNA denaturation at 94°C, 60 s primers hybridization at 60°C, 30 s polymerization at 72°C 

and a final extension for 2 min at 72°C. PCR products were analyzed after electrophoretic 

separation in 1.5% agarose gels containing ethidium bromide, and visualized by UV-

transillumination (BioRad, Gel doc). 

 

Small interfering RNA transfection  

MCF-7 breast cancer cells were transfected with small interfering RNA (siRNA) directed 

against P2RY2 (siP2Y2), P2RY4 (siP2Y4) gene expression or scramble sequence not targeting 

any known gene as a control (siCTL). SiRNA were purchased from Tebu-Bio (France). Cells 

were transfected with siRNA by using Lipofectamine RNAi max (Invitrogen, France) 

according to the manufacturer’s instructions. All experiments were performed 48 hours after 

cell transfection with siRNA.  
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Western blotting 

Western blotting experiments were performed on total MCF-7 cell lysates. Cells were grown 

to 80% confluence in a 6-well plate, then washed twice with PBS and lyzed for 1h at 4°C in a 

lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH7.4 , 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2) containing 

1% Triton X-100 and protease inhibitors (Sigma Aldrich, France). Cell lysates were then 

centrifuged at 16,000xg for 10 min to pellet debris. Total protein samples were removed and 

assayed for protein content using the bicinchoninic acid (BCA) method (Bio-Rad, France). 

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis sample buffer was added and 

samples were boiled for 3 minutes. Samples were loaded (40 µg total proteins) and 

electrophoretically separated on 10% polyacrylamide gels and then transferred onto 

polyvinylidene difluoride membranes. Western blotting was performed following standard 

protocols. Phospho-ERK1/2 (p42/44MAPK, Phospho-Thr202/Tyr204) and total ERK proteins 

were visualized using polyclonal rabbit anti-human pERK1/2 (p42/44MAPK) primary 

antibodies (1/2,000 Cell Signaling) and polyclonal mouse anti-human ERK primary 

antibodies (1/2,000 Cell Signaling), respectively. The membrane was further incubated for 1h 

at room temperature (RT) with either a goat anti-rabbit or a goat anti-mouse horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (1/2,000 Santa Cruz Biotechnology, 

France). HSC-70 was used as a loading control and was immunodetected using mouse anti-

HSC-70 (1/30,000 Santa Cruz Biotechnology, France) and goat anti-mouse HRP-conjugated 

secondary antibodies (1/10,000 Southern Biotech, France). Protein detection was done using 

the electrochemiluminescence (ECL)-plus kit (Pierce® ECL Western Blotting substrate, 

Fisher Scientific, France) and Kodak Bio-Mark MS films (Sigma-Aldrich). 

 

Cell viability and cell proliferation assays 

To assess the cell viability, 4x10
4 

cells were seeded per
 
well in 24 well-plates in DMEM + 5 

% FCS. After 24 hours, cell media were changed and cells received culture media 

supplemented with different concentrations of ATP (or UTP) or a control culture medium 

containing the same volume of vehicle (PBS). Cells were then grown for 24 hours before 

assessing the relative number of viable cells. In order, to assess cell proliferation, 2x10
4 

cells 

were seeded per
 
well in 24 well-plates in DMEM + 5 % FCS. After 24 hours, cell media were 

changed and cells received culture media supplemented with different concentrations of ATP 

(or UTP) or a control culture medium containing the same volume of vehicle (PBS). Cells 

were then grown for 5 days and media were changed everyday. In both cases, total viable cell 

numbers were assayed by the tetrazolium salt assay as previously described [16]. Cell 



  142 

 

proliferation was measured as formazan absorbance at 570 nm and expressed as a ratio by 

comparison to the control condition, in the absence of ATP (on the same day of the 

experiment). Results were validated by manual cell counting. Three independent experiments 

were performed for each assay.  

 

Cell migration assays 

Cell migration was analyzed with 24-well plates receiving 8 μm-pore size polyethylene 

terephtalate membrane cell culture inserts (BD biosciences, France). The upper compartment 

was seeded with 6x10
4 

viable cells in their basal culture medium supplemented or not 

(vehicle) with nucleotides, agonists and antagonists indicated in the text and figure legends. 

The lower compartment was filled with the same culture medium supplemented with 10% 

FCS, instead of 5%, as a chemoattractant. After 24 h at 37°C, cells that had migrated and 

were attached to the lower side were washed with PBS, then fixed with methanol and nuclei 

were labelled with DAPI. Nuclei were counted using an epifluorescence-equipped Nikon TI-S 

microscope (Nikon, France). Cell migration assays were performed in triplicate in 3-8 

separate experiments. For easier comparison, results obtained were normalized to the control 

condition performed in the absence of ATP or other nucleotides or drug. 

