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Résumé 
Les nucleotides sont des molécules organiques essentielles à la vie qui participent à 

diverses fonctions des organismes vivants comprenant le stockage de l'information 

génétique (ADN), sa transcription (ARNm), sa traduction (ARNr, ARNt) en protéine et la 

régulation de cette traduction (miARN) ainsi qu'au contrôle de l'activité de certaines 

protéines comme les protéines kinases (ATP) et au stockage de l'énergie chimique (ATP, 

GTP). Les nucleotides peuvent aussi être relâchés dans le milieu extracellulaire et servir de 

signaux autocrines et paracrines en activant des récepteurs P2 spécifiques. Leur 

concentration est contrôlée par des ecto-nucléotidases qui hydrolysent les nucleotides en 

nucleosides. Ces enzymes peuvent ainsi influencer l'activation des récepteurs P2. 

Dans cette thèse, j'introduirai d'abord de façon globale la signalisation par les nucleotides, 

les nucleosides et les molécules qui contiennent des nucleotides (c'est-à-dire NAD, FAD, 

NpnN) et décris ensuite de façon plus spécifique l'importance de cette signalisation dans le 

processus inflammatoire. Par la suite,, je présenterai le travail que j'ai entrepris afin de 

mieux comprendre le rôle joué par les ecto-nucléotidases en approfondissant la 

caractérisation biochimique des nucleosides triphosphates diphosphohydrolases 

(NTPDases) et en analysant le rôle de l'une d'entre elles, la NTPDasel, dans le 

macrophage murin. Ensuite, je présenterai la caractérisation d'une nouvelle ecto-

nucléotidase, la NTPDase8 (chapitre 2), et la comparaison des propriétés biochimiques des 

quatre NTPDases humaines et murines présentes au niveau de la membrane plasmique soit 

les NTPDasel, 2, 3 et 8 (Chapitre 3). Ces enzymes peuvent contrôler la concentration des 

différents agonistes des récepteurs P2 de façon fine et distincte. Au chapitre 4, je 

présenterai la caractérisation de l'ARL 67156, un inhibiteur potentiel de la NTPDasel. 

Parmi les différentes ecto-nucléotidases hydrolysant l'ATP extracellulaire, cette molécule 

inhibe de façon compétitive les NTPDasel et NTPDase3 ainsi que la nucleotide pyrophos

phatase/phosphodiesterase-1 (NPP1). Finalement, je montrerai que la NTPDasel est la 

principale ecto-nucléotidase des macrophages murins où elle contrôle l'activation du 

récepteur P2X7 et les fonctions qui lui sont associées telles que la mort induite par l'ATP, 

l'ouverture d'un pore et la relâche d'IL-ip et d'IL-18, deux cytokines précoces de 

l'inflammation. 
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Abstract 
Life without nucleotides is impossible to imagine as these molecules play essential roles in 

living cells including the storage (DNA) and transmission (mRNA) of the genetic 

information and its translation into protein (rRNA, tRNA). Nucleotides also participate in 

the modulation of protein translation (miRNA), the control of protein activity (ATP, protein 

kinases) and serve as a source of chemical energy (ATP, GTP). In addition, nucleotides 

can be released in the extracellular compartment where they can act as autocrine and 

paracrine signals by activating specific P2 receptors. Ecto-nucleotidases can hydrolyze 

nucleotides into nucleosides and thereby participate in the control of nucleotide signaling. 

This work introduces the complexity of extracellular nucleotides signaling, and molecules 

containing a nucleotide moiety (i.e. NAD, FAD, NpnN), with a specific focus on this 

signaling in inflammation. Then it. presents the work I undertook to characterize the 

biochemical properties of NTPDases and to understand the role played by one such ecto-

nucleotidases, NTPDasel, in murine peritoneal macrophages. In chapter 2, I present the 

cloning and characterization of a novel ecto-nucleotidase that we named nucleoside 

triphosphate diphosphohydrolase-8 (NTPDase8). In chapter 3, I show the comparison of 

biochemical properties of the four plasma membrane bound NTPDases including this new 

enzyme (NTPDasel, 2, 3 and 8). We found that these enzymes allowed a distinct control 

of nucleotide concentration and suggested that it provide a sophisticated regulation of P2 

and adenosine receptors signaling. In chapter 4, I characterized the specificity of 

ARL 67156, a commercial inhibitor of ecto-ATPase. Among all the different ecto-

nucleotidase hydrolyzing extracellular ATP, ARL 67156 proved to be a competitive 

inhibitor of NTPDasel, NTPDase3 and nucleoside pyrophosphatases/phosphodiesterase-1 

(NPP1). Finally, I show in chapter 5 that NTPDasel is the major ecto-nucleotidase present 

on murine macrophages where it can govern P2X7 receptor activation and thereby control 

ATP-induced death, pore formation and IL-ip and IL-18 release, two important cytokines 

released early in inflammation. 
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Avant-Propos 
Cette thèse de doctorat décrit mes travaux présentés sous forme de quatre articles évalués 

ou acceptés dans des journaux scientifiques avec évaluation par des paires. Dans un 

premier temps, j 'ai travaillé sur la caractérisation d'une nouvelle NTPDase qui venait d'être 

identifiée et clonée dans notre laboratoire par M. François Bigonnesse, soit la NTPDase8 

(Chapitre 2, publié dans « Biochemistry ») et la comparaison des propriétés biochimiques 

de quatre NTPDases humaines et murines présentes au niveau de la membrane plasmique 

soient les NTPDasel, 2, 3 et 8 (Chapitre 3, publié dans « Purinergic Signalling »). Dans un 

deuxième temps, je présente la caractérisation de l'ARL 67156, un inhibiteur potentiel de la 

NTPDasel (Chapitre 4, publié dans « British Journal of Pharmacology »). Finalement, j 'ai 

entrepris l'étude du rôle de la NTPDasel présente à la surface des macrophages (Chapitre 

5, accepté dans « European Journal of Immunology »). En parallèle à ces travaux, j 'ai 

participé à plusieurs autres travaux comme co-auteur, la liste est fournie à l'annexe 1. Les 

détails de ma contribution à chacun des chapitres sont décrits ci-dessous. 

Chapitre 2 : Clonage et caractérisation de la Nucleoside Triphosphate 

Diphosphohydrolase-8 de souris. 

En tant que co-auteur principal, ma contribution à ce travail publié en 2004 dans la revue 

«Biochemistry» [1] a consisté à la rédaction (-45%) et la conception des procédures 

expérimentales ainsi qu'à la caractérisation biochimique de la NTPDase8 de souris 

(Figure 12, Table 9). La participation de l'autre co-auteur principal, M. François 

Bigonnesse, a consisté au clonage, aux analyses d'expression (Figures 8-10) et à l'écriture 

(-45%). Le Dr Filip Kukulski a effectué les profils d'hydrolyse et l'étude de cinétique 

enzymatique (Figure 13 et Table 10), Dre Joanna Lçcka a procédé à l'analyse génomique 

(Figure 11), le Dre Maria J.G. Fernandes a conseillé M. François Bigonnesse pour le 

clonage de la NTPDase8. Les résultats préliminaires ayant mené à ce travail ont été 

obtenus par Dr Jean Sévigny sous la supervision du Dr Simon C. Robson. Dr Jean Sévigny 

a aussi écrit l'introduction de l'article, supervisé et dirigé le travail ayant mené à cette 

publication. 



Chapitre 3 : Étude comparative de l'hydrolyse des agonistes des récepteurs P2 par les 
Nucleosides Triphosphates Diphosphohydrolases 1, 2,3 et 8. 

En tant que deuxième co-auteur, ma contribution à ce travail publié dans la revue 

« Purinergic Signalling » en 2005 fut essentiellement au niveau de la conception et de 

l'expérimentation. J'ai co-conceptualisé l'étude avec l'auteur principale, Dr Filip 

Kukulski, participé à l'étude des propriétés biochimiques des NTPDases testées dans cet 

article (Figure 14 et 15, Table 11), procédé à la revue de littérature ayant mené à la 

Table 13 et participé à la rédaction de l'article (-20%). L'auteur principal, a écrit 

l'essentiel de l'article (-80%), procédé aux profils d'hydrolyse et à la cinétique 

enzymatique (Figure 16 et Table 12). Mme Élise G. Lavoie a aidé à la préparation des 

extraits protéiques, et a clone les NTPDase2 et 3 de souris. Dre Joanna Lçcka a clone la 

NTPDase8 de rat, M. François Bigonnesse a clone la NTPDase8 de souris, le Dre Aileen F. 

Knowles a fourni le plasmide encodant la NTPDase2 humaine, le Dr Simon C. Robson les 

plasmides pour les NTPDasel s de souris et humaine, le Dr Terence L. Kirley le plasmide 

pour la NTPDase3 humaine. Le Dr Jean Sévigny a supervisé et dirigé le travail. 

Chapitre 4 : Spécificité d'inhibition de l'ARL 67156 pour les ecto-nucléotidases 
murines et humaines. 

Ce travail a été publié dans « British Journal of Pharmacology » en 2007. En tant que 

premier auteur, ma contribution à ce travail fut la quasi-totalité du travail technique et de 

rédaction. Mme Élise G. Lavoie a aidé à la préparation des extraits de protéines 

recombinantes et les essais d'inhibition sur cellules intactes (Figure 20), elle a clone et 

préparé les plasmides codant pour les NTPDases 2 et 3 de souris utilisé dans ce travail. M. 

François Bigonnesse a participé aux essais préliminaires et à certaines expériences [ARL] 

100: [ATP] 500 présentées dans la Figure 17. Dre Joanna Lçcka a clone et préparé les 

plasmides codant pour la NTPDase8 et l'ecto-5'-nucleotidase humaines utilisé dans ce 

travail et aussi les conditions et conseils qui ont servi au test d'activité de l'ecto-5'-

nucléotidase. Le Dr Jean Sévigny a supervisé le travail. 
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Chapitre 5 : La NTPDasel régule les fonctions associées au récepteur P2X7 des 
macrophages murins. 

Ce travail est présentement en révision dans la revue « European Journal of Immunology ». 

Ma contribution à ce travail fut la quasi-totalité du travail technique et de rédaction. Dr 

Filip Kukulski a effectué l'expérience de poches d'air (Figure 25F) et m'a guidé lors de la 

rédaction. Le Dr Simon C. Robson a fourni les souris déficientes en NTPDasel et a 

apporté des conseils lors de la rédaction de l'article. Le Dr Jean Sévigny a supervisé le 

travail. 
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Liste des abréviations: 
ABC 
ACR 
ACPL2 
ADA 
ADN 
ADNc 
ADP 
AK 
AP 
ALP 
AMP 
AMPc 
ARL 67156 

ARNm 
ARNr 
ARNt 
ARNdb 
ARNsb 
Ap3A 
ApnA 
ApnG 
ApnU 
ART 
ASC 

ATP 
ap-meADP 
py-meATP 
BMMO 

Bp 
BSA 
BzATP 
°C 
cADPR 
CAN 

CARD 
CDP 
CFTR 

CHX 

cassette de liaison à l'ATP ("ATP Binding Cassette") 
région conservées de l'apyrase ("Apyrase Conserved Regions") 
phosphatase acide-like 2 
adenosine désaminase 
acide désoxyribonucléique 
acide désoxyribonucléique complémentaire 
adenosine diphosphate 
adenylate kinase 
phosphatases acides 
phosphatases alcalines 
adenosine monophosphate 
adenosine 3', 5'-monophosphate cyclique 
(ou FPL 67156) ô-A^N-Diéthyl-D-P-y-dibromométhylène adenosine 
triphosphate 
acide ribonucléique messager 
acide ribonucléique ribosomal 
acide ribonucléique de transfert 
acide ribonucléique double brin 
acide ribonucléique simple brin 
diadénosine 5',5'"-Pl,P3-triphosphate 
diadénosine polyphosphate (où n = nombre de phosphates) 
adenosine 5'-guanosine polyphosphate 
adenosine 5'-uridine polyphosphate 
mono(ADP-ribosyl)transférase 
protéines speck-like associé à l'apoptose contenant des domaines de 
recrutement des caspases ("Apoptosis-associated Speck-like Protein 
containing a Çaspase Recruitment Domain") 
adenosine triphosphate 
aP-méthylène adenosine diphosphate 
Py-méthylène adenosine triphosphate 
macrophages dérivés de la moelle osseuse ("Bone Marrow-derived 
Macrophages") 
pair de bases ("Base pairs") 
albumine sérique bovine 
2', 3'-0-(4-benzoylbenzoyle) adenosine triphosphate 
degré Celcius 
adenosine diphosphate ribose cyclique 
nucleotidase activée par le calcium ("Calcium Activated 
Nucleotidase") 
domaine de recrutement des caspases ("Çaspase recruitment domains") 
cytidine diphosphate 
régulateur de conductance transmembranaire de la fibrose kystic 
("Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator") 
cycloheximide 
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CMP cytidine monophosphates 
CNT transporteur concentrant des nucleosides ("Çoncentrative Nucleoside 

Transporter") 
CTL témoin ("Control") 
CTP cytidine triphosphate 
CysLTi récepteur aux cystéinyl-leucotriènes-1 
CysLT2 récepteur aux cystéinyl-leucotriènes-2 
cm centi (10"2) mètre 
cM centi ( 10"2) Morgan 
CpG motif qui correspond à ("Çytosine-phosphate-Guanine") 
Da Dalton 
dATP désoxyriboadénosine triphosphate 
DC cellules dendritiques ("Dendritic Cells") 
DMSO diméthyle sulfoxide 
DMEM milieu minimal Eagle modifié par Dulbecco/Vogt ("Dulbecco/Vogt 

Modified Eagle's Minimal essential medium") 
dNTP désoxynucléoside triphosphate 
EDCF facteur contractile dérivé de f endothelium 
EDHF facteur hyperpolarisant dérivé de 1'endothelium 
EDTA acide ethylene diamine tetra acétique 
EGTA acide ethylene glycol tetra acétique 
ELISA dosage immunoenzymatique sur support ("Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay") 
ENT transporteur équlibrant des nucleosides ("Equilibrative Nucleoside 

Transporter") 
ePDE ecto-phosphodiestérase 
ERK kinases regale par des signaux extracellulaires ("Extracellular signal-

Regulated Kinases") 
EST « expressed sequence tag » 
FAD/FADH2 flavine adenine dinucléotide 
FBS sérum bovin fœtale ("Fetal Bovine Serum") 
FdU 5-fluoro-déoxy-2'-uridine 
FITC isothiocyanate de fluorescéine 
FSH hormone stimulant les follicules ("Follicule-Stimulating Hormone") 
GAPDH glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase 
GDP guanosine diphosphate 
GMP guanosine monophosphates 
GPCR récepteur couplé à une protéine G 
GPI glycosylphosphatidylinositol 
GpnA guanosine 5'-adenosine polyphosphate 
GpnG diguanosine polyphosphate 
GPC glycéro-phosphatidylcholine 
GPR récepteurs couplé à une protéine G orphelin (GPCR related protein) 
GTP guanosine triphosphate 
HPLC chromatographic liquide à haute performance ("High-Performance 

Liquid Chromatography") 
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HSP 
HUVEC 

kDa 
K, 

Km 

ICAM 

ICE 
IgG 
IgM 
IL-
IMP 
IFN 
i.p. 
Ip5I 
IPAF 
KC 
KN-62 

L 
LDH 
LPC 
LPS 
LTC4 
LTD4 
LTE4 
M 
MAPK 
MCP-1 

MDP 
MES 
miARN 
mL 
uL 
mm 
mM 
pm 
pM 
min 
MIP-2 

protéine de résistance au choc thermique ("Heat Shock Protein") 
cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale ("Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells") 
kilo(103)Dalton 
constante d'inhibition 
constant de Michaelis-Menten 
constant de Michaelis-Menten apparent 
molécule d'adhésion intercellulaire ("Intercellular Adhesion 
Molecule") 
enzyme de conversion de l'interleukine-1 
immunoglobuline G 
immunoglobuline M 
interleukine (ex. : IL-la, IL-ip, IL-8, etc.) 
inosine monophosphate 
interferon 
intra péritonéale 
diinosine 5' pentaphosphate 
facteur activateur de l'enzyme de conversion de l'interleukine-1 ("Ice 
Protease-Activating Factor") 
chimiokine dérivé des kératinocytes (CXCL1) 
l-[N,0-bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-méthyl-L-tyrosyl]-4-
phénylpiperazine 
litre 
lactate déshydrogénase (EC 1.1.1.27) 
lyso-phosphatidylcholine 
lipopolysaccharide 
leucotriène C4 
leucotriène D4 
leucotriène E4 
molaire 
« Mitogen-activated Protein Kinase » 
protéine chimio-attractante monocytique-1 ("Monocyte Çhemotractant 
Protein-1") 
dipeptide muramyle 
acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique 
micro acides ribonucléiques, ou petit ARN interférant 
milli (10"3) litre 
micro (10"6) litre 
milli (10"3) mètre 
milli (10"3) molaire 
micro (10"6) mètre 
micro (10"6) molaire 
minutes 
protéine inflammatoire des macrophages-2 ("Macrophage 
Inflammatory Protein-2") 



MRP 

ms 
NAD/NADH 
NADP/NADPH 
NBTI 
NCBI 

NDP 
NDPK 
NO 
NOD 
ng 
NK 
NKT 
NLR 

nm 
NPnN 
NPP 
NTP 
NTPDase 
oATP 
PAGE 

PamsCSFU 
PAMP 

Panx-1 
PAP (TM-PAP) 
PCR 
PE 
PFA 
Pg 
PGI2 

P, 
plC50 
PMA 
PMSF 
PP, 
pH 
PLC 
pnp 
pnp-TMP 
qPCR 

protéines de multi-résistances aux drogues ("Multidrug Resistance 
Proteins") 
milli-seconde 
nicotinamide adenine dinucléotide 
nicotinamide adenine dinucléotide phosphate 
nitrobenzylthioinosine 
centre national américain d'informations biotechnologiques ("National 
Center for Biotechnology Information") 
nucleoside diphospate 
nucleoside diphosphokinase 
monoxide d'azote ("nitric oxide") 
protéine avec un domaine de liaison aux nucleotides 
nano (10"9) gramme 
cellules « natural killer » 
cellules « natural killer » T 
protéine contenant un domaine de liaison aux nucleotides et une région 
de leucines répétées (ou récepteur « NOD-like ») 
nano (10"9) mètre 
dinucléotide polyphosphate (où n = nombre de phosphates) 
nucleotides pyrophosphatase/phosphodiesterase 
nucleoside triphosphate 
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 
ATP oxide ("oxidized ATP") 
électrophorèse en gel de polyacrylamide ("Polyacrilamide Gel 
Electrophoresis") 
lipopeptide synthétique tripalmitoylé (cystéine-sérine-tretralysine) 
motif moléculaire associé aux agents pathogènes ("Pathogen-
Associated Molecular Pattern") 
pannexine-1 
phosphatase acide prostatique (transmembranaire) 
réaction de polymérisation en chaine ("polymerase chain reaction") 
R-phycoérythrine 
tampon PBS IX, 1% FBS, 0.1% azidure de sodium 
pico (10"12) gramme 
prostacycline (ou prostaglandine I2) 
phosphate inorganique (P04) 
potentiel concentration inhibitrice 50 
phorbol-12-myristate-l 3-acétate 
fluorure de phénylméthylsulphonyle 
pyrophosphate inorganique ((PÛ3P04)) 
potentiel hydrogène 
phospholipase C 
para-nitrophénol 
para-nitrophényle thymidine 5'-monophosphate 
réaction de polymérisation en chaîne quantitatif 
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RANTES 

Ras 

RB2 
ROS 
RT 
s.c. 
SPC 
SSC buffer 

TBA 
TDP 
TLR 
TNFa 
Tris 
TTP 
U 
UDP 
UDP-Glc 
UDP-Glu 
UMP 
Up4A 
Up4dC 

UpnA 
UTP 
UV 
VCAM 

* max 
XMP 
YVAD 
zVAD 

chimiokine CCL5 ("Regulated upon Activation, Normal T-cell 
Expressed, and Secreted") 
protéine impliquée dans la prolifération cellulaire découverte dans les 
sarcomes de rat ("Rat sarcoma") 
bleu réactif numéro 2 ("Reactive blue-2") 
dérivés réactifs de l'oxygène ("Reactive Oxygen Species") 
transcription inverse ("Reverse Transcription") 
sous cutanée 
phosphatidylcholine saturé 
tampon chlorure de sodium/citrate de sodium ("Sodium chloride-
Sodium Citrate buffer") 
tétrabutyle ammonium 
thymidine diphosphate 
récepteur « Toll-like » 
fateur nécrotique des tumeurs alpha ("Tumor Necrosis Factor alpha") 
tris(hydoxyméthyl)aminométhane 
thymidine triphosphate 
unité 
uridine diphosphate 
uridine diphosphate-galactose 
uridine diphosphate-glucose 
uridine monophosphate 
P(l)-(uridine 5')-P(4)-(adnénosine 5')tétraphosphate 
P( 1 )-(uridine 5')-P(4)-(2'-déoxycytidine 5')tétraphosphate, sel de 
tétrasodium 
uridine 5'-adenosine 5' polyphosphate 
uridine triphosphate 
lumière ultra violette 
molécule d'adhésion des cellules vasculaires ("Vascular Cell Adhesion 
Molecule") 
vélocité maximale 
xanthine monophosphate 
tétrapeptide synthétique (Tyrosine-Valine-Alanine-Asparagine) 
tripeptide synthétique (Benzyloxycarbonyl-Valine-Alanine-
Asparagine) 
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Préambule 
À l'origine il y a eu le « Big Bang », puis l'Univers est né et pendant plusieurs milliards 

d'années, la matière s'est organisée jusqu'à donner naissance à la vie. Certains y voient 

l'œuvre de Dieu, d'autres le fruit du hasard. Néanmoins, depuis l'apparition de notre 

espèce sur la Terre, la conscience qui l'habite l'a poussée à comprendre cet Univers et à 

savoir comment et pourquoi la vie existe. 