 

Measurements of intracellular calcium 

Changes in free internal calcium concentration were monitored using the fluorescent Fluo-4 

Ca
2+

-indicator by spectrofluorimetry. MCF-7 cells were seeded at 7x10
5
 cells per well of a 6-

well plate 48 hr before use. After being washed twice in PBS, the cells were incubated in 

Optimem medium (GIBCO, France) containing 5 µM Fluo-4AM (Invitrogen, France) at 37°C 

for 45 min in the dark. After loading, cells were washed twice in normal PSS then 

resuspended in the same solution or in 0-Ca PSS (see Solutions), diluted to a density of 5x10
5
 

cells/mL. The cell suspension was loaded into the cuvette of the spectrofluorimeter (Hitachi 

F-2500, Japan) and was kept under agitation at RT. Fluorescence was excited by 485 nm and 

measured at 510 nm. 

 

Electrophysiological recordings 

Electrophysiological recordings were performed in the whole cell configuration of the patch 

clamp technique as already reported [17]. Patch pipettes were pulled from borosilicate glass 

(World Precision Instruments, UK) to a resistance of 4-6 M. Currents were recorded under 

voltage-clamp mode using an Axopatch 200B amplifier (Axon Instrument, USA) and 
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analogical signals were filtered at 10 kHz and digitized using a 1322A Digidata converter. 

Cell capacitance and series resistances were electronically compensated. Membrane potential 

was held at -60 mV. Experiments were performed at RT in a standard external saline solution 

(Etotal) and patch pipettes were filled with the intrapipette solution (see Solutions). 

Adenosine 5'-triphosphate (ATP) was externally applied using a RSC160 fast-flow delivery 

system (BioLogic Science Instruments, France) for 20 s, at the concentration indicated in 

figure legends.  

 

F-actin cytoskeleton labelling and cell morphology analyses 

MCF-7 cells were cultured on glass coverslips for 24h in presence of ATP (30 µM), or 

vehicle (control condition). Cells were washed in PBS at RT, fixed with ice-cold 3.7% 

paraformaldehyde/PBS, and washed in ice-cold PBS containing 100 mM glycine. Cells were 

permeabilized with 0.1% Triton X-100 and saturated with 3% BSA and 3% Normal Goat 

Serum. F-actin was stained with phalloidin-Alexa594 (1/200, Invitrogen). Coverslips were 

then washed with PBS and mounted with ProLong® Gold antifade reagent (Invitrogen). 

Epifluorescence microscopy was performed with a Nikon TI-S microscope (France) and 

analysed using NIS-BR software (Nikon, France). The change in cell morphology was 

assessed as recently reported [18] from images of F-actin cytoskeleton labelling using the 

ImageJ© software 1.38I (http://rsbweb.nih.gov/ij). A circularity index was calculated as being 

4π x [area]/[perimeter]
2
. As the value approaches 0, it indicates an increasingly elongated 

shape and, conversely, the value of 1 indicates a perfect circle. 

 

Solutions 

Stock solutions of ATP and other nucleotides were prepared in PBS and their pH was 

adjusted to 7.4. The external physiological saline solution (Etotal) for patch clamping 

experiments had the following composition (in mM): 147 NaCl, 10 N-2-

hydroxyethylpiperazine-N’-2 ethanesulfonic acid (HEPES), 13 D-Glucose, 2 KCl, 2 CaCl2 

and 1 MgCl2. The pH was adjusted to 7.4. Agonist solutions for patch clamping were 

prepared in Etotal at the concentrations indicated in the figure legends. The intrapipette 

solution had the following composition (in mM): 147 NaCl, 2 KCl, 10 HEPES and 10 

ethylene glycol-bis-(2-aminoethyl ether)-N, N, N’, N’-tetraacetic acid (EGTA). Osmolarity 

and pH values were 295-315 mOsm and 7.3 respectively. The Physiological saline solution 

(PSS) had the following composition (in mM): 140 NaCl, 4 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 11.1 D-

glucose, and 10 HEPES, adjusted to pH 7.4 with NaOH (1 M). The 0-Ca PSS used in 

http://rsbweb.nih.gov/ij
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intracellular Ca
2+

 measurements had the following composition (in mM): 140 NaCl, 4 KCl, 3 

MgCl2, 10 HEPES, 11.1 D-Glucose and 5 EGTA.  

 

Data Analysis and statistics 

Average results are expressed as the mean ± s.e.m. from the number of cells or essays 

indicated in the figure legends. Statistical analyses were performed with SigmaStat 3.0.1a 

(Systat software Inc., USA). Data comparisons were made using Student’s t-tests or Mann-

Whitney rank sum tests when the variance homogeneity test failed. Statistical significance is 

indicated when p<0.05. 

 

Chemicals and drugs 

ATP, ADP, UTP, UDP, apyrase, salts and chemicals for the solutions, and 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) were obtained from Sigma-

Aldrich (France). P2 agonists and antagonists, and the MEK inhibitor PD98059 were all 

coming from Tocris Bioscience (R&D Systems Europe, France). 
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Results 

We first examined the effect of stimulating MCF-7 breast cancer cells with increasing 

concentrations of ATP, from 1 µM to 3 mM, on their viability (after 24h) and proliferation 

(after 5 days growing) and compared this to a control condition without ATP (vehicle). MCF-

7 cell viability was not significantly modified by ATP treatments from 3 to 300 µM (Figure 

1A). This indicated that extracellular ATP, at submillimolar concentrations was not 

responsible for MCF-7 cell death. To study the potential involvement of ATP in the 

regulation of MCF-7 cancer cell growth, the cell proliferation was assessed after 5 days of 

culture with media being changed every day. As can be seen on Figure 1B, MCF-7 cell 

proliferation was not dramatically modified by ATP stimulation. The total cell number was 

slightly increased by 22 ± 9% with 30 µM and decreased by 22 ± 3% with 300 µM ATP. 

Millimolar concentrations of ATP induced no significant effect on cell growth over five days. 

An important feature to be assessed in cancer biology is the migration of cancer cells which 

can be considered as being determinant in the process of invasion and the development of 

metastases [19]. Therefore, we examined the migration of MCF-7 cells under stimulation with 

ATP, in a range of concentrations from 3 to 30 µM. These concentrations are supposed to 

activate most P2Y and P2X purinoreceptors [20] with the exception of P2Y14R which is UDP-

hexose activated and of P2X7R which is the less ATP-sensitive P2X receptor [4]. 

Interestingly, stimulating MCF-7 cancer cells with 10 and 30 µM ATP significantly increased 

cell migration by 103 ± 11% and 140 ± 31%, respectively (Figure 2A). In a new set of 

experiments, we reassessed the effect of 30 µM ATP on MCF-7 cell migration in presence or 

not of non-selective P2 receptor antagonists, suramin and pyridoxalphosphate-6-azophenyl-

2',4'-disulfonic acid (PPADS). Here again, 30 µM ATP was able to increase cancer cell 

migration, and this effect was completely prevented by incubating the cells with suramin (100 

µM) or PPADS (100 µM) (Figure 2B). Furthermore, both suramin and PPADS used alone, 

with no external application of ATP, induced a significant reduction of basal MCF-7 

migration. The ATP-induced increase in cell migration was also prevented by the co-

application of apyrase (a nucleotide triphosphate and diphosphate hydrolase) (Figure 2C). 

Apyrase used alone also induced a significant reduction in the basal migration of cancer cells 

in absence of external application of ATP. Taken together these first results showed that 

extracellular nucleotides could increase MCF-7 cell migration through the activation of P2 

receptors. They also indicated that these receptors were activated in basal conditions by 

nucleotides being secreted or released by cancer cells themselves. ATP stimulation also 

induced a change in MCF-7 cell morphology with a reduction of their circularity, from 0.78 ± 
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0.01 (n= 51 cells) to 0.67 ± 0.02 (n= 43 cells), indicating the acquisition of an elongated shape 

(Figures 2D and 2E) consistent with a pro-migratory phenotype. While in basal conditions 

(control) MCF-7 cells formed small clusters of 5-10 cells, their stimulation with ATP tended 

to increase the proportion of isolated cells (Figure 2E).  

We analyzed the expression of P2 receptors mRNA in MCF7 breast cancer cells and 

found mRNA transcripts for all P2Y receptors (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 and P2Y14), and for P2X2, P2X4 and P2X5 receptors. Low levels of mRNA for P2X6 

and for P2X7 receptors were detected. No mRNA could be detected for P2X1 and P2X3 

(Figure 3A). We then performed electrophysiological recordings to assess the presence of 

functional P2X at the plasma membrane of MCF-7 cells, and found that 30 µM ATP induced 

a small ~50 pA non-desensitizing P2X-like inward current (Figure 3B). The application of 

higher ATP concentrations, up to 5 mM, did not produce currents of bigger amplitudes (data 

not shown). While P2X receptors can solely be activated by ATP (or its pharmacological 

analogs) [3], P2Y receptors can be activated by different nucleotides and are therefore 

classified into ADP-preferring P2Y receptors (P2Y1, P2Y12, and P2Y13), ATP-preferring P2Y 

receptor (P2Y11), UTP-recognizing P2Y receptors (P2Y2 and P2Y4), UDP-preferring P2Y 

receptor (P2Y6) and lastly, P2Y14 as the only example of UDP-sugar-recognizing P2Y 

receptor [21]. This reasonably allowed us to exclude P2Y14 as a potential receptor for 

mediating the ATP-induced migration observed. Any one of the other receptors could be 

considered because of the potential existence of ectonucleotidases and ectonucleoside 

diphosphokinases in the extracellular medium or at the extracellular surface of cancer cells 

membrane. Monitoring of the intracellular Ca
2+

 concentration,
 
with Fluo-4, showed that ATP 

(30 µM) was responsible for a Ca
2+

 increase both in the presence and absence of extracellular 

Ca
2+

 (Figures 3C and 3D, respectively). The increase in intracellular Ca
2+

 concentration 

measured in absence of extracellular Ca
2+

 (Figure 3D) was inhibited in cells incubated with 

the phospholipase C (PLC) inhibitor U73122 (10 µM, Figure 3E). This result indicated the 

functionality of protein Gq/11-coupled P2Y receptors. To further identify the functional P2Y 

receptors, similar experiments were performed in cells stimulated with UTP, ADP and UDP 

in absence of external Ca
2+

. UTP 10 µM was responsible for an increase in the intracellular 

Ca
2+

 concentration (Figure 3F) while ADP and UDP, both used at a concentration of 10 µM, 

did not induce any change (Figures 3G and H). Figure 3I represents a quantification diagram 

summarizing all these experiments. All these results (Figure 3) indicate that the ATP-induced 

increase in the intracellular calcium concentration could be, at least partially, due to the 

functionality of UTP-preferring P2Y receptors coupled to a Gq/11 – PLC - IP3 -signalling 
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pathway. UTP, from 0.1 µM to 0.3 mM as compared to a control condition without UTP, had 

no effect on the MCF-7 cancer cell viability (Supplementary Figure 1A).  