De cette quête millénaire, au fur et à mesure du développement de nouveaux outils dont 

l'humanité s'est dotée, tous et chacun essaient d'y ajouter sa contribution. Aujourd'hui, 

après l'explosion des découvertes en biologie du 20e siècle, l'espèce humaine a réussi 

l'identification du patrimoine génétique de plusieurs micro-organismes ainsi que de 

plusieurs espèces animales et végétales. Elle a aussi réussi à contrôler et éradiquer 

certaines bactéries et virus causant des maladies infectieuses. De plus, les connaissances 

acquises ont permis de prolonger la vie et d'en améliorer globalement sa qualité. 

Cependant, la compréhension du fonctionnement, des interactions, de la coopération, de la 

communication entre les cellules et leurs composantes ainsi que la perception de leur 

environnement demeure largement incomplète et fragmentaire. Loin de prétendre répondre 

à toutes les questions, cet ouvrage présente ma petite contribution aux bagages de 

connaissances de l'humanité sur la vie. 

Depuis le début de mes études universitaires, je suis captivé par l'origine de la vie et par les 

principes physiques et chimiques qui permettent aux diverses molécules et macromolécules 

d'interagir et de permettre la vie. Les travaux de Stanley Miller, qui montrant que la 

synthèse de molécules organiques était possible dans les conditions retrouvées sur la Terre 

primitive [1, 2], m'ont fasciné et ont dirigé mon intérêt en science vers la biochimie. La 

découverte de polymères d'acides ribonucléiques (ARN) capable à la fois de contenir de 

l'information génétique et de servir de catalyseur (ribozymes), qui a mené à l'hypothèse du 

« RNA world »' (pour une revue détaillée voir [3, 4]) m'a aussi poussé vers les nucleotides 

1 La théorie du « RNA world » stipule que la vie sur Terre aurait débutée avec les acides 

ribonucléiques comme premières molécules organiques. Ces molécules d'ARN jouaient 



pour mes études de 2e et 3e cycle. L'hypothèse d'une « signalisation purinergique » émise 

par Geoffrey Burnstock au début des années 70, qui fut depuis vérifiée par de nombreux 

travaux [5-14], a ouvert un nouveau champ d'étude sur les nucleotides, soit un rôle de 

signal entre les cellules. Cette signalisation par les nucleotides semble être primitive [15] et 

pourrait aller de paire avec le « RNA world » dans un contexte où le nombre de molécules 

organiques primitives était limité. 

Cet intérêt grandissant pour l'étude des nucleotides s'est traduit d'abord par une maîtrise en 

biologie à l'Université de Sherbrooke où je me suis familiarisé avec la biochimie et le 

développement d'inhibiteurs de la nucleoside triphosphate diphosphohydrolase majeure de 

la rate de bœuf (NTPDasel), une ecto-nucléotidase qui est par définition une enzyme 

membranaire avec un site catalytique extracellulaire capable de déphosphoryler les 

nucleotides. Ensuite, j 'ai consacré mes études doctorales à la caractérisation plus large des 

nucleotidases appelées NTPDases et NPP présentes au niveau de la membrane plasmique et 

des fonctions d'une de ces enzymes, la NTPDasel chez le macrophage. 

alors le rôle de répertoire génétique et de catalyseur des réactions métaboliques des 

organismes vivants primitifs. Ils auraient été remplacés par l'ADN plus stable pour stocker 

l'information génétique et par les protéines plus polyfonctionnelles et efficaces comme 

catalyseurs des réactions métaboliques. 



1 Introduction 
Les acides nucléiques, ou nucleotides, sont parmi les molécules organiques les plus 

étudiées en biologie. Leurs rôles sont importants à différents niveaux de l'organisation du 

vivant, et ils peuvent facilement être considérés comme une pierre angulaire de la vie. En 

effet, l'information génétique est stockée sous forme de longs polymères d'acides 

nucléiques, les acides désoxyribonucléiques (ADN). Cette information est transmise et 

traduite grâce à des acides ribonucléiques (ARNm, ARNr, ARNt) dont certains peuvent 

aussi participer à la régulation de cette traduction de l'information génétique en protéine 

(miARN) [16, 17]. De plus, l'activité de plusieurs protéines et complexes protéiques 

dépend des nucleotides soit comme source d'énergie chimique, soit comme pourvoyeur de 

phosphates par l'intermédiaire de protéines kinases ou soit de cofacteur nécessaire à 

certaines enzymes [18, 19]. Finalement, certains nucleotides, nucleosides ou molécules 

contenant des nucleotides peuvent servir de signal, autocrine et/ou paracrine, pour plusieurs 

types cellulaires lorsqu'ils sont relâchés dans le milieu extracellulaire comme nous le 

verrons dans ce travail. 

1.1 Un bref historique 

Le premier nucleotide, l'adénosine triphosphate (ATP), fut découvert en 1929 par le 

chimiste Karl Lohmann [20]. Au cours de la même année Drury et Szent-Gyorgyi 

démontrèrent qu'un nucleoside, l'adénosine, pouvait avoir des effets hypotenseurs et 

bradycardiques [21, 22]. Ces deux découvertes importantes ont pavé la route aux travaux 

de Vladimir Engelhart qui observa en 1935 que l'ATP est nécessaire à la contraction des 

muscles squelettiques et de Fritz Lipmann qui montra que l'ATP est la source principale de 

stockage de l'énergie chimique de la cellule grâce à ses « liaisons phosphates riches en 

énergie » [18, 23]. D'autres travaux ont apporté des exemples de rôles importants joués par 

les nucleotides, tels que la transmission de signaux de l'environnement cellulaire vers 

l'intérieur grâce aux protéines G qui ont besoin de guanosine triphosphate (GTP), ou 

encore la forme cyclique de l'adénosine monophosphate (AMPc) qui joue un rôle de 

second messager [24]. 



C'est probablement à cause de ces fonctions primordiales à l'intérieur de la cellule que les 

travaux sur les effets physiologiques des nucleotides adényliques à l'extérieur de la cellule 

passèrent pratiquement inaperçus. Effectivement, des effets hypotenseurs et brady-

cardiques ainsi que de l'œdème cardiaque et des changement respiratoires furent décrits 

lors d'injections d'ATP [25]. Bien que ces travaux ne permettent pas d'exclure un effet 

potentiel de l'adénosine résultant de la dégradation de l'ATP, d'autres travaux montrèrent 

une libération d'ATP lors de la stimulation des nerfs sensitifs de l'oreille de lapin [26, 27]. 

Ces travaux et quelques autres menèrent Geoffrey Burnstock, au début des années 1970, à 

émettre l'hypothèse d'une signalisation purinergique où l'ATP jouerait un rôle de 

neurotransmetteur au même titre que 1'acetylcholine et qui pourrait être éliminé de la même 

façon dans la synapse nerveuse par des ecto-enzymes [28]. Malgré le rythme 

impressionnant de publications du Dr. Burnstock et les travaux de plusieurs autres groupes, 

il a fallu attendre le début du clonage des récepteurs capables de répondre aux nucleotides, 

pour que l'ATP, et aussi d'autres nucleotides tels l'ADP, l'UTP et l'UDP, soient considérés 

comme signaux intercellulaires [8]. En parallèle, les travaux portant sur l'adénosine, qui 

suivirent ceux de Drury et Szent-Gyorgyi, ont aussi mené à la découverte de nombreux 

effets physiologiques de ce nucleoside et de quatre récepteurs spécifiques : Ai, A2a, Azb, A3 

[29]. Nonobstant, encore aujourd'hui la plupart des manuels de biologie et de biochimie 

omettent de mentionner la présence de nucleotides/nucleosides dans le milieu 

extracellulaire et la signalisation par ces molécules. 

C'est pourquoi je présenterai d'abord la nomenclature des nucleotides/nucleosides et des 

molécules formées en partie d'un nucleotide. Dans un deuxième temps, j'aborderai 

brièvement chacun des joueurs impliqués dans les différents aspects de la signalisation par 

les nucleotides et les nucleosides extracellulaires afin de mieux cerner cette voie de 

signalisation. Dans un troisième temps, j'illustrerai l'importance de cette voie de 

signalisation en m'attardant sur le rôle des nucleosides/nucleotides dans le processus 

inflammatoire et en portant une attention particulière au macrophage, une cellule impliquée 

dans ce processus. Ensuite, je décrirai mes hypothèses de recherche, les différents objectifs 

que nous nous sommes fixés et les résultats obtenus sous forme d'articles. 



1.2 Un peu de nomenclature 

Tout d'abord, afin de bien comprendre la suite de ce travail voici quelques définitions et 

détails structuraux. Les nucleosides sont constitués d'un sucre cyclisé à cinq carbones 

(ribofuranose ou désoxyribofuranose) et d'une base azotée (purine ou pyrimidine) tel que 

décrit à la Figure 1 et sont produits dans le cytoplasme de la plupart des cellules. Ces 

molécules peuvent être phosphorylées au niveau du sucre dans la mitochondrie lors du 

processus de respiration cellulaire. Alternativement, de un à quatre phosphate(s) 

inorganique(s) (P04
3" ou Pj) peuvent s'ajouter par liaison phosphodiester et former une 

chaîne. Dans ce cas nous parlons de nucleotides (exemple de nucleotide triphosphates à la 

Figure 1A). Le nombre de phosphate compris dans cette chaîne est souvent critique dans la 

détermination du rôle physiologique d'un nucleotide. Par exemple, l'adénosine 

triphosphate (ATP), et non diphosphate (ADP) ou monophosphate (AMP), peut servir à la 

phosphorylation de diverses protéines par des protéines kinases, enzymes qui transfèrent le 

phosphate y de l'ATP sur des acides aminés sérine/thréonine ou tyrosine [19]. La notation 

utilisée pour l'identification des phosphates se fait en partant du sucre soit a, p, y, et plus 

rarement 8 (Figure 1A). Les nucleosides/nucleotides sont divisés en purines (adenine, 

guanine et inosine) et en pyrimidines (cytosine, thymine et uracile) dépendamment de la 

nature de leur base azotée (Figure 1 B). 

Dans la nature, il existe aussi des molécules formées à partir d'un ou deux nucléotide(s). 

En effet, d'autres molécules peuvent s'attacher par un lien phosphoester à la chaîne de 

phosphates d'un nucleotide et former des molécules plus complexes. Parmi ces molécules 

on retrouve les couples de molécules oxido-réductrices de la chaîne de respiration 

cellulaire, NAD/NADH, NADP/NADPH et FAD/FADH2, qui sont respectivement formées 

soit d'une molécule de nicotinamide, d'un 2'-phospho-adénosine-5'-diphosphates ou de 

flavine et qui sont attachées à la chaine de phosphates de l'adénosine diphosphate (ADP ; 

Figure 1C). Il existe aussi certains hexoses comme le glucose et le galactose qui peuvent 

s'attacher au nucleotide UDP et former l'UDP-glucose (Figure 1C) ou l'UDP-galactose qui 

servent à la glycogenèse, synthèse du glycogène. Enfin deux nucleotides, purines ou 

pyrimidines, peuvent se joindre au niveau de leur chaine de phosphates et former des 



dinucléotides polyphosphates (NpnN) où le nombre de phosphates varie de deux à sept 

(Figure IF). Les dinucléotides polyphosphates les plus courants sont les ApnA [30, 31], 

mais les dinucléotides Up„A, GpnA et Gp„G ont aussi été décrits [30, 32]. Les molécules 

contenant des nucleotides sont surtout produites dans le cytoplasme, et dans certains cas 

dans le noyau [30, 33, 34]. 

1.3 Nucleotides extracellulaires : contexte général 

Plusieurs des molécules décrites ci-dessus peuvent être relâchées dans le milieu 

extracellulaire et participer directement (en activant des récepteurs spécifiques) ou 

indirectement (en servant de source de nucleosides/nucleotides) à la signalisation par les 

nucleosides/nucleotides. De façon générale, les nucleosides triphosphates et diphosphates 

tels que l'ATP, l'UTP, l'ADP et l'UDP peuvent être relâchés [35] ou produits dans le 

milieu extracellulaire [31, 36], mais ils ne peuvent pas réintégrer la cellule par simple 

diffusion à travers la membrane plasmique vu l'importante charge négative associée à leur 

chaine de phosphates [35, 37]. Par conséquent, une fois à l'extérieur de la cellule, ces 

nucleotides participent à plusieurs processus physiologiques [7] par l'intermédiaire de 

plusieurs récepteurs qui répondent aux nucleotides, soit des récepteurs spécifiques P2Y et 

P2X, ainsi que des récepteurs « mixtes » qui répondent à la fois aux cystéinyl-leucotriènes 

et aux nucleotides [5, 14, 38-40]. En parallèle, les nucleotides extracellulaires peuvent être 

déphosphorylés en nucleosides par des nucleotidases solubles ou des ecto-nucléotidases, 

enzymes attachées à la membrane plasmique et qui possèdent un site actif du côté externe 

[12, 41, 42]. Les nucleosides résultant de la déphosphorylation des nucleotides peuvent à 

leur tour activer des récepteurs spécifiques, dans le cas de l'adénosine, ou encore introduire 

à nouveau la cellule via deux familles de transporteurs SLC28 (CNT) et SLC29 (ENT) [43, 

44]. Une fois réintégrés dans la cellule, les nucleosides pourront être phosphorylés et 

participer aux fonctions cellulaires ou être relâchés à nouveau. Regardons maintenant plus 

spécifiquement chacune des étapes de la signalisation par les nucleotides. 
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Figure 1 : Structure générale des nucleotides et molécules contenant des nucleotides. 



1.3.1 Sources de nucleotides extracellulaires 

Évidemment, pour que les nucleotides puissent servir de signaux autocrines ou paracrines, 

ils doivent être présents dans le milieu extracellulaire. Divers moyens de générer un 

nucleotide à l'extérieur de la cellule sont envisageables soit par 1- la relâche des 

nucleotides contenus dans le cytoplasme de la cellule, 2- la production de ceux-ci suite au 

clivage des dinucléotides polyphosphates (NpnN) ou d'autres molécules contenant des 

nucleotides (voir Figure 1), qui peuvent aussi être relâchées, 3- l'interconversion des 

nucleotides déjà présents dans le milieu via des ecto-kinases. Un exemple de cette dernière 

possibilité est la production d'un ATP et d'un AMP à partir de deux molécules d'ADP par 

l'enzyme adenylate kinase. Regardons d'un peu plus près chacune des possibilités 

mentionnées ci-dessus afin de bien comprendre les différentes sources de nucleotides 

extracellulaires. 

1.3.1.1 Relâche des nucleotides 

Toutes les cellules vivantes contiennent d'importantes quantités de nucleotides dans leur 

cytosol [45, 46], mais on en retrouve aussi dans le plasma sanguin et à l'extérieur des 

cellules [35, 47-52]. Lors d'un choc traumatique, d'un dommage tissulaire ou d'une 

nécrose, une quantité importante de nucleotides peut ainsi se retrouver à l'extérieur d'une 

cellule [35, 50, 53]. Cependant, cette relâche de nucleotides est non-spécifique et demeure 

une source relativement restreinte de nucleotides extracellulaires. Des mécanismes non-

lytiques de relâche de nucleotides existent et permettent à divers types cellulaires de 

communiquer. La relâche par la cellule de nucleotides tels que l'ATP peut paraître un 

gaspillage d'énergie chimique étant donné la présence de liaisons phosphodiesters 

énergétiquement riches [18]. Cependant, il ne faut pas oublier que la synthèse d'un signal 

peptidique comme une cytokine, bien que plus spécifique, nécessite la dépense de deux 

nucleotides soit une molécule d'ATP et de GTP par acide aminé sans compter les 

modifications post-traductionnelles, donc d'une quantité beaucoup plus importante 

d'énergie chimique qu'un nucleotide [54]. À ce jour la plupart des études sur la relâche des 

nucleotides ont porté sur les nucleotides adényliques (ATP et ADP). 



Les cellules excitables telles que les neurones, les cellules chromaffines, les cellules 

acinaires pancréatiques et les plaquettes sanguines peuvent relâcher, par exocytose, des 

granules sécrétoires (aussi nommés vésicules synaptiques, granules chromaffines ou corps 

denses). Cette relâche est dépendante du calcium et se produit lors de l'activation de ces 

cellules [35, 55]. Les granules sécrétoires contiennent d'importantes quantités d'ATP et 

d'ADP, dans certains cas du GTP et certains dinucléotides, en plus de divers médiateurs 

tels que des neurotransmetteurs, des neuropeptides et de l'histamine [30, 31, 55-58]. Elles 

constituent ainsi un moyen efficace de relâcher des nucleotides, ou des dinucléotides, dans 

le milieu extracellulaire. 

Les cellules non-excitables incluant les cellules épithéliales [59-61], les cellules 

endothelials [51, 62-64], les fibroblastes [65, 66], les hépatocytes [67, 68], les 

kératinocytes [69, 70], les cellules gliales [71], ainsi que diverses cellules hématopoïétiques 

telles que les erythrocytes, les neutrophiles, les cellules dendritiques et les 

monocytes/macrophages [50, 72-75] peuvent aussi relâcher des nucleotides suite à divers 

stimuli. En effet, une relâche de nucleotides a été observée chez l'un ou l'autre de ces 

types cellulaires suite à l'application de forces de cisaillement, de conditions hypoxiques, 

d'un choc hypotonique, ou d'une pression hydrostatique, ainsi qu'en réponse à la 

bradykinine, la sérotonine et autres agents capables de mobiliser le calcium [35, 51, 55, 63, 

74, 76]. Les mécanismes exacts de cette relâche demeurent encore débattus à ce jour. 

Cependant, il semble qu'il existe des mécanismes distincts pour une relâche constitutive par 

certaines cellules et une relâche associée aux stress mentionnés précédemment. Les 

cellules possédant des granules de sécrétion ou autres vésicules comme pour les cellules 

excitables (ex. : les astrocytes et cellules endothéliales) peuvent relâcher des nucleotides 

par exocytose [51, 77]. D'autres mécanismes de relâche ont été proposés, c'est-à-dire une 

diffusion facilitée par des transporteurs ABC tels que le facteur de conductance 

transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR), les protéines de multi-résistances aux 

drogues (MRP) et les transporteurs d'anions organiques multiples [55, 78], ou via une 

libération par des hémicanaux (pannexine-1, connexine-43, connexine-36 ou connexine-26 
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[73, 78-80]. À ce jour, les résultats les plus probants seraient en faveur d'un hémicanal 

pannexine-1 [77, 78, 81] ; sans toutefois exclure complètement les autres candidats. 

Le nucleotide uridylique UTP peut aussi être relâché hors des cellules en réponse à des 

stress mécaniques. Sa relâche s'effectue en parallèle avec l'ATP avec une cinétique 

similaire et une relâche qui semble refléter le ratio de concentration intracellulaire 

d'ATP/UTP. Ceci est aussi vrai pour le GTP [58] et suggère que l'UTP et le GTP sont 

relâchés par des mécanismes semblables à ceux de l'ATP [82]. Cependant, il existe peu 

d'études à cet égard [58, 82, 83]. L'UDP a aussi été détecté dans le milieu extracellulaire 

simultanément avec l'UTP [84, 85]. Ce nucleotide peut provenir de la dégradation de 

l'UTP [86], donc il n'est pas clair encore s'il s'agit d'une véritable relâche ou simplement 

un produit de dégradation. Finalement, à ma connaissance aucune étude n'a rapportée la 

relâche de nucleotides cytidiniques, mais l'équipe du Dr Éric Rousseau a rapporté un effet 

de ce nucleotide sur les fibres du Purkinje de mouton en 2001 [87]. Nous ne pouvons donc 

pas exclure la possibilité d'une signalisation par les nucleotides cytidiniques. 

L'AMPc, un second messager important dans la cellule, peut aussi sortir via un efflux [88-

90] par des transporteurs ABC tels que MRP4 [91-93], MRP5 [93-95] et MRP8 [96]. 

Cependant, à ma connaissance, aucun récepteur répondant à ce nucleotide n'a encore été 

détecté. Néanmoins, des ecto-phosphodiestérases (e-PDE) présentes dans plusieurs tissus 

comme le foie [97, 98], les reins [99, 100], le tissu adipeux [101], et les muscles 

squelettiques [90] peuvent transformer l'AMPc en AMP à l'extérieur de la cellule qui 

pourra à son tour générer de l'adénosine, comme nous le verrons plus loin. L'AMPc 

semble plutôt jouer un rôle de source d'adénosine plutôt qu'un rôle de signal extracellulaire 

à part entière. 

En résumé, plusieurs nucleotides peuvent être relâchés de diverses façons dans le milieu 

extracellulaire selon le type cellulaire et le contexte physiologique. Ceci représente 

probablement la source majeure de nucleotides dans le milieu extracellulaire. Cependant, 

d'autres sources potentielles de nucleotides extracellulaires pourraient exister comme la 

dégradation de molécules contenant des nucleotides (ex. : NpnN, NAD, UDP-glucose, etc.). 
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1.3.1.2 Génération de nucleotides par les dinucléotides et autres molécules contenant 
des nucleotides 
Comme nous venons de le voir, les cellules excitables contiennent des diadénosines 

polyphosphates (ApnA) et autres dinucléotides (ApnG, GpnG, ApnU, etc.) dans leurs 

granules sécrétoires qui peuvent être relâchées lors de l'activation de ces cellules [30-32]. 

Il n'est pas clair si les dinucléotides peuvent aussi être relâchés par les cellules non-

excitables. D'autres molécules contenant des nucleotides comme les nicotinamides 

dinucléotides (NAD/NADH) et les nucléotides-hexoses ont été détectées dans le milieu 

extracellulaire [30, 31, 102-104]. Par exemple, l'UDP-glucose peut être relâchée en partie 

via des vésicules d'origine golgienne [105], alors que le NAD+ pourrait être relâché soit par 

exocytose de vésicules [102] ou par un hémicanal de connexine-43 [103]. 

Il n'existe aucune preuve expérimentale directe de la sécrétion des autres molécules 

contenant des nucleotides (NADH, NADP/NADPH, FAD/FADH2) par des cellules 

intactes. Cependant, des effets physiologiques ont aussi été montrés pour presque toutes les 

molécules qui contiennent des nucleotides lorsqu'elles sont ajoutées in vitro ou injectées in 

vivo, laissant entrevoir la possibilité qu'elles soient toutes relâchées. En effet, plusieurs 

études montrent que divers types cellulaires répondent aux dinucléotides [106-109], sans 

qu'aucun récepteurs qui répondent uniquement à ces molécules n'aient encore été 

clairement identifiés. Cependant, certaines études montrent une capacité d'activer ou 

d'inhiber des récepteurs aux nucleotides [110-114] qui seront abordé à la sectioon 1.3.2 du 

présent ouvrage. Des effets ont aussi été observés pour le NAD/NADH [115], le 

NADP/NADPH [116] et le FAD/FADH2 [117, 118]. 

La famille des nucleotides pyrophosphatases/phosphodiesterases (NPPs), décrite 

ultérieurement, est théoriquement capable d'hydrolyser ces molécules et de générer des 

nucleotides [36, 106]. Dans le cas du NAD+, les enzymes CD38, CD157 et les mono(ADP-

ribosyl)transférases (ART) ont été identifiées à la surface de la membrane plasmique [119-

124] et sont capables soit d'hydrolyser le NAD en ADP-ribose cyclique (cADPR) et en 

nicotinamide ou d'ajouter un groupement ADP-ribose à des protéines membranaires telles 
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que le récepteur P2X7 [104]. Malheureusement peu d'études montrent la contribution 

relative des dinucléotides dans la génération de nucleotides dans le milieu extracellulaire. 

1.3.1.3 Interconversion de nucleotides par des ecto-kinases. 

Une troisième possibilité d'influencer la concentration de nucleotides dans le milieu 

extracellulaire est l'inter-conversion de nucleotides, c'est-à-dire la conversion d'un 

nucleotide en un autre, par des ecto-kinases présentes à la surface de certaines cellules. Ces 

enzymes peuvent favoriser l'accumulation ou prolonger la présence d'un nucleotide donné 

et influencer ainsi la signalisation par les nucleotides. Parmi ces enzymes, on retrouve 

1'adenylate kinase (AK ; ATP + AMP *"* 2ADP) et la nucleoside diphosphate kinase 

(NDPK; NDP + N'TP — NTP + N'DP) [55]. 

L'adénylate kinase est une enzyme généralement située dans le cytosol (AK1), l'espace 

inter-membranaire des mitochondries (AK2), la matrice mitochondriale (AK3) et au niveau 

du noyau (AK6). Une isoforme de la forme cytosolique de cette enzyme, AK1(3 est 

présente dans la membrane plasmique de différents tissus. Des études récentes montrent 

aussi une activité ecto-AK au niveau des cellules épithéliales pulmonaires, des cellules 

endothéliales vasculaires, des lymphocytes, des hépatocytes et des kératinocytes [55]. 

La NDPK, quant à elle, est une enzyme ubiquiste que l'on retrouve aussi à la membrane 

plasmique. Bien qu'on la retrouve aussi à l'intérieur de la cellule, cette enzyme possède 

une activité extra-cytosolique [55]. L'expression d'une ecto-NDPK a été montrée dans 

plusieurs types cellulaires (erythrocytes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses, 

hépatocytes, lymphocytes et kératinocytes). Par contre, très peu d'études ont examiné 

l'influence que pouvaient avoir ces enzymes sur la concentration finale de nucleotides. 

Récemment quelques équipes ont commencé à étudier le métabolisme (conversion et 

dégradation) des nucleotides extracellulaires dans son ensemble [125, 126], mais il est 

encore difficile de connaître l'influence exacte de ces enzymes sur la concentration des 

nucleotides présents dans le milieu extracellulaire dans un système physiologique ou 

pathologique donné. 
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1.3.2 Récepteurs aux nucleotides extracellulaires 

Comme nous venons de le voir, différents nucleotides, et molécules contenant des 
nucleotides, peuvent se retrouver à l'extérieur de la cellule. Il existe des récepteurs qui 
lient spécifiquement ces molécules et initient une réponse cellulaire. Quinze de ces 
récepteurs ont été clones depuis le début des années 1990 et sont classés en deux grandes 
familles selon leur topologie membranaire, soit les récepteurs P2Y et les récepteurs P2X 
(Figure 2). À ces récepteurs spécifiques se sont récemment ajoutés trois récepteurs pouvant 
être activés à la fois par les cystéinyl-leucotriènes et les nucleotides uridyliques que je 
qualifierai de récepteurs « mixtes » (Figure 2). 

P2Y P2X Mixte 

Figure 2 : Structure des récepteurs aux nucleotides. 

1.3.2.1 Récepteurs P2Y 

Les récepteurs P2Y sont des récepteurs couplés à des petites protéines G trimériques 
(Figure 2) qui peuvent répondre à un nucleotide adénylique (ATP ou ADP) ou uridyliques 
(UTP ou UDP) [5]. La/les voie(s) de signalisation initiée(s) suite à l'activation des 
récepteurs P2Y varient en fonction du récepteur et impliquent les protéines Gq/Gn, Gj/Go 
ou Gs (voir tableau 1). 
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Actuellement huit de ces récepteurs ont été clones chez les mammifères, soit les récepteurs 

P2Y,, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y„, P2Y,2, P2Y13 et P2Y,4 (Tableau 1) [5]. Le récepteur 

P2Yn a été clone et caractérisé seulement chez l'humain [127] et semble être absent chez 

les rongeurs [128]. Un récepteur ayant une certaine homologie de séquence a été proposé 

comme l'orthologue chez la grenouille Xénopus [129]. mais ceci reste à être démontré. Les 

numéros manquants sont des orthologues d'un des récepteurs mentionnés ci-dessus (P2Y3 

est un orthologue aviaire de P2YÔ et P2Yg un orthologue de grenouille de P2Y4 [130, 131]), 

soit des récepteurs homologues mais qui ne répondent pas aux nucleotides dans des essais 

fonctionnels (P2Y5, P2Y7, P2Y9, P2Y,0) [132-137]. Le récepteur P2Yn est 

préférentiellement activé par l'ATP, les récepteurs P2Yi, P2Yi2 et P2Yn par l'ADP, le 

récepteur P2Y4 par l'UTP, le récepteur P2Y6 par l'UDP et le récepteur P2Y2 par l'ATP et 

l'UTP (Tableau 1). Certains de ces récepteurs peuvent aussi répondre à des dinucléotides 

[110]. Récemment, la capacité des récepteurs P2Y de former des hétéro-oligomères les uns 

avec les autres ainsi qu'avec les récepteurs PI (décrit ultérieurement) a été décrite. Par 

exemple, le récepteur P2Y| peut former un homodimère ou des hétérodimères avec le 

récepteur P2Yn ainsi qu'avec les récepteurs à adenosine Ai et A2a [138-142]. Des 

interactions entre P2Y2-Ai et P2Y4-P2Y6ont aussi été décrites [143, 144]. Récemment, une 

étude de transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (FRET) a montré que les 

récepteurs P2Yi, P2Y2, P2Yj2, P2Yo ainsi que Ai et A2a peuvent être à proximité et 

suggèrent une potentielle interaction entre plusieurs récepteurs PI et P2Y [142]. Ces 

interactions génèrent des récepteurs avec des propriétés modifiées, soit en termes d'affinité 

pour son ligand, de vitesse de désensibilisation ou d'interaction avec la protéine G sous-

jacente [139, 141, 144]. Cependant, l'impact physiologique de ces interactions reste encore 

à être élucidé. 



Tableau 1 : Récepteurs P2Y 
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Récepteur Anciens noms Agonistes Antagonistes Voies de 
signalisations 

Références 

P2Y, P2Y ADP, Ap3A, 
MRS2365 

MRS2179 
MRS2279 
MRS2500 

Gq/Gn; 
PLCP 

[9, 111, 145-
151] 

P2Y2 P2U ATP, UTP 
Up4dC 

suramine > RB2 
ARC 126313 

Gq/GH; 
possiblement G/G0; 
PLCP 

[9, 10,152-
155] 

P2Y4 — ' UTP RB2 > suramine Gq/Gn; 
possiblement GJ; 
PLCP 

[9, 156-159] 

P2Y6 UDP 
(souris : UTP) 

MRS2578 Gq/G..; 
PLCP 

[9,159-162] 

P2Y,, ATP 
ARC67085 

Suramine > RB2 
NF157 

Gq/G 11 ; 
Gs; 
PLCp 

[9, 127, 163] 

P2Y12 P2TAC 
HORK3 
SP1999 

ADP 
LTE4 

CANGRELOR 
*CLOPIDOGREL 
PRASUGREL 
INS50589 
ARC67085 
PSB0413 
CT50547 

G,/G0; 
|AMPC 

[9, 164-173] 

P2Y,3 GPR86 
GPCR94 

ADP MRS2211 G/Go [9, 174, 175] 

P2Y.4 GPR105 UDP-glucose 
UDP-galactose 

UDP1 Gq/G i) [9,176-179] 

CANGRELOR™ (ARC69931MX) est produit par AstraZeneca; CLOPIDOGREL™ (Plavix) est 
produit et distribué par Bristol-Myer Squibb et Sanofi-Synthélabo (France) ; PRASUGREL™ 
(AZD6140) est produit et distribué par Daiichi Sankyo Co. et Eli Lilly; INS50589 est produit par 
Inspire. 
'L'UDP semble agir comme agoniste et non comme antagoniste pour le récepteur P2YM humain 
transfecté dans des cellules HEK293 et le récepteur endogène des cellules promyeloleucémique 
HL-60. 
JLe CLOPIDOGREL doit être métabolisé par le foie, il est donc seulement efficace in vivo. 
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1.3.2.2 Récepteurs P2X 

Le second groupe de récepteurs aux nucleotides est composé de récepteurs canaux 

cationiques avec une perméabilité identique pour le sodium (Na+) et le potassium (K+) ainsi 

qu'une perméabilité significative pour d'autres cations tels le calcium (Ca2+). Les 

récepteurs P2X sont composés de sous-unités ayant chacune deux domaines 

transmembranaires avec des extrémités N- et C- terminales intracellulaires et d'une boucle 

extracellulaire riche en résidus cysteines (11-14 cysteines conservées) possédant plusieurs 

sites de N-glycosylation [14, 38]. Les canaux fonctionnels semblent exister surtout sous 

une forme trimérique tel qu'illustré à la Figure 2 [180-182]. 

Sept récepteurs P2X sont connus, soit les récepteurs P2Xi, P2X2, P2X3, P2X», P2X5, P2X6, 

P2X7 (Tableau 2) [14, 38]. Contrairement aux récepteurs P2Y, ces récepteurs répondent 

surtout à l'ATP [14, 38] à l'exception de P2X7 qui semble être capable de répondre à 

l'ADP et l'AMP suite à une première stimulation avec l'ATP [183]. Tous les récepteurs 

P2X peuvent former des homotrimères, ainsi que plusieurs hétérotrimères dont P2X).2 [181, 

184], P2X,.3 [180, 184], P2XM [185], P2X,.5 [184, 186-188], P2X2.3 [184, 189, 190], 

P2X2.6 [184, 191], P2X4.5[184], P2Xi^ [184, 192], P2X5.6 [184] et P2X4.7 [193], mais 

l'importance physiologique de ces hétéromères reste à établir. 

Les récepteurs P2Xi et P2X3 sont rapidement désensibilisés (100-300 ms) alors que 

d'autres récepteurs P2X ont une sélectivité ionique différente selon le temps d'exposition à 

l'ATP [194, 195]. L'exemple le plus frappant de cette différence de sélectivité ionique est 

le récepteur P2X7. En effet, ce récepteur possède une réponse diphasique, où il laisse 

passer les ions K+, Na+ et Ca2+ dans un premier temps, mais lorsqu'il est en présence 

prolongée d'ATP (1-2 minutes) il devient perméable aux molécules ayant une taille jusqu'à 

900 Da [196, 197]. Des études récentes montrent que le récepteur P2X7 interagit avec une 

protéine capable de former des hémicanaux, soit la pannexine-1, qui serait responsable du 

pore de 900 Da suite à une stimulation prolongée du récepteur P2X7 [198, 199] et 

expliquerait cette réponse diphasique. Une étude a montré que P2X7 pouvait aussi 

répondre à l'ADP et l'AMP lors de stimulation successive du récepteur [183]. 



Tableau 2 : Récepteurs P2X 
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Récepteur Anciens noms Agonistes Antagonistes Références 

P2X, P2X ATP TNP-ATP 
NF023 
NF279 
NF449 
Ipsl 

[9, 200-206] 

P2X2 ^^~ ATP, Ap4A PPADS, 
RB2 
NF770 

[9,111,207-209] 

P2X3 ATP TNP-ATP 
A-317491 
NF110 
lp5l 

[9,190,210-214] 

P2X4 ATP TNP-ATP [9,215,216] 

P2X5 ATP Suramine 
PPADS 

[9,217-219] 

P2X6 P2XL, 
P2XM 

ATP [9,220,221] 

P2X7 P2Z ATP, BzATP, 
LL37 

KN-62, 
KN-04 
A438079 
AZ11645373 
GSK314181A 
MRS2427 

[9, 196,222-227] 
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1.3.2.3 Récepteurs aux cystéinyl-leucotriènes et aux nucleotides uridyliques 

Récemment, des récepteurs « mixtes » capables de répondre aux nucleotides uridyliques 

(UDP, UDP-Glu ou UDP-Glc) ainsi qu'aux cystéinyl-leucotriènes (LTC4, LTD4, etc.) ont 

été décrits [39, 40]. Ce groupe possédant une grande homologie avec les récepteurs P2Y 

[228] comprend les récepteurs CysLTj, CysLT2 et le récepteur orphelin GPR17 (Tableau 

3). La grande homologie avec les récepteurs P2Y pourrait expliquer la désensibilisation du 

récepteur CysLT, par l'ATP et l'UDP [229] ainsi que la capacité du MONTELUKAST™ 

et du PRANLUKAST™, deux antagonistes du récepteur CysLT i, de pouvoir bloquer les 

récepteurs P2Yi et P2YÔ [230]. Finalement, le récepteur P2Yj2 humain, connu comme un 

récepteur à l'ADP, serait en mesure de mobiliser le calcium en présence du cystéinyl-

leucotriène E4 (LTE4) et du 5-phosphoribosyl 1-pyrophosphate (PRPP) [171]. Ceci suggère 

que certains autres récepteurs P2Y pourraient être inclus dans cette catégorie de récepteurs 

« mixtes ». Finalement, bien que plusieurs types cellulaires expriment des récepteurs aux 

cystéinyl-leucotriènes dont les éosinophiles (CysLTi et CysLT2), les macrophages (CysLTi 

et CysLT2), les neutrophiles (CysLTi) et les leucocytes du sang périphérique (CysLT2) 

[228], la détermination de la contribution de ces derniers à la signalisation par les 

nucleotides reste difficile avec les connaissances actuelles. Particulièrement dans un 

contexte in vivo où différents médiateurs sont présents simultanément. 

1.3.2.4 Expression des récepteurs aux nucleotides 

L'expression des récepteurs aux nucleotides est ubiquiste. En effet, toutes les cellules 

animales étudiées à ce jour expriment l'un ou l'autre de ces récepteurs et peuvent donc 

répondre aux nucleotides présents dans leur environnement. De plus, la majorité des 

cellules animales expriment simultanément plusieurs récepteurs aux nucleotides. Par 

exemple, les macrophages les expriment presque tous (P2Xi, P2X4, P2Xs, P2X7, P2Y|, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Yn, P2Y,2 et P2Y)4, CysLT, et CysLT2), alors que d'autres cellules 

en expriment moins, comme les plaquettes qui n'expriment que les récepteurs P2Xi, P2Y) 

et P2Yj2 [14, 50, 228, 231-235]. Il semble que les autres organismes vivants (végétaux et 
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microorganismes) peuvent aussi répondre aux nucleotides [236], mais les récepteurs 

impliqués demeurent essentiellement inconnus [15, 237]. 

La grande variété d'oligomérisation et d'hétéro-oligomérisation possible entre les 

récepteurs P2 [138-141, 143, 144, 184] ainsi que la présence de formes d'épissages 

alternatifs pour plusieurs récepteurs P2 [38, 238-240] suggèrent une sophistication de la 

perception des nucleotides dans le milieu. Cependant, nous ne savons pas quel impact 

peuvent avoir ces mécanismes ni s'il existe des différences d'un type de cellules à l'autre. 