We then tested the effect of stimulating cancer cells with UTP, ADP and UDP and compared 

it to the ATP-induced increase in cell migration. While ADP and UDP had no effect, UTP (10 

µM) induced a 45 ± 7% increase in cell migration which was not statistically different from 

the effect observed with ATP (30 µM). This increase in cell migration was also produced by 

the use of 2-thio UTP (10 µM), thus favouring the hypothesis of the involvement a UTP-

activated P2Y receptor (Figure 4A). We also used the recently developed agonist MRS4062 

being more selective for the human P2Y4 than for P2Y2 and P2Y6 receptors [22]. When used 

at a concentration of 1 µM, which is supposed to mainly activate P2Y4 receptors, no effect 

was observed on cell migration. When used at 10 µM, thus possibly also activating P2Y2 and 

P2Y6 receptors, MCF-7 cell migration was increased by 104 ± 15% (Figure 4B). P2Y6 

receptor is known to be preferentially activated by UDP but can also be activated by UTP and 

ATP. We therefore studied the ATP-induced increase in cell migration in presence or not of 

the P2Y6 antagonist MRS2578. MRS2578 did not reduce basal or inhibit the ATP-induced 

cell migration (Figure 4C). The P2Y11 antagonist NF340 (10 µM) had no effect on basal or on 

the ATP-induced cell migration (Figure 4D). Since we found a weak expression of mRNA for 

P2X7 and also a small non-desensitizing P2X-like ATP-evoked inward current, and since 

P2X7 receptors have been associated to the migration of highly invasive cancer cells [14], we 

also tested the possible involvement of P2X7 in regulating MCF-7 cancer cell migration. A 3 

mM concentration of ATP was applied in presence or not of a specific antagonist for P2X7 

receptor (A438079), but none of the two conditions had any significant effect (Supplementary 

Figure 1B). Therefore, the more likely ATP-activated receptor to be involved in cell migration 

is P2Y2. To confirm this hypothesis, we tested the UTP- or MRS4062-induced migration in 

cancer cells transfected with siRNA directed against P2Y2R messengers (siP2Y2) and 

compared the results to those obtained with cells transfected with scrambled siRNA not 

recognizing any known sequence (siCTL). As assessed by RT-qPCR, siP2Y2 reduced the 

level of P2RY2 transcripts by 65 to 85% (data not shown). In cells transfected with siCTL, 

both UTP and MRS4062 increased migration while these effects were absent in cells 

transfected with siP2Y2. Furthermore, the sole transfection with siP2Y2, with no external 

agonist application, reduced the basal migration of MCF-7 cancer cells (Figure 5A). By 

comparison, targeting the expression of P2Y4 receptors had no effect on the MRS4062-

induced increase in cancer cell migration (Supplementary Figure 1C). 
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We next investigated the downstream intracellular pathway involved in this ATP/UTP-

induced increase in cancer cell migration and assessed the potential participation of the 

MAPK/ERK (Mitogen-activated protein kinases, originally called ERK, Extracellular signal-

regulated kinases) signalling pathway. In order to avoid possible cross-talk reactions we used 

UTP (10 µM) or MRS4062 (10 µM) as agonists, instead of ATP. Interestingly, the UTP- or 

MRS4062-induced increase in cell migration was prevented by the MEK inhibitor PD98059 

(Figure 5 B). 

In accordance with these results, UTP (10 µM) was responsible for a marked increase of the 

extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2, also known as p42/44 MAPK) 

phosphorylation (Thr202/Tyr204) by 22.6 ± 6.9 -fold, 10 minutes after the stimulation of 

cancer cells, as compared to the unstimulated condition. This activation was transient and, 30 

min after stimulation, was only 4.3 ± 1.1 -fold higher than the unstimulated condition. The 

total amount of ERK1/2 (relative to the housekeeping protein HSC-70) was unchanged 

compared to the control condition without agonist. Pre-incubating the cells with the MEK 

inhibitor PD98059 (10 µM) partially reduced the UTP-dependent ERK phosphorylation at 

both 10 and 30 min (Figures 5C and 5D). Similar experiments were performed with 

MRS4062 (10 µM) used as an agonist. Again, a 24.8 ± 12.7 -fold increase in the level of 

ERK1/2 phosphorylation was observed 10 minutes after cell stimulation. However with this 

stable agonist the level of ERK1/2 phosphorylation was maintained 30 minutes after cells 

stimulation (46.8 ± 23.1-fold increased compared to the control condition without agonist). At 

both timescales, pre-incubating the cells with PD98059 (10 µM) prevented this ERK1/2 

phosphorylation (Figures 5E and 5F).  
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Discussion 

The purinergic signalling is known to regulate numerous non-cancer and cancer cells 

functions [2]. Studies performed from 1980’s using in vivo models proposed an antitumour 

activity of adenine nucleotides when injected daily in the animal peritoneum, leading to a 

prolonged survival [23-26]. However, the mechanisms underlying these effects were not 

elucidated and one of the proposed possibilities was the activation of adenosine receptors 

(formerly named P1) after the breaking down of ATP by ectonucleotidases [12]. Moreover, 

the cellular type involved in such effects and the interactions between cancer, immune and 

stromal cells were not documented. When studies focused on cancer cells, they mainly 

investigated the modulation of cell proliferation and apoptosis by extracellular nucleotides 

[10]. Some studies reported that ATP induced the proliferation of several human cell types 

such as colon adenocarcinoma cells Caco-2 [27] of ovarian cancer cells OVCAR-3 [28], and 

both ATP and UTP promote the growth of human lung cancer cells A549 [29]. On the 

contrary, other studies reported that extracellular ATP suppressed the proliferation of Caco-2 

[30], reduced the growth of glioblastoma cell colonies in soft agar [31], and inhibited prostate 

cancer cell growth [32]. Recently, the activation of the ADP-preferring P2Y1 receptor was 

proposed to induce apoptosis and to inhibit proliferation of human prostate carcinoma cells 

PC-3 [33].  

As such, it is difficult to draw a general scheme, and the reported opposing effects 

might result from the use of different cancer types/cell lines or the different timescales of 

stimulation with nucleotides. As such, the effect of extracellular nucleotides on cancer cell 

proliferation or apoptosis would depend on their concentration and their half-life in the 

extracellular medium, and the isotype of receptors activated. In breast cancer as in other 

cancer types, P2X7 receptors have drawn a lot of attention. P2X7 receptor expression was 

found to be substantially up-regulated in several tumours compared to normal tissues [8,34-

40] and was even proposed to constitute an early biomarker for cancer [40,41]. Contrarily to 

the initial hypothesis assuming that P2X7 activity could be deleterious for cancer cells, it was 

found that it is responsible for anti-apoptotic effects [39], or for sustaining both cancer cell 

[8,42] and tumour growth in vivo [43]. In the highly invasive human cancer cells MDA-MB-

435s, P2X7 stimulation enhanced extracellular matrix proteolysis, and small molecules with 

P2X7-inhibiting activity reduce cancer cell invasiveness both in vitro and in vivo [14,15] . A 

“Run or Die hypothesis” was formulated, suggesting that cancer cells could develop an 

increased P2X7-dependent invasiveness to escape tumour areas containing high level of ATP 
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from which they could die, thus leading to the dispersion of cancer cells [11]. The use of P2X7 

receptors antagonists in cancer therapy was debated in a recent review [11]. 

In the present study, we showed that the human breast cancer cells MCF-7 contain 

several transcripts of P2 receptors genes, and that some of them are functional at the plasma 

membrane. Indeed, MCF-7 cells express mRNA for all P2Y receptor isotypes and 

intracellular calcium measurements clearly indicated that UTP-recognizing P2Y2/4 receptors, 

known to be often coupled to Gq/G11 proteins, were functional. This is in accordance with 

previous studies [44-46]. From our experiments, showing no increase of the internal Ca
2+

 

concentration under ADP or UDP stimulation, it is very unlikely that the ADP-preferring 

P2Y1 or the UDP-preferring P2Y6 receptors, known to be mainly coupled to Gq/G11 proteins 

[3], are functional in MCF-7 cells. However, we can not exclude the functionality of ADP-

preferring P2Y12 and P2Y13, and ATP-preferring P2Y11, which are known to mainly regulate 

intracellular cAMP levels through the activation of Gi/o or Gs proteins [3]. The activity of the 

UDP-sugar-dependent P2Y14 receptors was not assessed as we were analysing ATP-

stimulated pathways. MCF-7 cells also expressed a high level of mRNA for P2X4 receptors, 

but weakly expressed P2X2, P2X5, P2X6 and P2X7 receptors. Electrophysiological recordings 

showed the presence of a small, non desensitizing P2X-like current under 20-s-long 

applications of 30 µM extracellular ATP that could be due to the functionality of either one or 

multiple receptors among P2X2, P2X4, P2X5. We can exclude the functionality of P2X7 

receptors in MCF-7 because, although P2RX7 transcripts were detected, the current did not 

facilitate and was not increased by millimolar concentrations of ATP, as can be observed in 

P2X7 receptors-expressing cells [4,47].  