Tableau 3 : Récepteurs « mixtes » 

Récepteur Autres noms Agonistes Antagonistes Références 

CysLTRl 

CysLTR2 

GPR17 

LTD4-R LTC4 MONTELUKAST [241-247] 
HG55 LTD4 ZAFIRLUKAST 

LTE4 PRANLUKAST 
UDP BAY u9773 

MK-571 

HG57 LTC4 BAY u9773 [247-251] 
hGPCR21 LTD4 

LTE4 
UDP 

LTC4 CANGRELOR [39,252,253] 
LTD4 MRS2179 
UDP-Glu 
UDP-Glc 

MONTELUKAST™ (L-706,631; MK-0476; SINGULAIR™) est produit par Merck; 
ZAFIRLUKAST™ (ICI 204,219 ; ACCOLATE™) et CANGRELOR™ (ARC69931MX) 
sont produits par AstraZeneca; PRANLUKAST™ (Onon; ONO-RS-411; ONO-1078; SB 
205312; ULTAIR™) est produit par Ono Pharmaceutical Co. 
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1.3.3 Élimination des nucleotides extracellulaires par des ecto-

nucléotidases 

La grande diversité de récepteurs aux nucleotides présents chez une même cellule comme 

c'est le cas du macrophage, ou la présence du même récepteur sur deux cellules voisines 

suggère une régulation fine de cette signalisation. L'expression de certains récepteurs aux 

nucleotides peut être modulée dans le temps [254, 255] ou par certains agents [255-259]. 

Ces mécanismes peuvent contrôler le niveau de signalisation par les nucleotides, mais sont 

relativement lents. C'est probablement pourquoi il existe aussi plusieurs enzymes capables 

de déphosphoryler les nucleotides extracellulaires ou ecto-nucléotidases, et ainsi éliminer 

ou modifier rapidement les agonistes de récepteurs P2. 

L'existence des ecto-nucléotidases a été décrite presqu'en même temps que les nucleotides 

[260]. Pendant longtemps, on croyait qu'il existait trois enzymes distinctes, l'ecto-ATPase, 

l'ecto-ADPase et la 5'-nucleotidase (AMPase), qui hydrolysait respectivement l'ATP, en 

ADP, en AMP puis en adenosine. Aujourd'hui, plusieurs enzymes hydrolysant la chaîne de 

phosphate des nucleotides ont été caractérisées. Ces enzymes sont soit présentes au niveau 

de la membrane plasmique ou soit sous forme soluble et peuvent être séparées en cinq 

grandes familles, soit les ecto-nucléosides triphosphates diphosphohydrolases (NTPDases), 

les nucleotides pyrophosphatases/phosphodiesterases (NPPs), l'ecto-5'-nucleotidase, les 

phosphatases alcalines (ALP) et les phosphatases acides (AP). La structure, la spécificité 

de substrat et l'activité biochimique de ces enzymes sont très différentes d'une famille à 

l'autre. 

1.3.3.1 Nucleosides triphosphates diphosphohydrolases (NTPDases) 

La famille des NTPDases (EC 3.6.1.5) est apparentée aux apyrases découvertes chez la 

pomme de terre au milieu des années 1940 [261, 262]. Le terme NTPDase est réservé aux 

enzymes de mammifères, mais on retrouve des enzymes de la même famille chez plusieurs 

autres organismes vivants tels que les vertébrés, les invertébrés, les plantes, et certains 
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organismes monocellulaires comme les levures et les protozoaires [263-265], mais elles 

sont appelées apyrase dans ce cas. 

La première NTPDase fut découverte en 1980 dans les grains de zymogènes du pancréas de 

porc et fut nommée adenosine triphosphate diphosphohydrolase (ATPDase) [266]. Des 

études subséquentes ont montré sa présence dans divers tissus de mammifères [266-273]. 

À peu près à la même époque, une ecto-ATPase des tubules T des muscles squelettiques et 

du foie a été identifiée [274-277] et correspond à la NTPDase2. Au fur et à mesure du 

séquençage des génomes de différentes espèces, plusieurs autres NTPDases ont pu être 

identifiées (Tableau 4). En 1999, la nomenclature reconnue actuellement fut mise en place 

[278] et aujourd'hui, nous savons que la plupart des effets décrits pour l'ecto-ATPDase et 

l'ecto-ATPase correspondent à la NTPDasel et NTPDase2, respectivement. Cependant, 

ces effets auraient pu aussi correspondre à un autre membre de la famille des NTPDases 

(Tableau 4) [12, 279]. Au début de mes études doctorales, six de ces enzymes avaient été 

décrites soit les NTPDasel à NTPDaseô [265]. 

Les NTPDases sont des enzymes membranaires présentant un site catalytique 

extracytosolique et hydrolysant de façon séquentielle les phosphates y et P des nucleosides 

tri- et diphosphates (Figure 3) [86, 279-281]. Ces enzymes possèdent plusieurs 

caractéristiques communes. Premièrement, cinq régions conservées ACR, « apyrase-

çonserved region », sont présentes [12]. Ces régions conservées sont aussi retrouvées chez 

d'autres membres de la famille ne provenant pas de mammifères comme l'apyrase de 

pomme de terre par exemple [282]. Les régions conservées ACR1 et ACR4 contiennent un 

site de liaison des phosphates P et y avec la séquence consensus 

([I/L/V]X[I/L/V/C]DXGG[T/S/G] [T/S/G]XX[R/K/C]) de type « actine-Hsp70-

hexokinase » [12, 282-284]. De plus, ces enzymes requièrent des cations divalents calcium 

(Ca ) ou magnésium (Mg ) pour leur activité catalytique [86, 279]. Il n'est pas encore 

clair si pour toutes les NTPDases, ces ions se lient directement à l'enzyme ou s'ils se lient 

au substrat comme le suggérait une des premières études cinétiques qui avait montré que 

l'ATPDase porcine, principalement la NTPDasel, utilise l'ATP sous sa forme divalente 
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Ca-ATP2" ou Mg-ATP2" [280]. Cependant, la cristallisation récente de la NTPDase2 

semble supporter un site actif pour le Ca-ATP [285]. 

Tableau 4 : Nucleosides triphosphates diphosphohydrolases 

Enzyme Autres noms Substrats Localisation Référence 
(gène) cellulaire 

NTPDasel 
(Entpdl) 

CD39 
ATPDase 
ecto-apyrase 

NTP = NDP membrane plasmique [286-289] 

NTPDase2 
(Entpdl) 

CD39L1 
ecto-ATPase 

NTP membrane plasmique [290-293] 

NTPDase3 
(Entpd3) 

CD39L3 
HB6 

NTP > NDP membrane plasmique [294-296] 

NTPDase4 
(Entpd4) 

UDPase 
LALP70 

NDP > NTP 
(UDP>CDP=UTP>TDP> 
GDP>TTP=GTP) 
pas nucleotides adénylés 

membrane golgi, 
lysosome 

[297, 298] 

NTPDase5 
(EntpdS) 

CD39L4 
ER-UDPase 
PCPH 

NDP 
(UDP>GDP>CDP>ADP) 

membrane plasmique. 
membrane vésiculaire 
forme soluble 

[294,299-301] 

NTPDaseô 
(Entpd6) 

CD39L2 NDP 
(GDP>UDP>ADP) 

membrane plasmique, 
membrane vésiculaire 
forme soluble 

[294, 302-304] 

NTPDase7 
(EntpdT) 

LALP1 NTP 
(UTP=GTP=CTP>CDP) 

membrane vésiculaire [305] 

NTPDase8 
(Entpd8) 

Liver canicular 
ecto-ATPase 
hATPDase 

NTP > NDP membrane plasmique [306-308] 
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La structure des NTPDases (Figure 3A) révèle un ancrage dans la membrane plasmique 
grâce à une ou deux régions transmembranaire(s). Les NTPDasel, 2, 3 et 8 possèdent deux 
régions transmembranaires aux extrémités N- et C- terminales avec un site actif orienté vers 
le milieu extracellulaire (Chapitre 2; [279, 289-291, 295, 307, 309]). Les autres NTPDases 
(NTPDase4-7) sont soient ancrées dans la membrane de vésicules intracellulaires par un 
(NTPDase5 et 6) ou deux (NTPDase4 et 7) domaine(s) transmembranaire(s), avec leur site 
actif dirigé vers la lumière des vésicules [299, 300, 302-305]. Les NTPDase5 et -6 peuvent 
également être clivées par des proteases et relâchées dans le milieu extracellulaire [299, 
300, 302, 303]. 

A)Str uctu ie: 
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Figure 3 : Structure et activité des nucleosides triphosphates diphosphohydrolases. 
A) Inspiré de l'article publié dans Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol en 2000 par 
Herbert Zimmermann [310]. 
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Les diverses NTPDases peuvent hydrolyser les nucleosides triphosphates et diphosphates 

séquentiellement en nucleosides monophosphate (Figure 3B), mais la capacité d'hydrolyser 

un nucleotide précis varie d'une NTPDase à l'autre comme on peut le voir au Tableau 4. 

Par exemple, la NTPDase2 préfère les nucleotides triphosphates tels que l'ATP et 

n'hydrolyse que très lentement les nucleotides diphosphates (Chapitre 3). Les NTPDase4-6 

préfèrent les nucleotides diphosphates alors que la NTPDasel peut hydrolyser aussi bien 

les nucleosides triphosphates que diphosphates. Ces différences de spécificité de substrats 

ne sont pas encore complètement expliquées, mais plusieurs études ont permis d'identifier 

des acides aminés importants pour l'activité [311-313], de mettre en évidence l'importance 

des régions transmembranaires [312, 314-316] et de l'environnement membranaire [317] 

pour l'activité catalytique des NTPDases. Récemment, la cristallisation du domaine 

extracellulaire de la NTPDase2 de rat [285] et la caractérisation d'un anticorps monoclonal 

bloquant l'activité de la NTPDase3 humaine ont permis de proposer une structure en trois 

dimensions des NTPDases (Figure 4). Cependant, cette structure ne tient pas compte de 

l'importance des domaines membranaires et de l'environnement membranaire dans 

l'activité de ces enzymes. La formation d'une structure quaternaire homo-dimérique à 

homo-tétramérique a été montrée pour les NTPDase 1-3 et semble être importante pour 

l'activité de ces enzymes [12, 309, 318, 319]. 

Plusieurs modifications post-traductionnelles ont été rapportées pour l'une ou l'autre des 

NTPDases retrouvées dans la membrane plasmique dont la N-glycosylation [287, 288, 319, 

320], la palmitoylation [321], l'oxydation de résidus methionines et tyrosines [322], la 

phosphorylation [323], l'acétylation [324] et le clivage protéolytique [312, 325]. De plus, 

des épissages alternatifs ont été rapportés pour la NTPDasel [279, 326], la NTPDase2 

[279, 327, 328] et la NTPDase3 [329]. L'impact physiologique des épissages et des 

modifications post-traductionnelles au niveau de l'activité ou de la signalisation par les 

nucleotides reste à être établi. 
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Figure 4 : Structure tridimensionnelle des NTPDases. 
Reproduction de Munkonda et al. [330] 

Les NTPDases sont exprimées de façon constitutive dans plusieurs tissus, mais quelques 

études montrent une régulation transcriptionelle des NTPDasel et NTPDase2 dans certains 

contextes physiologiques ou pathologiques [12]. Par exemple, l'expression de la 

NTPDasel est augmentée dans les mélanomes en différenciation [331] ou dans les cellules 

épithéliales pigmentaires de la rétine suite à l'activation du récepteur P2Yi [332]. La 

NTPDasel est modulée à la baisse en présence de glucocorticoïdes [333]. La NTPDase2 

peut être induite par le 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine dans une lignée d'hépatocytes 

de souris et par la FSH et l'AMPc dans les cellules de Sertoli chez le rat [334-336]. 

Récemment une étude a décrit la réduction de l'expression de la NTPDase2 par 1TL-6, une 

cytokine retrouvée lors de cirrhose biliaire. Cette diminution de la transcription de la 

NTPDase2 serait possible grâce à trois éléments de réponse à 1TL-6 retrouvés en amont du 

site d'initiation de la transcription [337]. Cependant, la régulation transcriptionnelle et la 

régulation de l'expression des NTPDases demeure encore essentiellement inconnue. 

La présence des NTPDases à la surface cellulaire est considérée comme d'importance 

majeure dans la modulation de la signalisation par les nucleotides puisqu'elle permet de 

contrôler la disponibilité des agonistes des récepteurs P2. Malheureusement, très peu 

d'études démontrent la capacité directe de moduler la signalisation par les nucleotides [12]. 

Toutefois la génération de souris déficiente en NTPDasel [338, 339] a permis de montrer 

que cette enzyme prévient la désensibilisation du récepteur P2Yi qui est important pour 
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que cette enzyme prévient la désensibilisation du récepteur P2Y| qui est important pour 

l'hémostase primaire [338, 339] et le tonus vasculaire [340] ainsi que celle du récepteur 

P2Xi [341]. Il commence à avoir des études qui montrent, avec ces mêmes souris, 

l'implication physiologique de la NTPDasel dans le contrôle d'autres récepteurs aux 

nucleotides. Ainsi chez la souris, dans les muscles lisses vasculaires où elle est l'ecto-

nucléotidase majeure, la NTPDasel module l'activation du récepteur P2Yô [342] et 

participe au contrôle du récepteur P2Y2 de l'endothélium vasculaire [340]. Dans le cas de 

la NTPDase2, qui est exprimée par des cellules adventitielles des vaisseaux et par les 

pericytes, cette enzyme favoriserait l'activation de l'agrégation plaquettaire lors d'un bris 

vasculaire. En effet, l'ajout d'ATP en présence de cette enzyme cause une accumulation 

d'ADP et l'augmentation de l'agrégation plaquettaire [343]. Cependant le manque d'outils 

disponibles n'a pas encore permis de montrer l'influence exacte des autres NTPDases sur la 

signalisation par les nucleotides. En effet, bien que l'inhibition des NTPDases ait été 

décrite, la plupart des molécules qui réduisent l'activité de ces enzymes affectent aussi les 

récepteurs P2 [12, 344] et l'interruption génique des autres NTPDases n'a toujours pas été 

décrite. 

Finalement, les NTPDases pourraient avoir des fonctions distinctes de leur activité 

catalytique. Récemment, une interaction avec la protéine échafaud RanBPM (ou RanBP9) 

capable d'interagir avec plusieurs protéines cytoplasmiques et membranaires a été décrite 

[345]. Il semble que grâce à cette interaction, la NTPDasel soit capable de moduler la voie 

de signalisation par les protéines ERK et Ras [12]. 

1.3.3.2 Nucleotides pyrophosphatases/phosphodiesterases (NPPs) 

Une deuxième famille importante d'ecto-nucléotidases est constituée des nucleotides 

pyrophosphatases/phosphodiesterases (EC 3.1.4.1; EC 3.6.1.9; EC 3.6.1.8). Ces enzymes 

possèdent un seul domaine transmembranaire avec une extrémité N-terminale 

intracellulaire (Figure 5), mais des formes solubles de NPP1 et NPP2 ont été décrites [346-

348]. 
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Il existe sept membres de cette famille, soient les NPP1-7 (Tableau 5), mais seules les 

NPP1, NPP2 et NPP3 peuvent hydrolyser les nucleotides et molécules contenant des 

nucleotides [13, 55, 268, 349, 350]. En effet, ces enzymes peuvent libérer des nucleosides 

monophosphate d'une variété de nucleotides, de nucleotides couplés à un hexose (glucose 

ou galactose) et de dinucléotides (Figure 5 ;[13, 349]). Par exemple, ces enzymes 

catalysent l'hydrolyse de l'ATP en AMP et en pyrophosphate (PPj), de l'UDP-glucose en 

UMP et glucose-phosphate, de l'Ap3A en AMP et en ADP, etc. (voir Figure 5). 

Comparativement aux NPP1 et 3, la NPP2 est une faible phosphodiesterase [350], et 

possède plutôt une activité lysophospholipase-D [346] comme pour les NPP6 et 7. Les 

substrats des NPP4 et 5 demeurent inconnus. Finalement, la NPP2 est un zymogène, c'est-

à-dire une pré-pro-enzyme clivée par une proteinase de type furine, qui est sécrété plutôt 

que d'être une protéine membranaire [346]. 

Tableau 5 : Nucleotides pyrophosphatases/phosphodiesterases 

Enzyme Autres noms Substrats Localisation cellulaire Références 

NPP1 PC-1, 
PDNPl, 
CD203a 

Np„N 
NTP 

Membrane plasmique [36,351-353] 

NPP2 PD-la, 
PDNP2, 
auto tax in, 
CD203b 

NPnN 
NTP 
LPC 

Forme soluble (sécrétée) [36, 346, 350, 
354, 355] 

NPP3 PD-ip, 
PDNP3, 
gp130«B13-6j 
CD203c 

NPnN 
NTP 

Membrane plasmique [36, 356, 357] 

NPP4 Membrane plasmique [358] 

NPP5 Membrane plasmique [358] 

NPP6 ^^~ LPC 
GPC 
SPC 

Membrane plasmique [359] 

NPP7 Alk-SMase LPC — [360] 
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Les NPP1-3 participent à un large éventail de fonctions physiologiques incluant le 

recyclage des nucleotides, la modulation de la signalisation P2, la régulation des niveaux de 

pyrophosphate extracellulaire (PPi; important dans la minéralisation osseuse) et la motilité 

cellulaire [361]. Une expression aberrante des NPPs semble provoquer plusieurs 

pathologies dont une minéralisation osseuse altérée et l'invasion tumorale [361]. Ceci n'est 

pas surprenant car les NPP1-3, avec leur activité catalytique (Figure 5), peuvent servir de 

pourvoyeur de nucleotides suite à l'hydrolyse de dinucléotides, de source de 

pyrophosphate, d'enzyme hydrolysant les nucleotides triphosphates et de source d'AMP. 

L'AMP peut à son tour être hydrolyse en adenosine par d'autres enzymes et servir de signal 

comme nous le verrons ultérieurement. Cependant très peu d'études tiennent compte de 

cette multifonctionnalité des NPPs dans un contexte physiologique ou pathologique, ce qui 

explique peut-être que la fonction exacte des NPPs demeure essentiellement inconnue à ce 

jour. 
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Figure 5 : Structure et activité des nucleotides pyrophosphatases/phosphodiesterases. 

A) inspiré de l'article publié dans la revue « Purinergic signalling » en 2006 par Cristiana 
Stefan. [13] 
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1.3.3.3 Ecto-5'-nucléotidase (CD73) 

Les 5'-nucleotidases composent une famille de nucleotidases décrite pour la première fois 

en 1934 [260] et comportant sept membres chez l'humain [55]. Ces enzymes sont surtout 

localisées dans le cytosol à deux exceptions près, l'une est présente dans la matrice 

mitochondriale et l'autre est ancrée dans la membrane plasmique par un groupement 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) à l'extrémité C-terminale de la protéine [362]. Cette 

dernière est connue sous le nom d'ecto-5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5), ou CD73. Il s'agit 

d'une métalloenzyme liant le zinc (Zn2+) constituée d'un dimère de deux glycoprotéines 

liées par des interactions non-covalentes [363] et hydrolysant l'AMP en adenosine avec un 

Km de l'ordre du micromolaire (pM) [279, 362, 364]. L'AMP est un produit de 

dégradation de l'ATP par des NTPDases et des NPPs, mais peut également provenir de la 

dégradation de PAMPC comme nous l'avons vu précédemment. 

L'activité de l'ecto-5'-nucleotidase est une source importante d'adénosine extracellulaire 

dans plusieurs tissus [279, 365-367]. En effet, des études récentes, utilisant des souris 

déficientes en cette enzyme (CD73"/_), ont montré une altération de certaines fonctions 

physiologiques associées à l'activation d'un récepteur à l'adénosine telles que le contrôle 

de la boucle de rétroaction nécessaire aux fonctions rénales, le maintien de la perméabilité 

vasculaire lors de l'hypoxie, la protection de l'intégrité pulmonaire dans des modèles de 

lésions du poumon et la modulation de la réponse immune [55, 368-370]. L'ecto-5'-

nucléotidase semble donc servir de point de contrôle à la production d'adénosine à partir 

d'AMP extracellulaire. Cependant deux autres familles d'enzymes sont aussi capables 

d'hydrolyser les nucleosides monophosphates soit les phosphatases alcalines et les 

phosphatases acides. 

1.3.3.4 Phosphatases alcalines (ALP) 

Les phosphatases alcalines (EC 3.1.3.1) sont une famille d'enzymes ubiquistes présentes 

dans plusieurs organismes vivants et capables de déphosphoryler une variété de composés 

organiques possédant des liaisons phosphomonoesters et autres composés phosphorylés 
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incluant les glucoses phosphates, les pyrophosphates, P-glycérol-phosphates et les 

nucleosides phosphates (ATP, ADP et AMP) pour relâcher un phosphate inorganique [371, 

372]. Ces enzymes ont une activité optimale à des pH alcalins chez les mammifères (8-11 ), 

d'où leur nom [372]. À ce jour, nous connaissons quatre de ces enzymes chez l'humain et 

six chez la souris. La plupart de ces enzymes sont exprimées spécifiquement dans un tissu 

où elles se retrouvent liées à la membrane plasmique (ex. foie et rein, intestin ou placenta) 

via un ancre GPI, comme c'est le cas pour l'ecto-5'-nucléotidase. Cependant, une de ces 

enzymes la phosphatase alcaline non-spécifique à un tissu (TNAP ou ALPL chez l'humain 

ou akp-2 chez la souris) est exprimée par plusieurs cellules de plusieurs tissus [372]. Cette 

enzyme peut participer à la génération d'adénosine comme cela a été montré dans les voies 

respiratoires [366] et certains autres tissus [372]. L'importance des phosphatases alcalines 

dans le métabolisme des nucleotides dans un contexte physiologique demeure largement 

inexplorée. 

1.3.3.5 Phosphatases acides (AP) 

Les phosphatases acides (EC 3.1.3.2), au nombre de sept, sont surtout retrouvées au niveau 

des lysosomes et peuvent hydrolyser les liaisons phosphomonoesters comme les 

phosphatases alcalines décrites précédemment, mais à des pH acides. Bien qu'il n'existe 

aucune étude montrant clairement lesquelles de ces enzymes participent à la dégradation 

des nucleotides extracellulaires, deux d'entre elles posséderaient une région extracellulaire, 

soit la phosphatase acide prostatique (PAP) [373] et la phosphatase acide-like 2 (ACPL2). 

Cette dernière a seulement été décrite dans des études génomiques et aucune démonstration 

de son activité ecto-nucléotidasique n'a encore été publiée [374, 375]. Des études récentes 

ont montré que la phosphatase acide prostatique (PAP), un marqueur soluble du cancer de 

la prostate, pouvait être exprimée par plusieurs autres types cellulaires [376] et possédait 

une forme épissée attachée à la membrane plasmique (TM-PAP) capable d'hydrolyser 

l'AMP extracellulaire en adenosine [377]. 

La forme sécrétée de cette enzyme (PAP), peut déphosphoryler le p-glycérophosphate, 

l'acide lysophosphatidique, les acides aminés phosphorylés et les nucleotides 
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5'-monophosphates (voir références dans [377]) avec une activité optimale dans une large 

fourchette de pH (entre 3 et 8). De même, la forme membranaire (TM-PAP) peut 

hydrolyser une grande variété de nucleotides monophosphate tels que l'AMP, le CMP, le 

GMP, 1TMP, l'UMP et le XMP, mais aussi d'autres esters monophosphates tels que les 

phospo-tyrosines, les phospho-sérines, le P-glycerophosphate, ou le glucose-6-phosphate 

[373, 378, 379]. Contrairement aux phosphatases alcalines, cette enzyme, qu'elle soit 

soluble ou membranaire, n'hydrolyse pas l'ATP ou l'AMPc [373, 378, 379]. Des études 

supplémentaires sont nécessaires afin de connaître la distribution exacte des phosphatases 

acides et leur importance relative dans le métabolisme des nucleotides extracellulaires. 

Une étude récente suggère qu'elle participe bien à la production d'adénosine car en 

présence de PAP ils ont observé une diminution de la douleur grâce à l'activation 

augmentée d'un récepteur à l'adénosine [377]. 

1.3.3.6 Autres ecto-nucléotidases potentielles 

En plus des cinq grandes familles d'ecto-nucléotidases présentées ci-dessus, mentionnons 

aussi les nucleotidases activées par le calcium (CAN) [380] qui sont des enzymes 

récemment découverte chez le rat [381] et l'humain [382] et qui sont homologues aux 

apyrases salivaires d'insectes hématophages, comme les tiques, les puces, les moucherons 

et la mouche des sables. Ces enzymes peuvent hydrolyser les nucleosides diphosphates 

(UDP > GDP > » ADP et CTP) en présence de calcium (Ca2+) et sont extrêmement stables 

[380]. Chez le rat, cette enzyme semble être localisée au reticulum endoplasmique [381] 

alors qu'elle pourrait être présente au niveau de la membrane plasmique chez l'humain 

[382], mais cela reste à être démontré. De plus, aucune étude n'a pu montrer l'implication 

de cette enzyme dans la signalisation par les nucleotides, bien que l'utilisation d'une forme 

soluble soit envisagée pour prévenir l'agrégation plaquettaire dépendante de l'ADP et la 

formation de thrombus chez l'humain [380]. Finalement la F|Fo ATP synthetase 

généralement trouvée au niveau des mitochondries, a été observée au niveau de la 

membrane plasmique de certaines cellules tumorales mais il n'y a encore aucune preuve de 

sa participation dans la synthèse d'ATP extracellulaire ou dans la signalisation par les 

nucleotides [55]. 
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1.3.4 Nucleosides extracellulaires 

Comme nous venons de le voir, les nucleotides relâchés dans le milieu extracellulaire 

peuvent être rapidement métabolisés en nucleosides en présence de certaines ecto-

nucléotidases. Lorsque le nucleoside adenosine est généré, il peut à son tour activer quatre 

récepteurs spécifiques, les récepteurs de la famille PI. Les nucleosides peuvent aussi être 

métabolisés par des ecto-enzymes ou encore réintégrer la cellule via des transporteurs 

ENTs ou CNTs. Les transporteurs de nucleosides passifs ou équilibrants (ENT) peuvent 

aussi permettre la libération d'adénosine dans le milieu extracellulaire. 

1.3.4.1 Récepteurs aux nucleosides PI 

Quatre récepteurs capables de répondre à l'adénosine ont été clones et caractérisés, soient 

les récepteurs Ai, A2a, A2b et A3 (Tableau 6). La nomenclature des récepteurs PI est encore 

peu utilisée car seulement des récepteurs répondant à l'adénosine ont été caractérisés. Ces 

récepteurs peuvent soit activer, via la protéine Gs (A2a, A2t>), ou inhiber, via la protéine Gj 

(Ai, A3), la voie de l'AMPc. Le récepteur A2b est aussi associé à la protéine Gq et peut 

transmettre le signal via d'autres voies impliquant la phospholipase C (PLC), la 

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et les « mitogen-activated protein kinases » (MAPK) 

[11]. 

Il n'est pas impossible que des récepteurs orphelins ou des récepteurs déjà connus puissent 

aussi répondre à d'autres nucleosides mais il n'en existe aucune démonstration à ce jour. 

Cependant, certains effets physiologiques de d'autres nucleosides comme l'inosine et la 

guanosine ont été rapportés. L'inosine qui résulte principalement de la dégradation de 

l'adénosine par l'adénosine désaminase (ADA) aurait un effet protecteur [383-385]. Cet 

effet protecteur serait probablement dû à une certaine capacité de l'inosine à activer des 

récepteurs à l'adénosine tels que Ai [386, 387] et A3 [384, 387, 388]. Néanmoins, 

l'inhibition de l'ADA augmente l'activation des récepteurs à l'adénosine [389, 390] et 

l'affinité de l'adénosine supérieure à celle de l'inosine pour les mêmes récepteurs [387] 

suggèrent que l'inosine serait inactive, ou peu active. En condition ischémique ou lors d'un 
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choc septique les concentrations d'inosine peuvent atteindre 1 mM dans certains tissus 

[384]. À ces fortes concentrations, l'inosine joue probablement un rôle non négligeable. 

L'inosine pourrait aussi jouer son rôle protecteur en réintégrant la cellule via des 

transporteurs [385]. De même, quelques études montrent un effet trophique et prolifératif 

du guanosine extracellulaire [391] qui proviendrait probablement de la déphosphorylation 

du GTP relâché dans le milieu extracellulaire. Encore une fois, il manque de preuve 

permettant d'affirmer l'importance physiologique du guanosine extracellulaire et d'infirmer 

la possibilité d'un rôle intracellulaire comme pour l'inosine. En effet, les seuls indices à 

notre disposition sont une diminution des effets du guanosine extracellulaire par l'ajout 

d'antagonistes des récepteurs PI et une absence de réponse à l'inhibition des ENTs par le 

NBTI et le dipyridamole [391]. 

L'importance des récepteurs PI répondant à l'adénosine dans une panoplie de fonctions 

physiologiques et dans diverses pathologies a fait l'objet d'une littérature imposante [29, 

392-395]. L'adénosine est surtout associée à des fonctions de protection, de régénération 

des tissus [29] et de répression de la réponse immune [392]. En effet, l'adénosine peut, 

entre autres, augmenter le rapport de l'oxygène fourni sur l'oxygène consommé, protéger 

des dommages causés par l'ischémie, initier une réponse anti-inflammatoire et promouvoir 

l'angiogenèse [29]. Ces effets sont généralement en opposition avec ceux décrits pour les 

nucleotides. Ce dernier fait est intéressant car il suggère une balance entre l'effet des 

nucleotides relâchés et de l'adénosine provenant en bonne partie de l'hydrolyse de ces 

nucleotides par certaines ecto-nucléotidases. En absence de certaines de ces enzymes, les 

effets dépendants de l'adénosine sont réduits ou absents dans plusieurs tissus [366, 370, 

372, 377, 396]. 
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Récepteur Autres noms Agonistes Antagonistes Références 

V2a 

^2b 

RDC7 

RDC8 

RFL9 

GPCR2 

Adenosine caféine [397-407] 
NECA CGS 15943 A 
CHA DPCPX 
CCPA PSB-36 

SLV320 
BG9928 
ROLOFYLLINE 

Adenosine caféine [402,405,407-411] 
NECA CGS 15943 
CGS 21680 ZM 241385 
2-CN-Ado SCH 412348 

SCH-442416 
KW-6002 
MSX-3 

Adenosine caféine [405,407,408,412-
NECA CGS 15943 414] 
CGS 21680 MRS 1706 
BAY 60-6583 PSB1115 

Adenosine MRS 1191 [405,415-419] 
NECA MRS 1220 
CL-IBMECA MRS 1334 

ROLOFYLLINE (KW-3902) provient de Merck. Des antagonistes du récepteur A2a de 
première génération comme le SCH 58261 furent remplacés par le SCH 420814. 

1.3.4.2 Récepteurs à l'adénine 

Récemment, deux nouveaux récepteurs AdeRl et AdeR2 répondant à la base azotée 

adenine et liés à la protéine Gj ont été décrits. Le premier récepteur (AdeRl) a été identifié 

par criblage des récepteurs orphelins chez le rat en 2002 [420] et possède un ortologue 

potentiel chez la souris soit la protéine hypothétique MrgAlO. Cependant, cette dernière 

n'a pas encore été caractérisée. L'ARNm correspondnat à AdeRl est détecté 

principalement dans les petits neurones du ganglion spinal, mais aussi au niveau du cortex 

cérébral, de l'hypothalamus, des poumons, des leukocytes du sang périphérique et des 

ovaires [420]. L'injection intrathécale d'adénine facilite la réponse électrique des neurones 
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dans un modèle d'inflammation et pourrait participer à la nociception [421]. Le second 

récepteur (AdeR2) a été identifié plus récemment, en 2008, chez la souris [422]. À ce jour, 

aucun homologue de ce récepteur n'a encore été décrit chez d'autres espèces et son profil 

d'expression demeure essentiellement inconnu. Chez l'humain, l'adénine est associée à la 

défaillance rénale chronique [423] et une étude a montré un site de liaison à la surface des 

cellules d'origine humaines HEK293 d'affinité semblable à la liaison de AdeRl du rat 

[424], mais aucun récepteur homologue à AdeRl ou à AdeR2 n'a encore été trouvé. 

Finalement, les raisons de la présence d'adenine dans le milieu extracellulaire, de même 

que son origine (possible dégradation de l'adénosine), reste à être élucidées. 

1.3.4.2 Élimination des nucleosides extracellulaires 
Comme pour les nucleotides, il existe des mécanismes permettant d'éliminer les niveaux 

élevés de nucleosides du milieu extracellulaire. En effet, les concentrations extracellulaires 

de certains nucleosides puriques, adenosine, inosine et hypoxanthine ont été mesurées [58, 

384, 425] et doivent être rapidement éliminées du milieu extracellulaire afin d'éviter une 

stimulation prolongée des récepteurs PI ou leur désensibilisation. 

Les cellules peuvent dégrader les divers nucleosides puriques à l'aide des enzymes 

adenosine désaminase (ADA) et nucleoside purique phosphorylase (PNP) qui métabolisent 

respectivement l'adénosine en inosine et l'inosine en hypoxanthine. Contrairement aux 

nucleotides, les cellules peuvent aussi recouvrer les nucleosides ainsi que les bases azotées 

du milieu extracellulaire grâce à deux familles de transporteurs; soit la famille SLC29 ou 

« equilibrative nucleoside transporter » (ENT) et la famille SLC28 ou « concentrative 

nucleoside/nucleobase transporter » (CNT). Ces transporteurs sont importants pour 

terminer l'action des nucleosides extracellulaires, mais aussi pour récupérer les nucleosides 

du milieu et éviter une nouvelle synthèse ou encore permettre aux types cellulaires ne 

pouvant pas synthétiser de nucleosides/nucleotides de les récupérer de leur environnement. 
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1.3.4.2.1 Adenosine désaminase (ADA; EC 3.5.4.4) 
L'ecto-adénosine désaminase (ecto-ADA) est une enzyme qui catalyse la réaction de 

désamination de l'adénosine (en inosine) et la 2-déoxyadénosine (en déoxyinosine) dans le 

milieu extracellulaire [55, 426]. A ce jour, seulement deux isoenzymes ont été mises en 

évidence soit ADA1 et ADA2 correspondant respectivement aux gènes ADA [427] et 

CECR1 chez l'humain [428]. Ces deux isoenzymes seraient retrouvées principalement dans 

le cytoplasme, mais peuvent se retrouver aussi dans le sérum [429]. Apparemment, l'ecto-

ADA membranaire correspond à 1'isoenzyme ADA1 (sous forme dimérique) complexée à des 

protéines membranaires intégrales telles que CD26 ou les récepteurs à l'adénosine Ai et A2b 

[426, 430], mais sa topologie membranaire demeure inconnue. Les deux isoenzymes peuvent 

être distinguées par l'inhibition par l'érythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adénine (EHNA) 

puisque ADA1 est bloquée [429, 431], alors qu'ADA2 est insensible à cette molécule [55, 

432, 433]. 

Il semble qu'une forte activité ADA soit présente à la surface des leucocytes tels que les 

lymphocytes [426, 434], les neutrophiles [435] et les cellules dendritiques [430, 436]. 

L'absence d'ADAl entraine une lymphopénie sévère et une immunodéficience chez 

l'homme et la souris où l'expression du gène a été interrompue après la naissance car les 

souris déficientes en ADA1 meurent in utero à 18,5 jours post fécondation [55]. Pour leur 

part, les macrophages expriment l'isoenzyme ADA2 qu'ils peuvent relâcher, en conditions 

hypoxiques et en présence de tumeurs. 

1.3.4.2.2 Nucleosides puriques phosphorylase (PNP ; EC 2.4.2.1.) 
L'inosine produite par l'ADA peut être dégradée en hypoxanthine. Effectivement, des 

concentrations d'hypoxanthine importantes ont déjà été mesurées dans le milieu 

extracellulaire [58, 425]. L'enzyme responsable de cette dégradation est probablement une 

« nucleoside purique phosphohydrolase » (PNP). Deux gènes, PNP1 et PNP2, codant pour 

deux protéines différentes ont été clones chez l'humain et la souris. Ces deux protéines 

sont capables de métaboliser l'inosine (ou le 2'-3'-déoxyinosine) et la guanosine (ou la 2'-

3'-déoxyguanosine) en hypoxanthine et en xanthine respectivement (Figure 6). L'enzyme 

PNP1 est surtout localisée dans le cytoplasme et il n'existe aucune information quant à la 
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localisation de PNP2. Cependant, le métabolisme de l'[3H]inosine en [3H]hypoxanthine par 

des cellules épithéliales bronchiques et des lignées de leucocytes intactes [55] ainsi que la 

dégradation de l'adénosine extracellulaire en hypoxanthine par les astrocytes et les cellules 

gliales [437] suggèrent la présence de l'une ou l'autre de ces protéines à la surface des 

cellules en question. L'absence de PNP mène, comme pour l'ADA, à un phénotype 

d'immunodéficience sévère, mais aussi à des troubles neurologiques [55]. Aucune étude ne 

permet de distinguer si ces phénotypes sont liés à un problème de métabolisme des 

nucleosides à l'intérieur ou à l'extérieur des cellules. 

,0 N^SJ-^ 
0 . -OH 

..J V.. N " N ^ HO OH 
HO 

HO "OH 

inosine hypoxanthine ribofuranose 

o 

„ N 1 L S ^ ^Ov ^OH 

HO 
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guanosine xanthine ribofuranose 

Figure 6 : Représentation de l'activité nucleosides puriques phosphorylase (EC 2.4.2.1.) 

1.3.4.2.3 SLC29 ou « equilibrative nucleoside transporter » 
Les nucleosides peuvent aussi réintroduire la cellule via des transporteurs. La première 

famille de transporteur, les « equilibrative nucleoside transporter » (ENT), ou SLC29, 

permet un passage bidirectionnel de nucleosides tels que l'adénosine, la thymidine, la 

cytidine, la guanosine, 1'uridine, l'inosine et l'hypoxanthine [438-440]. Les transporteurs 

ENTs sont retrouvés chez la plupart des organismes eucaryotes et procaryotes [441, 442]. 

Chez l'humain et la souris, tous les types cellulaires expriment un ou plusieurs des quatre 

transporteurs ENT [443], soit ENT1, ENT2, ENT3 et/ou ENT4. Ces transporteurs sont 

caractérisés par onze domaines transmembranaires et peuvent généralement être inhibés par 

le dipyridamole [43, 444]. Toutefois, les différents transporteurs de la famille possèdent 
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des propriétés différentes. Par exemple, ENT1 a une forte affinité pour l'adénosine et ne 

permet pas le passage de 1'uridine alors que le transporteur ENT2 favorise l'entrée de 

l'inosine et de l'hypoxanthine, deux nucleosides résultant de la dégradation de l'adénosine 

comme nous l'avons vu précédemment. Cependant il laisse aussi entrer l'uridine [43]. De 

plus ce dernier n'est pas inhibé par les inhibiteurs des ENT tels le dipyridamole [43]. Le 

transporteur ENT3 a une sélectivité similaire à ENT2 [43], alors que le transporteur ENT4 

est un transporteur permettant le transport de la sérotonine favorisant aussi l'entrée 

d'adénosine lors d'une acidification du milieu [445]. La régulation de l'expression de ces 

transporteurs n'est essentiellement pas connue, à l'exception d'ENTl dont l'expression est 

sensible à la concentration de déoxynucléotides dans la cellule. Le mécanisme derrière ce 

phénomène est encore inconnu [43]. 

1.3.4.2.4 SLC28 ou « concentrative nucleoside transporter » 
Les récepteurs CNT permettent l'entrée des nucleosides dans la cellule, mais contrairement 

au passage passif et de faible affinité des ENTs, les transporteurs CNT possèdent une forte 

affinité pour les nucleosides et ont besoin d'ions Na+ pour permettre le passage des 

nucleosides par gradient de concentration [44]. Ces transporteurs permettent aussi le 

passage de molécules ayant une structure semblable aux nucleosides, généralement utilisées 

comme antiviraux (zidovudine (AZT), ribavirin, etc.) ou dans la chimiothérapie contre le 

cancer (5-fluoro-déoxy-2'-uridine (FdU), cladrabine, gemcitabine, etc.). Ces transporteurs 

possèdent treize domaines transmembranaires [44]. L'expression des CNTs est régulée par 

divers facteurs tels que le cycle cellulaire, certaines hormones [44] ainsi qu'en présence de 

conditions inflammatoires [446, 447] 
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1.4 Nucleotides extracellulaires : inflammation 

Maintenant que nous avons abordé tous les aspects de la signalisation par les nucleotides, 

regardons plus précisément le rôle joué par cette voie de signalisation dans un processus 

physiologique donné, soit l'inflammation. 