In this study, we found that both extracellular ATP (up to 3 mM) and UTP (up to 300 

µM) had very weak or no deleterious effect on MCF-7 cells viability and proliferation (Fig. 1 

and Suppl. Fig 1A). ATP was originally shown to increase intracellular levels of Ca
2+

 and to 

reduce MCF-7 cells proliferation [48], and it was proposed that this could be due to P2X7 

stimulation [10]. However, P2X7 receptors are very weakly expressed in MCF-7 cells and 

seem to be non functional. The stimulation of P2Y2 and P2Y4 receptors was proposed to 

stimulate MCF-7 proliferation [44,49,50]. A recent study, on the contrary, reports that UTP 

reduces the estrogen-dependent breast cancer cell proliferation through the activation of P2Y2 

receptors [46]. This contradiction might come from differences in the culture conditions, and 

most probably to different levels of estrogens into the sera of culture medium. P2 receptors 

could also regulate other aspects of cancer cells behaviour such as cell migration. Indeed, 

while cancer cell proliferation is an important aspect that could modulate tumour growth, cell 
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migration is a key parameter regulating the invasive capacities of cancer cells and eventually 

the development of metastases. This is highly relevant as the mortality associated to breast 

cancer is mainly related to the appearance of metastases. This study shows that both 

extracellular ATP, which is known to be elevated in the microenvironment of tumours [7], 

and extracellular UTP, strongly increased cancer cell migration. This ATP/UTP-induced 

cancer cell migration is due to the stimulation of P2Y2 receptors and the downstream 

activation of the ERK1/2 pathway (Figure 6). Interestingly, unidentified P2Y receptors were 

shown to promote prostate cancer cells invasion [51], and P2Y2 receptors were found to be 

responsible for the UTP-induced NG108-15 cells migration [52].  

Inflammatory cells, such as neutrophils, are recruited and can migrate towards the injury site, 

attracted by the concentration gradient of extracellular nucleotides [20]. Indeed ATP was 

demonstrated to induce neutrophils chemotaxis and migration through the activation of P2Y2 

receptors [53]. The stimulation of the P2Y2 receptor with ATP in epithelial cells was also 

demonstrated to increase cell migration, through the participation of Src and ERK-dependent 

signalling pathway [54]. This response to ATP could be involved in normal tissue repair after 

injury. Indeed, the activation of P2Y2 receptors by extracellular ATP or UTP might constitute 

a physiological signalling pathway in response to tissue injury, promoting both immune cell 

migration for host defence, and wound healing. This ability could be diverted by cancer cell 

which would benefit of this pathway to initiate the primary migratory phase associated with 

the development of metastases. Very recently, another publication supported the importance 

of P2Y2 receptors in cancer biology and more precisely in metastases. In this study, authors 

showed that the ATP released by circulating cancer cell-associated platelets stimulates P2Y2 

receptors on endothelial cells to facilitate the extravasation of cancer cells at metastatic sites 

[55].  

In conclusion, this study confirmed the importance of the purinergic signalling in 

carcinogenesis. It identified the P2Y2 receptor as an important regulator of cancer cell 

migration, critical for cancer cell spreading in tissues and therefore to the development of 

metastases. P2Y2 receptors could represent new potential targets for anti-cancer or anti-

metastatic therapy. 
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Figure legends 

Figure 1: Effect of extracellular ATP on MCF-7 cancer cells viability and growth.  

A, Effect of increasing concentrations of extracellular ATP, from 3 to 300 µM, on MCF-7 

cells viability (assessed 24h after incubation) (N=3 independent experiments). B, Effect of 

increasing concentrations of extracellular ATP, from 1 µM to 3 mM, on MCF-7 cells growth. 

Culture media were changed every day and cell growth was assessed after 5 days of culture 

(N=3 independent experiments). *, Statistically different from control condition (vehicle) at 

P<0.05. 

Figure 2: Purinergic stimulation potentiates MCF-7 cancer cell migration. 

A, Effect of increasing concentrations of extracellular ATP, from 3 to 30 µM compared to a 

control condition (CTL, vehicle), on MCF-7 cells migration (N=4 independent experiments). 

*** indicates a statistical difference from control condition at P<0.001. B, The ATP (30 µM)-

induced increase in MCF-7 cells migration was measured in presence or not of the P2 receptor 

antagonists suramin (100 µM) or PPADS (100 µM) (N=3 independent experiments). * and 

*** indicate statistical differences from control condition (vehicle, no ATP, no antagonist) at 

P<0.05 and P<0.001, respectively. 
++

 and 
+++

 indicate statistical differences from the ATP 

condition at P<0.01 and P<0.001, respectively. C, Basal and ATP-stimulated cell migration 

were measured in presence or not of the ectonucleotidase apyrase (4 U) (N=3 independent 

experiments). * and *** indicate statistical differences from control condition (vehicle, no 

ATP no antagonist) at P<0.05 and P<0.001, respectively. 
+++

 indicates a statistical differences 

from the ATP condition at P<0.001. D, Analyses of MCF-7 cells circularity after 24h 

incubation with 30 µM ATP (ATP, N= 43 cells) or with vehicle (CTL, N= 51 cells). ** 

indicates a statistical difference from control condition at P<0.01. E, Representative pictures 

showing F-actin labelling (Phalloidin-AlexaFluor594, red staining) and nucleus staining 

(DAPI, Blue staining) in MCF-7 cells after 24h incubation with ATP (30 µM) or with vehicle 

(control). 

Figure 3: Expression and functionality of P2 receptors in MCF-7 breast cancer cells. 