1.4.1 La réponse immune 

Tous les organismes vivants doivent faire face à des agressions par certains 

microorganismes (virus, bactéries, champignons, protozoaires) et ont dû développer des 

moyens de contrer ces attaques souvent destructrices. Au cours de l'évolution, les 

mammifères ont développé un système immunitaire qui leur permet de faire face à ces 

agressions. Celui-ci est composé de deux types de réponses complémentaires et qui 

pourraient même s'avérées être reliées, soit la réponse innée et la réponse acquise 

hautement spécifique [448]. Ce système complexe de défense peut reconnaître un corps 

étranger ou un agent pathogène et initier dans un premier temps une réponse non-

spécifique, dite réponse inflammatoire. Cette réponse implique certains leucocytes 

(globules blancs) tels que les neutrophiles, les éosinophiles, les monocytes/macrophages, 

les cellules NK et les cellules dendritiques et a pour rôle la neutralisation de l'agent 

pathogène peu importe sa nature [448]. Dans les cas où cette réponse est insuffisante, 

l'organisme initiera une réponse immune spécifique qui permettra de monter une défense 

efficace et dirigée, particulièrement contre un agent pathogène donné. Cette réponse 

acquise implique d'autres types de leucocytes tels que les cellules dendritiques, les 

lymphocytes B et lymphocytes T, et permet la génération d'un répertoire quasi infini de 

récepteurs spécifiques aux microorganismes pathogènes rencontrés au cours de la vie [448]. 

Cependant, tous les microorganismes ne sont pas nécessairement des agents pathogènes. 

En effet, nous n'avons qu'à penser aux milliards de bactéries logeant dans l'intestin et qui 

sont essentielles à la dégradation et l'assimilation du bol alimentaire, mais qui peuvent 

rapidement devenir problématiques si elles sont retrouvées dans le sang. L'organisme a 

donc besoin de reconnaître non pas seulement la présence de microorganismes, mais aussi 
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leur « pathogénicité » avant de monter une réponse immune. La façon exacte dont 

l'organisme s'y prend reste un sujet d'étude encore aujourd'hui. La théorie actuellement 

acceptée est celle proposée par Polly Matzinger qui suggère que la réponse immune débute 

par un signal de danger suite à un dommage, un stress tissulaire ou la mort cellulaire et que 

les cellules immunitaires recrutées vont monter une réponse immune seulement en présence 

d'un agent pathogène. Dans le cas contraire, elles vont simplement nettoyer le site ayant 

subit un traumatisme et initier des mécanismes de réparation [449, 450]. Ce modèle sous-

entend que l'organisme peut reconnaître et distinguer le danger de l'agent pathogène afin 

de pouvoir répondre de manière efficace. Comme le modèle précédent prétendait que les 

cellules du système immunitaire inné montaient une défense en présence seulement d'un 

agent pathogène, nous avons pu mettre en évidence des motifs moléculaires conservés 

associés aux pathogènes (PAMPs) et les récepteurs capables de les reconnaître [451, 452]. 

Par contre, les signaux impliqués dans la perception du danger sont un concept récent et ont 

reçu beaucoup moins d'attention. De plus, la définition associée à la notion de danger étant 

abstraite, les signaux de danger commencent à peine à être identifiés. En effet, la 

découverte de récepteurs membranaires capables de reconnaître des protéines 

cytoplasmiques ou des produits de dégradation de la matrice extracellulaire générés 

seulement en condition de stress supporte la notion de danger et a apporté des pistes 

d'études. 

Les nucleotides extracellulaires semblent de bons candidats comme signaux de danger 

puisqu'ils sont retrouvés à de fortes concentrations dans le cytoplasme [453], En effet, ils 

peuvent être rapidement relâchés lors d'un traumatisme comme nous l'avons vu 

précédemment [35, 50, 53]. De plus les leucocytes et les cellules endothéliales expriment 

plusieurs récepteurs P2 leur permettant de répondre aux nucleotides [14, 50, 228, 454, 455]. 

Enfin, ils peuvent être éliminés rapidement du milieu extracellulaire par des ecto-

nucléotidases aussi présentes chez les leucocytes et les cellules endothéliales [12, 279, 

361]. 
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1.4.2 L'inflammation 

L'origine du terme inflammation remonte à l'Antiquité et serait attribuable à Aulus 

Cornelius Celsus qui en fait mention dans son ouvrage « De Medicina libri octo » 

(traduction française ; [456]). Lors d'une lésion au niveau de la peau, on pouvait observer 

une inflammation associée à quatre signes caractéristiques, soit la rougeur ou érythème 

(rubor), l'enflure ou œdème (tumor), la chaleur (color) et la douleur (dolor). On a depuis 

ajouté un cinquième signe soit la perte, ou l'altération, des fonctions du tissu atteint (functio 

laesa ;[457, 458]). Ces signes cardinaux de la réaction inflammatoire découlent de la 

vasodilatation, de la migration de leucocytes et 1'extravasation du plasma au site 

inflammatoire lors d'une infection par un microorganisme, ou d'une lésion suite à un 

traumatisme physique. En effet, la vasorelaxation favorise l'exsudation de plasma sanguin 

et de protéines plasmatiques qui se traduisent par de la rougeur, de la chaleur et de l'œdème 

[458]. Le tissu distendu par l'œdème, relâche certains signaux qui, avec certaines protéines 

plasmatiques, peuvent être perçus comme douloureux par les terminaisons nerveuses 

présentes dans le tissus. 

Il est intéressant de noter que plusieurs indices suggèrent que l'ATP peut induire la réaction 

inflammatoire. D'abord, l'injection d'ATP chez la souris, le rat ou l'humain provoque de 

l'œdème [459, 460], de la rougeur [460, 461] et de la douleur [460-463], trois des signes 

caractéristiques de l'inflammation. De plus, la co-injection d'ATP avec d'autres signaux 

pro-inflammatoires comme la bradykinine [464, 465] et la prostaglandine E2 (PGE2) [462] 

accentue 1'extravasation du plasma sanguin ou la douleur. Ensuite, comme nous l'avons vu 

précédemment, les nucleotides peuvent être relâchés lors d'un traumatisme [63, 69] et 

activer les récepteurs P2 présents sur l'endothélium. Des études ont montré que 

l'activation des récepteurs P2Xi, P2X4, P2Yi et P2Y2 de l'endothélium mène à une 

production de signaux vasorelaxants tels que la prostacycline (PGI2), l'oxyde nitrique (NO) 

et le facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium (EDHF), et par conséquent une 

vasodilatation locale [340, 466-468]. À l'opposé, le dinucléotide Up4A cause une 

vasoconstriction et a été proposé comme candidat possible au « facteur de vasoconstriction 

dérivé de l'endothélium » (EDCF) [32]. Finalement, les récepteurs P2X3, P2X2/3, P2X4 et 
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P2X7 présents au niveau des terminaisons nerveuses participent à la perception de la 

douleur, ou à l'hyperalgésie dans des modèles d'inflammation chez le rat et la souris [469-

471]. À l'opposé, les nucleotides UTP et l'UDP [472] ainsi que l'adénosine via l'activation 

du récepteur Ai [473-475] auraient des effets analgésiques. Il semble donc que la 

signalisation par les nucleotides joue un rôle important dans l'inflammation et la perception 

de la douleur inflammatoire et une fois de plus les nucleotides pourraient être de bons 

signaux de danger. 

1.4.3 Les leucocytes et l'inflammation 

La plupart des tissus possèdent des cellules immunitaires résidentes [458] pouvant être 

divisées en deux types, soit des cellules riches en granules sécrétoires et des cellules 

phagocytaires. Par exemple, les mastocytes et les cellules de Paneth (intestin) sont des 

cellules riches en granules contenant des médiateurs chimiques ou des molécules 

bactéricides [476, 477]. Les histiocytes dermiques (peau), les cellules microglials 

(système nerveux central), les cellules de Kupffer (foie) ou les macrophages alvéolaires 

(poumon) sont des macrophages résidents avec une grande capacité de phagocyter des 

corps apoptotiques et des microorganismes [451, 458]. La reconnaissance d'agents 

pathogènes par ces cellules résidentes mène à une libération de signaux capables d'activer 

les cellules endothéliales. Nous savons que d'autres types cellulaires comme les 

fibroblastes et les astrocytes peuvent également participer à l'activation de l'endothélium 

[392, 478, 479]. Une fois activé, l'endothélium va se relaxer, modifier l'expression de 

molécules d'adhésion (E-sélectines, intégrines, ICAM-1, VCAM-1, etc.) et permettre la 

transmigration des leucocytes, ou diapédèse [458]. 

Les leucocytes sont des cellules provenant de la différenciation de cellules progénitrices 

pluripotentes de la moelle osseuse qui circulent dans l'organisme via un système de 

transport efficace impliquant les systèmes sanguin et lymphatique. Ces vaisseaux sont 

tapissés d'une monocouche de cellules endothéliales qui doit être traversée par les 

leucocytes avant qu'ils ne parviennent au site inflammatoire. Des facteurs chimiotactiques 
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(LTB4, IL-8, MCP-1, MIP-2, KC, RANTES, etc.) participent à la migration et la direction 

des leucocytes [458, 480, 481]. 

Parmi les leucocytes migrant au site inflammatoire, les neutrophiles arrivent massivement 

et s'accumulent rapidement dans les premières heures de l'inflammation (6-12 heures) et 

disparaissent normalement après 24-48 heures. Ces cellules sont riches en granules 

sécrétoires contenant, entre autres, des proteases et des protéines bactéricides (ex. : 

cathepsines, gélatinases, défensines et lysozyme) [458]. La relâche rapide de ces granules 

et la production de dérivés réactifs de l'oxygène (H2O2, O ", O", etc.) permettent d'éliminer 

un grand nombre d'agents pathogènes, mais dégradent aussi la matrice extracellulaire 

essentielle à l'intégrité du tissu. Ceci peut mener à une diminution ou une perte de fonction 

du tissu inflammé et peut avoir des effets néfastes. Cependant, il s'agit d'une étape 

nécessaire à la défense de l'organisme. 

Les neutrophiles peuvent libérer de l'ATP en condition inflammatoire et expriment 

plusieurs composantes de la signalisation des nucleotides ainsi que des ecto-nucléotidases. 

En effet, les neutrophiles peuvent relâcher de l'ATP rapidement dégradé en AMP et en 

adenosine [482, 483]. Cette relâche dépendrait d'un mécanisme impliquant la connexine-

43 [73, 396, 482]. La présence de NTPDasel [484, 485], de NPP2 [485] et de phosphatase 

alcaline [485, 486] a été observée chez ces cellules et pourrait expliquer cette dégradation. 

En outre, les neutrophiles expriment presque tous les récepteurs PI et P2 à l'exception de 

P2Yi2 [50, 487, 488] et sont donc en excellente position pour répondre aux nucleotides. 

Par exemple, le récepteur P2Y2 semble participer à la dégranulation, à la relâche d'IL-8 et à 

la chimiokinèse (mouvement aléatoire) [455, 488, 489], alors que la NTPDasel et le 

récepteur A3 se situeraient au front de migration et participerait au chimiotactisme des 

neutrophiles [485, 488]. 

En parallèle, les monocytes arrivent et commencent à s'accumuler au site inflammatoire 

pour atteindre un nombre maximum environ 24 heures après le stimulus inflammatoire. 

Certaines études nous portent à croire que les monocytes migrent indépendamment des 

neutrophiles [490] et qu'ils auraient comme origine un stock provenant de la rate différent 
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des macrophages résidents dans les tissus [491]. Certains monocytes arriveraient au site 

inflammatoire avant même les neutrophiles. Possiblement que ces derniers correspondent 

aux monocytes « patrouilleurs » récemment mis en évidence [492], mais ceci reste à être 

vérifié. Une fois arrivés au site inflammatoire, les monocytes vont pouvoir se différencier, 

soit en macrophages soit en cellules dendritiques dépendamment des signaux rencontrés 

[493, 494]. Il n'est pas encore clair quelle proportion des monocytes se différencieront en 

macrophage et/ou en cellules dendritiques, ni si se sont tous les monocytes migrant au site 

inflammatoire qui se différencient, mais ces cellules proviennent d'une cellule myéloïde 

commune [494]. 

Les macrophages sont souvent considérés comme des « concierges » [495] car ils nettoient 

en phagocytant les agents pathogènes, mais aussi les cellules mortes, les corps 

apoptotiques, les débris matriciels, l'ADN et les agrégats de protéines [458, 495]. Les 

macrophages peuvent demeurer au site inflammatoire plusieurs jours et initier les 

mécanismes d'angiogenèse, de réparation, et/ou de cicatrisation une fois que l'infection ou 

le traumatisme sont résolus pour permettre le retour à l'homéostasie [458, 495]. La 

présence persistante d'agents pathogènes fera intervenir la réponse immunitaire spécifique 

incluant les lymphocytes T et B ainsi que les anticorps (IgM, IgG) où les cellules 

dendritiques jouent un rôle important en présentant aux lymphocytes des antigènes issus de 

l'agent pathogène [448, 496]. Comme mon travail a porté sur les fonctions de la 

NTPDasel chez le macrophage et son rôle dans le processus inflammatoire, je porterai une 

attention particulière à ce dernier leucocyte. 

1.4.4 Rôles du macrophage 

Les monocytes/macrophages sont des cellules inflammatoires jouant un rôle important dans 

la défense de l'organisme, mais aussi dans la guérison d'une blessure et la régulation de la 

réponse immune [458, 495]. Cette grande diversité de réponses montre la plasticité des 

macrophages à répondre à leur environnement et à maintenir l'homéostasie [495]. En effet, 

les monocytes peuvent se différencier en diverses populations de macrophages ayant des 

propriétés différentes et exprimant des récepteurs particuliers à leur surface. Par exemple. 
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la plupart des tissus possèdent des macrophages résidents et les monocytes traversant 

l'endothélium lors de l'inflammation se transforment en macrophages « inflammatoires », 

deux populations différentes de macrophages. Cependant, ce ne sont pas les seuls types de 

macrophages existants. Des macrophages répondant à des signaux lymphocytaires, des 

macrophages spécialisés dans la réparation tissulaire et des macrophages modifiés par les 

tumeurs aidant la croissance de ces dernières ont aussi été observés. Ces macrophages 

diffèrent des macrophages résidents ou inflammatoires, mais malheureusement encore 

aujourd'hui relativement peu d'informations sont disponibles sur ces populations de 

macrophages. Ceci est principalement une conséquence liée à la difficulté d'obtenir un 

nombre suffisant de ceux-ci pour l'expérimentation. La quasi totalité des études porte sur 

les macrophages inflammatoires ou des macrophages provenant de la différenciation soit de 

monocytes ou de cellules pluripotentes de la moelle osseuse par une incubation avec le 

phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA), le LPS et/ou des cocktails de cytokines. Deux 

types de macrophages peuvent résulter de cette différenciation, soit les macrophages de 

type Ml (LPS plus l'IFNy ou PMA) soit ceux de type M2 (activation alternative). Les 

macrophages Ml ont des propriétés microbicides importantes et peuvent promouvoir une 

réponse des lymphocytes Thl via l'IL-12, alors que les macrophages M2 vont plutôt 

favoriser une réponse des lymphocytes Th2 [497]. 

Malgré leurs différences fonctionnelles, les macrophages peuvent tous détecter les agents 

pathogènes et/ou des signaux de danger via certains récepteurs, dont les récepteurs 

membranaires « Toll-like » (TLRs), les récepteurs du mannose et les récepteurs 

« scavenger » ainsi que via des récepteurs cytoplasmiques NLRs [448, 452]. Les 

récepteurs P2 pourraient aussi permettre la détection du danger en répondant aux 

nucleotides relâchés dans le milieu extracellulaire. Selon le type de macrophage, 

l'activation de ces récepteurs va pouvoir augmenter leur capacité phagocytaire et 

augmenter leur motilité, induire la production de certaines cytokines et chimiokines ou 

permettre le recrutement de cellules plus spécialisées telles que les lymphocytes. Certaines 

données expérimentales récentes suggèrent que les nucleotides extracellulaires participent 

ou influencent la signalisation de certains de ces récepteurs, plus particulièrement les 

récepteurs TLR et NLR. Je reviendrai sur ces récepteurs ultérieurement. 
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Les monocytes et les macrophages, tout comme les neutrophiles, peuvent relâcher de l'ATP 

en condition de stress [72, 498] et possèdent un large éventail de récepteurs aux 

nucleotides. Les ARNm pour les récepteurs P2Xh P2X,, P2X5, P2X7, P2Y|, P2Y2, P2Y4, 

P2YÔ, P2Yn, P2Yi2 et P2Yu, CysLTi, CysLT2, A2a et A2b ont déjà été détectés chez les 

macrophages [14, 50, 228, 499], alors que les monocytes expriment aussi le récepteur 

P2Yi3 [50]. Au niveau protéique, l'expression des récepteurs P2Yi, P2Y2, P2Y6, P2X( et 

P2X7 a été confirmée [231-235]. Il semble que l'expression de ces récepteurs peut varier 

en fonction du type de macrophage ou du niveau de différenciation de ceux-ci. En effet, 

une augmentation de l'expression des récepteurs P2X7, P2Yi et P2Y2 a été observée lors de 

la maturation des monocytes ainsi que pendant l'inflammation [50]. Mentionnons aussi 

que les macrophages péritonéaux de souris élicités à l'huile minérale expriment peu le 

récepteur P2X7, alors que ceux élicités au thioglycollate préservent l'expression de ce 

récepteur [500]. Finalement, le récepteur P2Xi est exprimé par les macrophages 

péritonéaux résidents [501], mais est exprimé par moins de 10% des macrophages élicités 

au thioglycollate [234]. L'expression de plusieurs récepteurs P2 par les macrophages et les 

exemples de variations d'expression entre les différents types de macrophages suggèrent un 

rôle important des nucleotides chez ces cellules. 

1.4.5 Récepteurs « Toll-like » (TLR) 

La famille des récepteurs TLR permet la reconnaissance de motifs conservés chez les 

agents pathogènes et de signaux de danger. En effet, des éléments conservés chez les 

agents pathogènes comme des protéoglycanes bactériens ou la flagelline, de même que 

certaines protéines cytoplasmiques ou produits de dégradation de la matrice extracellulaire 

(normalement absents de l'environnement tissulaire comme l'HSP60, l'HSP70 et l'acide 

hyaluronique) peuvent être détectés par les récepteurs TLR (Tableau 7) [452, 502, 503]. 

Ces récepteurs possèdent une portion cytoplasmique hautement homologue aux récepteurs 

de 1TL-1, une longue région extracellulaire riche en leucines et un domaine 

transmembranaire [502, 503]. Les TLR1, TLR2 et TLR4 sont exprimés à la surface des 
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cellules [503], alors que les TLR3, TLR7 et TLR9 se retrouvent dans des compartiments 

intracellulaires [503]. 

Les récepteurs « Toll-like » sont exprimés par la plupart des leucocytes, mais aussi par 

plusieurs autres types cellulaires [503-505]. Les macrophages pour leur part expriment la 

majorité des récepteurs TLR [503, 504, 506], mais l'expression des récepteurs TLR3 et 

TLR5 n'est pas toujours détectée dépendamment de la source de macrophages ou des 

conditions expérimentales [503, 506]. 

La signalisation par les TLRs implique plusieurs protéines dont MyD88, IRAKI, IRAK4, 

TIRAP (TIR-domain-containing adaptor protein), et TRAF-6 et mène à l'activation des 

facteurs de transcription NF-KB et AP-1 [448, 503]. Ces facteurs de transcription activent 

l'expression de plusieurs cytokines et chimiokines pro-inflammatoires telles que 1TL-1, le 

TNFa et 1TL-8 [507]. Cependant, notre laboratoire a montré récemment que la libération 

d'IL-8 induite par l'activation du récepteur TLR2 par le Pan^CSrM et l'activation du 

récepteur TLR4 par le LPS était grandement réduite en présence d'apyrase chez les 

monocytes humains [489, 498, 508]. De plus des expériences avec des antagonistes de 

récepteurs P2 suggèrent que les récepteurs P2Y2 et P2YÔ seraient responsables de cette 

relâche d'IL-8 [489, 508]. Enfin, les monocytes libèrent de l'ATP suite à leur activation 

par le LPS [498]. Ceci suggère fortement que certains effets attribués aux TLRs pourraient 

être en fait dus à la relâche de nucleotides extracellulaires et à l'activation de certains 

récepteurs P2. Ceci renforce l'idée d'une double reconnaissance du pathogène et du danger 

par les leucocytes, le monocyte dans le cas présent. 
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Tableau 7 : Récepteurs « Toll-like » 

Récepteurs Localisation Agonistes Origine 

TLR1/2 Membrane plasmique 

TLR2 

TLR3 

TLR4 

TLR7 

TLR8 

TLR9 

TLR 10 

TLR11 

TLR 12 
TLR 13 

Membrane plasmique 

Compartiment 
cellulaire 

Membrane plasmique 

TLR5 Membrane plasmique 

TLR6/2 Membrane plasmique 

Compartiment 
cellulaire 

Compartiment 
cellulaire 

Compartiment 
cellulaire 

Membrane plasmique 

Membrane plasmique 

Lipopeptide triacylique Bactérienne 

Acide lipotéichoïque Bactérienne 
Glycolipides Bactérienne 
Lipoprotéines/Lipopeptides Bactérienne 
Peptidoglycanes Bactérienne 
Porines Bactérienne 
zymosan Champignon 
Pam3CSK4 Synthétique 
HSP70 Hôte 

ARNdb Virale 
Poly I:C Synthétique 

LPS Bactérienne 
Protéines d'enveloppe Virale 
Taxol Végétale 
Plusieurs HSP Hôte/Bactérienne 
fibrinogène Hôte 
Frag, heparan sulfate Hôte 
Frag. acide hyaluronique Hôte 

Flagellin Bactérie 

Lipopeptides diacylique mycoplames 

ARNsb 
Imidazoquinoline Synthétique 
Loxoribine Synthétique 
bropirimine Synthétique 

ARNsb 

Motif d'ADN non-methylé CpG 

(inconnu) 
Profilin 

Bactérie 

Parasite 

(inconnu) 
(inconnu) 

Inspiré de Takeda et al., [503]. 
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1.4.6 Récepteurs « NOD-like » (NLR) 

Les récepteurs « NOD-like » ou NLR constituent une autre famille de récepteurs importants 

dans la reconnaissance des agents pathogènes lors de la réponse immunitaire innée [509]. 

Ces protéines sont retrouvées dans le cytoplasme et ressemblent aux protéines de résistance 

aux agents pathogènes retrouvées chez les plantes [448]. Ces récepteurs contiennent une 

région riche en leucines répétées qui est capable de reconnaître des signaux de 

pathogénicité dans le cytoplasme. Trois sous type de NLR ont été décrits chez les 

mammifères, soit les NALPs, les NOD et les IPAF/NAIP (Figure 7) [448]. Ces protéines 

participent à l'organisation de complexes protéiques comme le signalosome NOD et 

l'inflammasome [448]. Ces deux complexes sont importants pour la reconnaissance 

d'agents pathogènes, l'activation de la cellule infectée et la production de cytokines comme 

1TL-1 qui déclencheront la réponse inflammatoire. 

NALP3 inflammasome 

NALP3 NALP?. 

IPAF inflammasome 

IPAF IPAF 

«se 
Caspase-1 

Q D A S C 

"Caspase-l 

Caspase-1 

Caspase-1 

Inflammasome 

Figure 7 : L'inflammasome. 

Reproduction de la figure 2 de Martinon et a l , paru à la page 239 du volume 27 d'« Annual 
Review of Immunology » [448]. 
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Le signalosome NOD se forme suite à l'oligomérisation des protéines NOD1 ou NOD2 

ayant lié des peptidoglycanes bactériens comme l'acide méso-diaminopimélique (NOD1) et 

les dipeptides muramyles (NOD2) [448]. Ces derniers proviendraient de bactéries 

intracellulaires ou de bactéries phagocytées [448], mais une étude récente met en doute 

cette idée. En effet, chez le macrophage dérivé de la moelle (BMM), le dipeptide 

muramyle (MDP) se retrouve principalement dans des compartiments acides et une 

activation du récepteur P2X7 par l'ATP ainsi que la pannexine-1 sont nécessaires pour le 

passage du MDP vers le cytoplasme où la protéine NOD2 est présente [510]. De plus en 

plus d'études récentes montrent effectivement que le récepteur P2X7 jouerait un rôle 

important dans les échanges membranaires (« trafficking ») [511] et pourrait ainsi permettre 

l'entrée de certains PAMP vers l'intérieur de la cellule. 

L'inflammasome, pour sa part, est un complexe protéique impliqué dans l'activation des 

caspases inflammatoires telles que les caspase-1, -4, -5, -11 et -12. À ce jour trois types 

d'inflammasome impliquant les protéines NALP1, NALP3 (CIAS1, cryopyrine) et IPAF 

ont été décrits, mais 22 protéines NLRs sont connues chez l'humain et 29 chez la souris, ce 

qui laisse entrevoir la formation de plusieurs autres inflammasomes fonctionnels [448]. 

Pour l'instant, nous savons que les protéines NALP1, NALP3 et IPAF servent d'échafauds 

au complexe et permettent de recruter des caspases comme la caspase-1. Ce recrutement se 

fait via le domaine CARD, soit directement dans le cas d'IPAF ou indirectement grâce à la 

protéine adaptatrice ASC pour NALP1 et NALP3. Dans le cas d'IPAF et de NALP3 un 

apport d'ATP ou de dATP semble essentiel à l'oligomérisation du complexe [448, 512]. 

Pour l'instant, les deux principaux rôles du complexe inflammasome seraient le clivage 

protéolytique de la forme immature (pro-IL-1) en sa forme mature (IL-1) essentiel pour la 

relâche des cytokines de la famille de 1TL-1 (IL-1 (3, IL-18, IL-33) et l'induction de la 

pyroptose, une forme de mort programmée associée à une activité antimicrobienne se 

produisant surtout en condition inflammatoire [448, 513]. 

Le mécanisme d'activation de l'inflammasome n'est pas encore clairement identifié, 

cependant, de nombreuses observations montrent un lien entre l'activation du récepteur 
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P2X7, l'ouverture d'un pore cellulaire panx-1 ou une diminution du potassium (K+) 

intracellulaire et l'activation de l'inflammasome NALP3 qui se traduit par l'activation de la 

caspase-1 et la relâche d'IL-lp et d'IL-18 [198, 448, 513-519]. De plus, l'activation 

prolongée du récepteur P2X7 est aussi associée à une mort cellulaire [520-522] présentant 

des similarités avec l'apoptose [523-525] qui pourrait correspondre à la pyroptose. Ces 

observations suggèrent fortement que le récepteur à l'ATP P2X7 participe à l'activation de 

l'inflammasome [519]. Cependant d'autres études montrent que la micro-injection ou la 

transfection de PAMPs dans le cytoplasme peut directement activer l'inflammasome IPAF 

ou NALP3 et dans ce cas l'ATP extracellulaire n'est plus nécessaire à l'activation de 

l'inflammasome et à la libération d'IL-1 [517, 526, 527]. Aucune étude ne montre encore 

clairement de quelle façon les PAMPs entreraient dans le cytoplasme mais comme pour le 

MDP, le récepteur P2X7 pourrait y participer. Néanmoins, il semble qu'une activation 

soutenue du récepteur P2X7 et l'ouverture d'un pore panx-1 mènent à des étapes 

essentielles à une activation subséquente de l'inflammasome NALP3 et la maturation de 

l'IL-ip et 1TL-18 [517, 528]. Il reste à déterminer si l'ouverture du pore pannexine-1 

permet l'entrée de PAMPs dans le cytoplasme de la cellule et/ou par quel mécanisme cette 

ouverture permet la diminution de la concentration de potassium (K+) intracellulaire. 

1.4.7 Interleukine-1 

La famille de 1'interleukine-1 (IL-1 F) comprend onze membres (Tableau 8) dont quatre ont 

été largement étudiés in vitro soit l'IL-la (IL-1F1), IL-ip (IL-1F2), l'IL-lra (IL-1F3) et 

1TL-18 (IL-1F4). Ces protéines sont retrouvées au niveau du cytoplasme sous forme 

immature (pro-IL-1) et peuvent être relâchées en condition inflammatoire suite au clivage 

par la caspase-1, aussi connue sous le nom de l'enzyme de conversion de l'interleukine-1 

(ICE), pour générer la forme active (IL-1). Comme nous venons de le voir, la caspase-1 a 

besoin d'être recrutée par l'inflammasome afin de procéder à cette maturation 

protéolytique. En effet, des études ont montré que les souris déficientes en NALP3 ou en 

ASC montraient un sévère défaut en IL-ip (IL-1F2), mais aussi en IL-18 (IL-1F4) une 

autre cytokine de la famille [529]. En plus, trois autres cytokines de la famille semblent 
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être clivées par le complexe caspase-1/inflammasome, soit 1TL-33 (IL-1F11), 1TL-1F6 et 

1TL-1F7 [529-531], afin d'être relâchées ou de pouvoir être transloquées au noyau [529-

531]. Bien que l'activation du récepteur P2X7 par l'ATP semble essentielle pour 

l'activation de l'inflammasome [517, 528], le rôle de l'ATP et de P2X7 a seulement été 

montré pour l'IL-ip et 1TL-18 et reste à être confirmé pour la maturation de 1TL-33, 

IL-1F6 et TIL-1F7. 

La cytokine IL-ip (IL-1F2) joue un rôle important dans l'initiation de l'inflammation [529, 

532] et semble impliquée dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques telles que 

l'arthrite rhumatoïde ainsi que des troubles neurodégénératifs comme les maladies 

d'Alzheimer et de Parkinson [532]. Les macrophages représentent la source majeure d'IL-

ip [532, 533]. La signalisation par l'IL-ip est complexe et implique plusieurs protéines. 

En effet, l'IL-la et l'IL-ip possèdent un récepteur actif, le récepteur IL1R1, une 

glycoprotéine de 80 kDa exprimée principalement au niveau des cellules endothéliales, des 

cellules du muscle lisse, des hépatocytes, des fibroblastes, des kératinocytes, des cellules 

dendritiques de l'épiderme et des lymphocytes T [534]. Elles possèdent également un 

récepteur leurre 1TL-1R2 inactif exprimé surtout par les cellules lymphoïdes et les cellules 

myéloïdes [535]. Ces deux récepteurs se concurrencent pour la liaison de l'IL-la, l'IL-ip, 

mais aussi avec une protéine accessoire ILIRAcP nécessaire pour former un complexe de 

haute affinité avec 1TL-1R1 et engendrer la réponse cellulaire à 1TL-1 [534]. De plus, l'IL-

lra est un antagoniste naturel du récepteur IL-1 RI et est commercialise depuis plusieurs 

années sous le nom d'ANAKINRA pour le traitement de l'arthrite rhumatoïde et d'autres 

pathologies où 1TL-1 est impliquée [529]. Bien que l'IL-la, l'IL-ip et l'IL-lra se 

concurrencent pour les mêmes récepteurs, l'affinité du récepteur leurre IL1R2 est beaucoup 

plus forte pour l'ILlp que pour l'ILla ou ILlra [536, 537]. Il semble qu'un système aussi 

complexe de signalisation existe aussi pour 1TL-18 et l'IL-33 (voir détails dans [529]). 

Finalement, dans le cas de 1TL-33, il n'est pas encore évident si cette cytokine est relâchée 

dans le milieu extracellulaire où elle pourrait avoir des effets physiologiques en activant le 

récepteur IL-1R4 (ST2/Fit-1), ou si elle est transférée au noyau comme l'IL-la et 1TL-1F7 

[529]. Une étude récente a montré que son clivage par la caspase-1 inactiverait la protéine 

plutôt que de l'activer comme pour l'IL-ip et 1TL-18 [538]. 
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Tableau 8 : Famille de 1'interleukine-1 (IL-1 F) 

Nouveau nom Ancien nom Propriété(s) 

IL-1F1 IL-la Agoniste (pro-inflammatoire) 
IL-1F2 IL-ip Agoniste (pro-inflammatoire) 
IL-1F3 IL-Ira Antagoniste (pro-inflammatoire) 
IL-1F4 IL-18; facteur induisant IFNy Agoniste 
IL-1F5 FIL1Ô Nucléaire ? (anti-inflammatoire) 
IL-1F6 FIL-le Agoniste 
IL-1F7 IL-1H4, IL-1C Nucléaire (anti-inflammatoire) 
IL-1F8 IL-1H2 Agoniste 
IL-1F9 IL-le Agoniste 
IL-1F10 IL-lHy2 Antagoniste ? 
IL-1F11 IL-33 Agoniste 

Tiré de Dinarello « Annual Review of Immunology » [529] 

1.4.8 Ecto-nucléotidases et inflammation 
La présence d'ecto-nucléotidases à la surface des leucocytes est connue depuis plusieurs 

années. Des activités ecto-ATPase [539-542], ecto-ADPase [542], ecto-AMPase [543] et 

phosphodiesterase alcaline 1 (hydrolyse de pnp-TMP) [543] ont été rapportées à la surface 

des monocytes/macrophages, ainsi que d'autres leucocytes [542, 544-546]. L'identité des 

ecto-nucléotidases responsables de ces activités reste encore à être clarifiée, mais la 

NTPDasel, l'ecto-5'-nucleotidase et la phosphatase alcaline semblent être présentes chez 

certains leucocytes. 

La NTPDasel (ou CD39) initialement décrite comme marqueur de l'activation 

lymphocytaire [286, 287, 547] est exprimée par la plupart des leucocytes. En effet, la 

présence de NTPDasel a été rapportée pour les lymphocytes B [484, 547], les lymphocytes 

T activés [484, 547, 548], les lymphocytes Treg [369, 549], les cellules NK et NKT [550], 

les neutrophiles [485] ainsi que sur les cellules myéloïdes comme les cellules de 

Langerhans [551], les monocytes [484, 547], les cellules dendritiques dérivées de 

monocytes [552], certaines sous population de cellules dendritiques circulantes [547, 548] 

et les macrophages résidents de la peau humaine [548] et des testicules de souris [553]. 

Plusieurs études récentes montrent qu'en absence ou en excès de cette enzyme, la réaction 
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inflammatoire est modifiée [369, 485, 549-551, 554]. Il est intéressant de noter que 

l'expression et/ou l'activité de la NTPDasel peuvent être modulées en condition 

inflammatoire. Par exemple, lors d'une blessure liée à l'ischémie-reperfusion, la forte 

présence de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) diminue grandement l'activité de la 

NTPDasel [322, 555]). À l'opposé, une expression accrue de NTPDasel a été observée 

dans des cas d'inflammation chronique comme dans le cas de colite, de pancréatite et 

d'ischémie [556-558]. L'ecto-5'-nucleotidase (CD73) a pour sa part été rapportée sur 

plusieurs leucocytes, dont les cellules mononucléées périphériques du sang [559], les 

lymphocytes B et T [560-562], les lymphocytes Treg [369] et les cellules dendritiques 

[552], mais absente des cellules NK [563] et des neutrophiles [485]. La NTPDasel 

contribue, de concert avec l'ecto-5'-nucleotidase (CD73), à la génération d'adénosine qui 

joue un rôle principalement anti-inflammatoire [368, 369, 554, 564-566]. 

D'autres ecto-nucléotidases ont été détectées sur certains leucocytes. Par exemple, les 

lymphocytes T expriment également la NPP-1 [567] et l'ADA [55], la NDP kinase et 

l'ecto-adénylate kinase [562]. Les lymphocytes B expriment la phosphatase alcaline [568] 

et les ARNm de la NTPDase2 et de NPP2 ont été détectés chez le neutrophile humain 

[485]. 

Au niveau de l'endothélium et des vaisseaux sanguins, deux NTPDases sont présentes, soit 

la NTPDasel, qui est fortement exprimée par les cellules endothéliales [338, 548] et les 

muscles lisses vasculaires [342, 343], et la NTPDase2 qui est retrouvée à la surface des 

pericytes [343] et dans l'adventice des vaisseaux probablement à la surface des fibroblastes 

[342, 343]. La NTPDasel régule la concentration locale de nucleotides du flux sanguin 

[569, 570] et prévient la désensibilisation du récepteur P2Yi plaquettaire [338]. Son rôle 

dans la prévention de la formation de thrombus a été confirmé par les souris déficientes 

(entpdl~'~) [338, 339, 571]. D'autres études ont montré qu'elle pouvait réguler d'autres 

fonctions vasculaires telles que l'angiogenèse [540] et la perméabilité vasculaire [572]. 
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1.4.9 Pathologies inflammatoires 

Finalement, dans certains cas l'inflammation est trop intense ou trop longue (chronique) et 

cause d'importants dommages au tissu atteint ou est à l'origine de pathologies. 

L'athérosclérose [573], la polyarthrite rhumatoïde [574], l'arthrite goutteuse [575], 

l'asthme [576, 577] et les maladies inflammatoires de l'intestin telles que la maladie de 

Crohn et la colite ulcéreuse [578] en sont quelques exemples. Pour chacune de ces 

maladies, des données expérimentales suggèrent un rôle pour les nucleotides ou les 

nucleosides. 

L'importance du processus inflammatoire dans de nombreuses pathologies en fait 

aujourd'hui un champ de recherche dynamique qui rapporte plusieurs milliards de dollars 

américains à l'industrie pharmaceutique [496]. La modulation de la signalisation par les 

nucleotides et les nucleosides fait partie des nouvelles cibles thérapeutiques à l'étude [469, 

471,579-583]. 
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1.5 Hypothèses et objectifs de recherche 
Comme nous venons de le voir, les nucleotides extracellulaires participent à plusieurs 

fonctions physiologiques dont la réponse inflammatoire. Cependant, peu d'études montrent 

comment les cellules modulent cette réponse. Dans plusieurs cas, il semble exister un 

équilibre fin entre la signalisation PI et la signalisation P2 présentant souvent des effets 

opposés. Par exemple, l'activation des récepteurs P2Y2, P2YÔ et P2X7 chez les monocytes 

et les macrophages a des effets pro-inflammatoires comme la relâche des cytokines IL-ip, 

IL-6, IL-18 et TNFa [584] et des chimiokines MCP-1/CCL2 et IL-8 [489, 508, 585] alors 

que l'adénosine via l'activation des récepteurs A2a et A2b inhibe la production des cytokines 

et chimiokines pro-inflammatoires telles que TNFa et MIP-la/CCL3 et IL-12, et favorise la 

production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 [392, 583]. Comme les nucleotides 

sont relâchés dans le milieu extracellulaire lors de l'inflammation [63, 69] les effets anti

inflammatoires dûs à l'adénosine devraient dépendre des ecto-nucléotidases telles que la 

NTPDasel, l'ecto-5'-nucleotidase et la phosphatase alcaline non-spécifique à un tissu 

(TNAP/ALPL; akp-2) exprimées par les leucocytes et les cellules endothéliales. 

Nous avons émis l'hypothèse que les ecto-nucléotidases peuvent réguler finement la 

signalisation par les nucleotides et ainsi moduler l'inflammation. Les macrophages, 

cellules clef du processus inflammatoire, présentent une forte activité ecto-ATPasique qui 

pourrait être due à la présence de la NTPDasel. Nous croyons que cette ecto-nucléotidase 

présente chez le macrophage participera à cette modulation de l'inflammation en contrôlant 

l'activation de récepteurs P2 à sa surface en gérant la concentration des nucleotides 

extracellulaires. Des résultats préliminaires et le rôle suggéré de récepteur détectant le 

danger ont dirigé nos expériences vers le récepteur P2X7. 

Au début de mes études doctorales, nous n'avions qu'une connaissance très sommaire des 

ecto-NTPDases [265]. La première partie de mon doctorat a donc consisté à caractériser 

une nouvelle ecto-NTPDase de souris qui venait juste d'être clonée à mon arrivée au 

laboratoire et à comparer les propriétés biochimiques des ecto-nucléosides triphosphates 

diphosphohydrolases retrouvées au niveau de la membrane plasmique afin d'avoir une 
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meilleure idée de leur influence potentielle sur la signalisation par les nucleotides et leurs 

effets sur les récepteurs P2. 

La seconde partie de mon doctorat a consisté à comprendre le rôle joué par les NTPDases 

chez le macrophage. Nous avions à notre disposition seulement deux outils soit l'inhibiteur 

commercial de l'activité ecto-ATPase, l'ARL 67156 [586], ainsi que des souris déficientes 

en NTPDasel [338] desquels nous pouvons obtenir des macrophages. Comme la 

spécificité de l'ARL 67156 n'avait jamais été déterminée et que plusieurs ecto-ATPases 

avaient été décrites (NTPDasel, 2, 3 et 8, NPP1-3 et la phosphatase alcaline), nous avons 

caractérisé la spécificité d'inhibition de l'ARL 67156 afin de nous permettre de savoir si cet 

inhibiteur pouvait être utilisé pour étudier le rôle de la NTPDasel chez le macrophage. 