A, RT-PCR (40 cycles)-amplified fragments for P2Y receptors and P2X receptors are shown 

after agarose gel electrophoresis. B, P2X receptors functionality was assessed by performing 

whole-cell patch clamp in MCF-7 cancer cells. Membrane potential was held to -60 mV and 

whole-cell currents were recorded in response to two 20-s long ATP (30 µM) stimulations 

separated by a 2 min interval. C, Variations of intracellular calcium levels as measured in 

MCF-7 cells by using Fluo-4 fluorescence. Cells were placed in a physiological saline 

extracellular solution (PSS) containing Ca
2+

 (2 mM). ATP (30 µM) and ionomycin (10 µM) 
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were added at times indicated by arrows. D-H, intracellular Ca
2+

 was assessed by Fluo-4 

fluorescence in MCF-7 cells placed in a Ca
2+

-free (0-Ca
2+

) extracellular solution in response 

to: (D) 30 µM ATP alone, or (E) after a 2-min long pre-incubation with PLC inhibitor 

U73122 (10 µM), (F) 10 µM UTP, (G) 10 µM ADP, (H) 10 µM UDP. I, Histograms 

indicating the variation of Fluo-4 fluorescence (F, expressed in arbitrary units A.U.) in 

MCF-7 cells stimulated with different nucleotides: ATP (30 µM), UTP (10 µM), ADP (10 

µM), UDP (10 µM) and 2-ThioUDP (10 µM), in presence (2-Ca
2+

) or absence (0-Ca
2+

) of 

Ca
2+

 in the extracellular saline solution. 

Figure 4: Characterization of purinergic receptors involved in the ATP-induced MCF-7 

cell migration. 

A, Migration of MCF-7 cells, relative to the control condition (CTL, vehicle), upon 

extracellular stimulation with ATP (30 µM), UTP (10 µM), 2-ThioUTP (10 µM), ADP (10 

µM) or UDP (10 µM). ** and *** indicate statistical differences from the control condition 

(CTL, no agonist) at P<0.01 and P<0.001, respectively. There is no statistical difference (NS) 

between ATP, UTP and 2-ThioUTP conditions. B, Migration of MCF-7 cells, relative to the 

control condition (no agonist, vehicle), upon extracellular stimulation with the MRS4062 

agonist (selectivity P2Y4>>P2Y2/6) at 1 and 10 µM. *** indicates a statistical difference from 

the control condition (no treatment) at P<0.001. C, Migration of MCF-7 cells, relative to the 

control condition (CTL), upon extracellular stimulation with 30 µM ATP, in presence or not 

of the P2Y6 antagonist MRS2578 (10 µM). *** and ** indicates a statistical differences from 

the control condition (CTL) at P<0.001 and P<0.01, respectively. There is no statistical 

difference (NS) between ATP and ATP + MRS2578 conditions. 
+
 indicates a statistical 

difference between MRS2578 and MRS2578 + ATP conditions at P<0.05. D, Migration of 

MCF-7 cells, relative to the control condition (CTL), upon extracellular stimulation with 30 

µM ATP, in presence or not of the P2Y11 antagonist NF340 (10 µM). ** indicates a statistical 

difference from the control condition (CTL) at P<0.01. There is no statistical difference (NS) 

between ATP and ATP + NF340 conditions. 
++

 indicates a statistical difference between 

NF340 and NF340 + ATP conditions at P<0.01. 

Figure 5: Involvement of P2Y2 receptors and the ERK signalling pathway in the ATP-

induced MCF-7 cell migration 

A, Relative migration of MCF-7 cells transfected with small interfering RNA (siRNA) 

directed against P2RY2 (siP2Y2) gene expression or scramble siRNA-A not targeting any 

known gene as a control (siCTL) upon extracellular stimulation with 10 µM UTP or 10 µM 

MRS4062. B, Migration of MCF-7 cells, relative to the control condition (CTL), upon 
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extracellular stimulation with 10 µM UTP or 10 µM MRS4062, in presence or not of the 

MEK inhibitor PD98059 (10 µM). ** and *** indicate statistical differences from the control 

condition (no agonist) at P<0.01 and P<0.001, respectively. 
++

 indicates a statistical difference 

between UTP and UTP + PD98059 conditions at P<0.01. 
##

 indicates a statistical difference 

between MRS4062 and MRS4062 + PD98059 conditions at P<0.01. C, Western blot 

experiments showing the activation (phosphorylation on Thr202/Tyr204) of ERK1/2 upon 

UTP stimulation (10 µM) in presence or not of the MEK inhibitor PD98059 (10 µM) as a 

function of time (0, 10 and 30 min). HSC-70 was used as a loading control. D, Histograms 

showing the relative level of activation of ERK1/2 (pERK / ERK) in same conditions as in C 

(N= 3 independent experiments). ** indicates a statistical difference from the control 

condition (no UTP) at P<0.01. 
+
 indicates a statistical difference between UTP (10 min) and 

UTP + PD98059 (10 min) conditions at P<0.05. E, Western blot experiments showing the 

activation (phosphorylation on Thr202/Tyr204) of ERK1/2 upon MRS4062 stimulation (10 

µM) in presence or not of the MEK inhibitor PD98059 (10 µM) as a function of time (0, 10 

and 30 min). HSC-70 was used as a loading control. F, Histograms showing the relative level 

of activation of ERK1/2 (pERK / ERK) in same conditions as in E (N= 3 independent 

experiments). ** indicates a statistical difference from the control condition (no MRS4062) at 

P<0.01. 
+
 indicates a statistical difference between MRS4062 (10 min) and MRS4062 + 

PD98059 (10 min) conditions at P<0.05. 
##

 indicates a statistical difference between 

MRS4062 (30 min) and MRS4062 + PD98059 (30 min) conditions at P<0.01. 

Figure 6: Proposed scheme illustrating the involvement of P2Y2 receptors and the 

MEK/ERK1/2 signalling pathway in the ATP/UTP-induced MCF-7 cell migration. 

Extracellular ATP or UTP coming from the tumour microenvironment or from the cancer cell 

could stimulate plasma membrane P2Y2 receptors that are coupled to Gq/11–protein thus 

activating phospholipase C (PLC). PLC in turn hydrolyzes Phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) into diacyl glycerol (DAG) and inositol-1,4,5-triphosphate 

(Ins(1,4,5)P3). Ins(1,4,5)P3 acts as a second messenger that activates the release of Ca
2+

 from 

endoplasmic reticulum (ER) stores. This signalling pathway would activate the MEK / 

ERK1/2 pathway to increase MCF-7 cancer cell migration. 
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Supplementary Figure legends 

 

Supplementary Figure 1:  

A, Effect of increasing concentrations of extracellular UTP, from 0.1 to 300 µM, on MCF-7 

cells viability, assessed after 24 hours of culture (N=3 independent experiments).  

B, Effect of 3 mM extracellular ATP on MCF-7 cells migration, relative to a control (CTL) 

condition without ATP, in presence or not of the P2X7 receptor antagonist A438079 (10 µM) 

(N=3 independent experiments). 

C, Relative migration of MCF-7 cancer cells upon extracellular stimulation with the agonist 

MRS4062 (10 µM). Cells were transfected with small interfering RNA (siRNA) directed 

against P2RY4 gene expression (siP2Y4) or scramble sequence not targeting any known gene 

as a control (siCTL). Results are relative to the control condition (no agonist treatment) of the 

siCTL transfection. *** indicates a statistical difference from the control condition (CTL) of 

the siCTL transfection at P<0.001. 
+++

 indicates a statistical difference between CTL and 

MRS4062 conditions of the siP2Y4 transfection at P<0.001 (N=3 independent experiments). 
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Bilel JELASSI 

IMPLICATION DES RÉCEPTEURS 

P2X7 DANS L’INVASIVITÉ DES 

CELLULES CANCÉREUSES 

HUMAINES 

 

 

Résumé  

Le récepteur-canal P2X7 est fortement exprimé et est fonctionnel dans la lignée de cellules cancéreuses 

mammaires humaines hautement invasives MDA-MB-435s. L’activation de P2X7 par l’ATP extracellulaire est 

responsable de l'émission des prolongements cellulaires et l'augmentation de la migration cellulaire. En outre, 

l’activation de P2X7 augmente l’invasion cellulaire à travers la matrice extracellulaire et fait intervenir la 

libération de forme mature de cathepsines à cystéine dans le milieu extracellulaire. L’inhibition 

pharmacologique de P2X7 diminue l’invasivité des cellules cancéreuses dans un modèle de micrométastases 

chez le poisson zèbre. Nous avons également montré que l’émodine (1,3,8-trihydroxy-6-méthylanthraquinone) 

une anthraquinone isolée de Rheum officinale Baill (Rhubarbe chinoise) inhibe l’invasivité des cellules 

cancéreuses humaines via l’antagonisme de P2X7 et n’as pas d’effet sur les autres récepteurs P2X. Nos 

résultats démontrent un nouveau mécanisme entre la fonctionnalité de P2X7 dans les cellules cancéreuses et 

l’invasivité cellulaire, un paramètre clé dans la croissance tumorale et le développement des métastases. Ceci 

suggère également un rôle thérapeutique potentiel pour les antagonistes des P2X7. 

Mots-clés: Récepteur P2X7, migration cellulaire, invasivité cellulaire, cathepsines à cystéine, émodine 

 

Abstract 

P2X7 receptor channel is highly expressed and fully functional in the highly invasive human breast cancer cell 

line MDA-MB-435s. Its activation by extracellular ATP is responsible for the extension of neurite-like cellular 

prolongations, and the increase in cell migration. Furthermore, P2X7 activation enhanced invasion through the 

extracellular matrix and was related to the increase of mature forms of cysteine cathepsins in the extracellular 

medium. Pharmacological targeting of P2X7 decreases cancer cell invasiveness in a zebrafish model of 

micrometastases. We also showed that emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone) an anthraquinone 

derivative originally isolated from Rheum officinale Baill (Chinese Rhubarb) inhibits human cancer cell 

invasiveness by specifically antagonizing the P2X7 and not the other members of the P2X family. Our results 

demonstrate a novel mechanistic link between P2X7 functionality in cancer cells and invasiveness, a key 

parameter in tumour growth and in the development of metastases. These results also suggest a potential 

therapeutic role for the newly developed P2X7 antagonists. 

Keywords: P2X7 receptors, migration, cancer cell invasion, cystein cathepsins, emodin 