Finalement, nous avons voulu confirmer l'expression de la NTPDasel chez le macrophage 

et procédé à sa caractérisation fonctionnelle le cas échéant. 
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Chapitre 2 : Clonage et caractérisation de la 
NucléosideTriphosphates Diphosphohydrolase-8 de 
souris. 
Article publié dans Biochemistry et intitulé "Cloning and characterization of mouse 
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase-8" 

Ce chapitre sous forme d'article montre le clonage et la caractérisation d'une nouvelle 

enzyme de la famille des NTPDases chez la souris, la NTPDase8. Suite à une analyse de la 

banque d'«Expressed Sequence Tag» (EST) de NCBI, l'ADNc a été clone par RT-PCR. 

Le gène est exprimé dans le foie de souris, possède un cadre de lecture ouvert de 1491 

paires de bases et code pour une protéine de 497 acides aminés avec un poids moléculaire 

autour de 54 650 Da et un point isoélectrique prédit de 5,94. Chez la souris, la séquence 

génomique est localisée au niveau du locus A3 du chromosome 2 et comprend 10 exons. 

La séquence d'acides aminés déduite à partir de la séquence nucléotidique a révélé huit 

sites potentiels de N-glycosylation, deux domaines transmembranaires aux deux extrémités 

de la protéine, cinq régions ACR conservées (« apyrase conserved regions ») et entre 20 à 

50% d'identité avec les autres membres de la famille des NTPDases de mammifères. 

L'ARNm a été détecté par buvardage de type Northern dans le foie, le jejunum et les reins. 

L'étude des propriétés biochimiques de cette enzyme exprimée par transfection transitoire 

dans des cellules COS-7 démontre qu'il s'agit bien d'une nouvelle ecto-NTPDase. En 

effet, les cellules transfectées acquièrent à leur surface la capacité d'hydrolyser les 

nucleosides triphosphates et diphosphates tels que l'ATP, l'ADP, l'UTP et l'UDP, alors 

que les nucleosides monophosphate, tels que l'AMP, ne sont pas hydrolyses. De plus, cet 

activité catalytique requière absolument la présence de cations divalents (Ca + > Mg2+). Le 

pH optimal est entre 5,5 et 8,0 pour l'hydrolyse de l'ATP et 6,4 pour l'hydrolyse de l'ADP. 

Les valeurs de Km apparent obtenues avec les lysats des cellules transfectées, montrent que 

cette enzyme a plus d'affinité pour les nucleotides adényliques qu'uridyliques et préfère les 

nucleosides triphosphates aux nucleosides diphosphates (£m, app en pM de 13 pour l'ATP, 

41 pour l'ADP, 47 pour l'UTP et 171 pour l'UDP). Nous avons confirmé par HPLC que 

l'hydrolyse des nucleosides triphosphates génère une accumulation transitoire de 
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nucleosides diphosphates, tel que suggéré par les valeurs de Km apparent. Puisque cette 

nouvelle enzyme correspond à une NTPDase, nous avons proposé le nom de NTPDase8. 

Les propriétés biochimiques de cette enzyme et sa préférence pour les nucleosides 

triphosphates devraient permettre à la NTPDase8 de moduler le niveau de nucleosides 

triphosphates et conséquemment l'activation des récepteurs P2, mais de façon alternative 

aux autres NTPDases membranaires connues. 
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2.1 Abstract: 
A novel mammalian plasma membrane bound nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 

(NTPDase), named NTPDase8, has been cloned and characterized. Analysis of cDNA 

reveals an open reading frame of 1491 base pairs encoding a protein of 497 amino acid 

residues with an estimated molecular mass of 54650 Da and a predicted isoelectric point of 

5.94. In a mouse, the genomic sequence is located on chromosome 2A3 and is comprised 

of 10 exons. The deduced amino acid sequence reveals eight putative N-glycosylation 

sites, two transmembrane domains, five apyrase conserved regions and 20-50% amino acid 

identity with other mammalian NTPDases. mRNA expression was detected in liver, 

jejunum and kidney. Both intact cells and crude cell lysates from COS-7 cells expressing 

NTPDase8 hydrolyzed P2 receptor agonists, namely, ATP, ADP, UTP and UDP, but did 

not hydrolyze AMP. There was an absolute requirement for divalent cations for catalytic 

activity (Ca2+ > Mg2+) with an optimal pH between 5.5 and 8.0 for ATP and 6.4 for ADP 

hydrolysis. Kinetic parameters derived from analysis of crude cell lysates showed that the 

enzyme had lower apparent Km values for adenine nucleotides and for 

triphosphonucleosides (Km, app of 13 pM for ATP, 41 pM for ADP, 47 pM for UTP and 171 

pM for UDP). Hydrolysis of triphosphonucleosides resulted in a transient accumulation of 

the corresponding diphosphonucleoside, as expected from the apparent Km values. 

Enzymatic properties of NTPDase8 differ from those -of other NTPDases suggesting an 

alternative way to modulate nucleotide levels and consequently P2 receptor activation. 
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2.2 Introduction 
Ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase) describes a family of 

mammalian enzymes that catalyze the hydrolysis of y- and P-phosphate residues of 

nucleotides, albeit with different abilities [279]. These enzymes require divalent cations 

(Ca2+ and/or Mg2+) for full enzymatic activity. They are tightly bound to the plasma 

membrane and/or to intracellular organelles by one or two transmembrane domains. The 

catalytic site of NTPDases faces the extracellular milieu (NTPDases 1-3) and/or the lumen 

of intracellular organelles such as the Golgi apparatus and endoplasmic reticulum 

(NTPDases 4-7). NTPDases 5 and 6 may also be found on the plasma membrane and 

secreted following proteolytic cleavage [299]. Members of this family of enzymes share 

five apyrase conserved regions (ACRs). NTPDases have been described under various 

names in the past [279]: NTPDasel (CD39, ATPDase, ecto-apyrase) [286, 288, 289], 

NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) [290-293], NTPDase3 (CD39L3, HB6) [294, 295], 

NTPDase4 (UDPase, LALP70) [297, 298], NTPDase5 (CD39L4, ER-UDPase, PCPH) 

[299-301], and NTPDaseô (CD39L2) [302-304]. Another member found recently and 

named LALP1 may also be considered as NTPDase7 [305]. 

The presumptive role of plasma membrane bound NTPDases, more specifically NTPDases 

1-3, is to regulate the concentration of extracellular nucleotides and thereby modulate their 

biological effects exerted by the activation of numerous P2Y and P2X receptors. A few 

functions have been demonstrated in vivo for NTPDasel. It is a key player in the ability of 

vascular endothelium to block platelet aggregation by clearing ADP from the blood [267, 

286, 338, 339, 569, 587]. Interestingly, NTPDasel activity is also necessary to keep 

platelets functional by preventing P2Y) recept or desensitization at their surface [338] . 

More recently, NTPDasel was shown to be expressed on Langerhans cells where it plays a 

complex role in inflammation and immunity [551]. An opposing function to NTPDasel 

has been demonstrated in vitro for NTPDase2. The latter ecto-nucleotidase facilitates 

platelet aggregation by generating ADP in presence of ATP [343]. Also of significant 

physiological importance is the final conversion of the NTPDase end product AMP to 

adenosine by ecto-5'-nucleotidase. Adenosine exerts various biological effects that often 
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contrast with the functions of P2 receptors. For example, adenosine has antiaggregatory 

and anti-inflammatory properties [588]. 

These observations indicate the importance of tightly regulating extracellular nucleotide 

and nucleoside levels. To date, 15 functional P2 receptors [38, 177, 589, 590] as well as 4 

subtypes of adenosine receptors [387, 588] have been cloned and characterized. Because 

these receptors are expressed in all mammalian tissues, it emphasizes the need for specific 

enzymes that control the nucleotide/nucleoside levels at the cell surface. 

In this paper, we report the identification and characterization of a fourth plasma membrane 

bound NTPDase with distinct biochemical properties that we have named NTPDase8. 

2.3 Experimental Procedures 

2.3.1 Materials. 

Agarose, aprotinin, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), ethylene glycol bis(2-

aminoethyl ether)-N-N-N'-N'-tetraacetic acid (EGTA), 2-(4-morpholino)ethane-sulfonic 

acid (MES), nucleotides, phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), sodium acetate, 

tetrabutylammonium hydrogen sulphate (TBA) and tris(hydroxymethyl)aminomethane 

(Tris) were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, Canada). Glycine was provided by 

Fisher Scientific Ltd (Nepean, Canada). All cell culture media were obtained from 

Invitrogen (Burlington, Canada) and the 24-well plates from VWR Canlab (Mont-Royal, 

Canada). 

2.3.2 RT-PCR Cloning. 

Total RNA was isolated from various mouse tissues, as indicated in Figure 3, with Trizol 

reagent (Invitrogen). cDNA was synthesized with Superscript II (Invitrogen) from 500 ng 

of total RNA with oligo (dT)ig as the primer, according to the instructions of the 

manufacturer (Invitrogen). For amplification, one-fifth of the reverse transcription (RT) 

reaction volume was used as a template in a final volume of 50 pL, containing 0.4 pM 
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primer, 200 pM dNTP and 0.7 unit Tgo DNA polymerase (Roche, Laval, Canada). The 

two following sets of primers were designed based on the 5' and 3' ends of incomplete 

mouse ESTs (GenBank accession numbers BB610017 and AV026718, respectively): (1st 

set) forward 5'GGAGACGGGGTGTGGAGGAC3', reverse 5'GGGGTTCATAAGGG-

CAGGCA3'; (2nd set) forward 5'GTAGGTGGAGACGGGGTGTG3', reverse 

5'GGGTTCATAAGGGCAGGCAT3'. Amplification was started with 2 min at 94 °C 

followed by 35 cycles of denaturation for 1 min at 94 °C, annealing for 2 min at 60 °C, and 

primer extension for 2 min at 72 °C and ended with incubation for 7 min at 72 °C. As 

control, glyceraldehyde dehydrogenase (GAPDH) amplification was used as described 

previously [591]. The PCR product of approximately 1.8 kb obtained from liver was 

purified on a 1% agarose gel using the QIAEX II gel extraction kit (Qiagen, Mississauga, 

Canada) and ligated to pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen). Plasmid DNA was purified with 

the QI Aprep Spin Miniprep kit (Qiagen) and the orientation of the insert was determined by 

restriction-enzyme mapping. Two independent clones (one for each set of primers) with 

the orientation allowing the expression of the protein were amplified and sequenced. One 

clone was completely sequenced in both directions and the second clone in one orientation 

to confirm the sequence obtained from the first clone. Both sequences were identical. 

2.3.3 Northern Blot Analysis. 

Northern blot analysis was performed with total RNA from various mouse tissues extracted 

as described above. RNA (20 pg) was size-fractionated by electrophoresis on 1% agarose 

gel containing 10% formaldehyde and transferred to a Hybond-N+ membrane (Amersham 

Pharmacia Biotech, Oakville, Canada). The membrane was dehydrated at 37 °C for 30 

min, prehybridized with the hybridization buffer (5x SSC, 5x Denhardt's solution, 50 mM 

NaH2P04, 0.1% sodium pyrophosphate, 0.5% SDS, 200 pg/mL salmon sperm DNA, and 

50% formamide), and hybridized with a 32P-labeled cDNA probe in the same buffer not 

containing the Denhardt's solution. The 470-bp fragment generated by the digestion of the 

plasmid containing mouse NTPDase8 cDNA with BstXl was used as a probe. Next, the 

membrane was rinsed with the washing buffer (0.1% SDS and SSC) containing decreasing 
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concentrations of SSC (lx, 0.2x and O.lx), and exposed to X-ray film (Eastman Kodak, 

Rochester, NY). 

2.3.4 Genomic Characterization of Entpd8. 

The NTPDase8 cDNA sequence was used to search the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) mouse genome database. The sequence identified as NT039205 

showed 100% homology with mouse NTPDase8 cDNA. Oligos were designed to clone the 

genomic sequence of mouse Entpd8 in two fragments. PCR products were obtained from 

mouse genomic DNA [592] with the following primers: (1) forward 5'CTGCTGTCCACT-

TCACCCTT3', reverse 5TCCCGCCCAAAGCAGAGGTA3'; (2) forward 5'CAAGAG-

ACATCCTAGCTGCA3', reverse 5'GGGGTTCATAAGGGCAGGCA3'. The two 

fragments of 1.9 and 2.1 kb were purified on an agarose gel and cloned into pcDNA3.1/V5-

His. Plasmids were identified by colony hybridization using a primer labeled with [y-

P]ATP (PerkinElmer Life Sciences, Woodbridge, Canada) and purified as described 

above. Selected clones were sequenced, and exon/intron junctions analyzed with NCBI 

BLAST. 

2.3.5 Cell Transfection and Protein Preparation. 

COS-7 cells were transfected in 10-cm plates using Lipofectamine (Invitrogen), as 

previously described [286]. Briefly, cells were incubated for 5 h at 37°C in Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM) in the absence of fetal bovine serum (FBS) with 6 pg 

of plasmid DNA and 24 pL of Lipofectamine reagent. The reaction was stopped by adding 

an equal volume of DMEM containing 20% FBS, and cells were harvested 40-44 h later. 

For protein-lysate preparation, transfected cells were washed 3 times with Tris-saline buffer 

at 4 °C, harvested by scraping in the harvesting buffer (95 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, and 

45 mM Tris at pH 7.5), and washed twice by centrifuging at 300g for 10 min at 4 °C. Cells 

were resuspended in the harvesting buffer containing 10 pg/mL aprotinin and sonicated. 

Nuclei and cellular debris were discarded by centrifuging at 300g for 10 min at 4 °C, and 
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the supernatants, indicated in the text as crude cell lysates, were stored at -80 °C until used. 

Protein concentration was estimated by the Bradford microplate assay using bovine serum 

albumin (BSA) as a standard [593]. 

2.3.6 NTPDase Activity Measurement. 

Enzyme activity in the protein fractions was determined as previously described [288]. 

Briefly, enzyme activity was measured at 37 °C in 0.5 mL of the following incubation 

medium: 5 mM CaCl2 either with 100 mM Tris at pH 7.4 or with 100 mM MES at pH 6.4 

or as indicated. Crude cell lysates were added to the incubation mixture and preincubated 

at 37°C for 3 min. The reaction was initiated by the addition of 0.5 mM nucleotide (ATP, 

ADP, UTP, UDP, or AMP) and stopped after 20 min with 0.125 mL of malachite green 

reagent [594]. Activity on intact COS-7 and 293T cells was determined under similar 

conditions in 24-well plates, with the addition of 145 mM NaCl to the incubation medium. 

The reaction was stopped by sampling an aliquot of 0.2 mL and rapidly mixing with 50 pL 

of malachite reagent. The inorganic phosphate (Pj) released from the hydrolysis of 

exogenous nucleotides was measured according to Baykov et al. [594]. For all 

experiments, enzyme activity was assayed 40-44 h after transfection. 

The optimum pH for enzyme activity was determined in the presence of 5 mM CaCh with 

the following buffers: 100 mM acetate (pH 4.0-5.5), 100 mM MES (pH 5.5-7.0), 100 mM 

Tris (pH 7.0-9.0), or 100 mM glycine pH (9.0-11.0). In some experiments, CaCh was 

substituted by MgCl2. To remove traces of divalent cations, 1 mM EDTA and 1 mM 

EGTA were added to the medium. One unit of enzyme activity corresponds to the release 

of 1 pmol of Pj/min at 37°C [266]. Specific activity was expressed as units per well or per 

milligram of proteins, as indicated. All experiments were performed 3 times with the 

appropriate controls. 
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2.3.7 Separa t ion and Quantification of Nucleotides by H P L C . 

For HPLC analysis, activity assays were performed in 5 mM CaCb and 100 mM MES at 

pH 6.4 as described above with the following modifications. Aliquots of 20 pL were taken 

at different time points from the enzymatic reaction, and activity stopped by the addition of 

an equal volume of ice-cold 1 M perchloric acid. The samples were centrifuged at 1000g 

for 5 min at 4 °C. Supematants were neutralized with 1 M KOH (4 °C), centrifuged for a 

subsequent 5 min at 1000g, and the lipids removed by liquid-liquid extraction with n-

heptane (5:1, v/v). An aliquot of 20 pL from the lipid-extracted sample was applied to a 

column connected to a HPLC system. 

Adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) were separated on a 15 cm * 4.6 mm, 3 pm 

SUPELCOSIL LC-18-T column (Supelco, Bellefonte, PA) with a mobile phase composed 

of 25 mM TBA, 5 mM EDTA, 100 mM KH2PO4/K2HPO4 at pH 7.0, and 2% (v/v) 

methanol, at a flow rate of 1 mL/min. Uracil nucleotides (UTP, UDP and UMP) were 

resolved using the SUPELCOSIL LC-18-T column (25 cm x 4.6 mm, 5 pm, Supelco) as 

described above with the difference that the mobile phase did not contain methanol. 

Combined adenine and uracil nucleotide samples were analyzed with the latter column with 

a mobile phase composed of 16.7 mM TBA, 3.3 mM EDTA, and 66.7 mM 

KH2PO4/K2HPO4 at pH 7.0. The flow rate was 0.5 mL/min for the first 20 min and 1 

mL/min up to 90 min. The nucleotides were detected by UV absorption at 260 nm and 

identified by comparing the retention time and UV spectrum with the appropriate standards. 

2.4 Results 

2.4.1 Cloning and Charac ter iza t ion of Mouse NTPDase8 cDNA. 

The open reading frame of mouse NTPDase8 spans 1491 nucleotides encoding a protein of 

497 amino acid residues with a predicted molecular mass of 54650 Da and a calculated 

isoelectric point of 5.94. The deduced amino acid sequence contains eight potential N-

glycosylation sites, all five apyrase-conserved regions, and various putative 
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phosphorylation sites, including one for both protein kinase C and for casein kinase II on 

serine 4 (Figure 8 and data not shown). According to the Kyte and Doolitle method [595], 

hydropathicity analysis of mouse NTPDase8 predicts two transmembrane domains in the 

polypeptide chain, one near the N terminus (amino acids 9-30) and one near the C terminus 

(amino acids 469-490; data not shown). Distance estimation of the amino acid sequences 

of various NTPDases and related proteins was performed with GeneBee software 

(http://www.genebee.msu.su/). The phylogenetic tree obtained is shown in Figure 9. 

Murine NTPDase8 shares the highest homology with chicken ecto-ATPDase with 52.7% 

identity at the amino acid level [596, 597]. RT-PCR analysis revealed that NTPDase8 

mRNA is predominantly expressed in mouse liver. Lower levels of expression were 

detected in jejunum and kidney. A faint signal was also observed in lung, stomach, and 

testis (Figure 10). These results were confirmed by Northern blot analysis with total RNA, 

where a weak signal was obtained for liver and jejunum (data not shown). 

http://www.genebee.msu.su/


69 

964 
a sa 

cAOTTccAAAOTcccTccTOACAACTAGooACOCTocTx.-TTccTcccrrccACAa^ B O 

GAGATAGAGTAAAATTAGTAOATaCCAGAGCAaCAaCTAGAaAOCAGCCTGCTCCTCCCACCACAaCCCC^ 16 0 

AGGTGaAOACOGGaTOTOOAO<3ACAOCAaGTaTaCAGaTCAGAAGCAGAACTTCCTC^kAGC^ 2 4 O 

CCAGTGCAQCTCAQACCCTCTCACC ATO OOA CTC TCC TOG AAG GAA COO GTC TTC ATG GCT CTO 3 04 
M G L . S W K E R V F M A L. 13 

TTG GGA GTT GCA OCA GCC TCT GGC CTC ACC ATG CTC GTC CTC ATC CTO GTG AAG OCA ATC 3 64 
L G V A A A S G L T M L V L I L V K A I 33 

AAT GTT CTC TTG CCT OCA GAC ACC AAG TTT GOG A T T GTG T T T OAT GCC OGC TCC TCC CAC 4 2 4 

CAG GCC CTG ACT TGC CAO ATA GAA GGA CCT GGA ATC TCT TCC TAT ACC T C T GAC CCG ACA 
Q A L T C Q I E G T > G I S S Y T S D P T 

CAG GCT GOG GAA AGC CTG AAG AGC TGC CTG OAG GAG GCG CTG OCG TTC ATC CCA CAC GCC 
Q A G E S L . K S C L E E A L A L , J P Q A 

CAG CAT CCA GAG ACG CCC ACA TTC TTG GGG TCC ACA GCA OOA ATG AGO CTO CTC AGC CAO 

CCT GTG GAT T T T TOG OGT GCT AAG ATC TTG GCT GGG CAO GAT GAA OPT GCC T T T GOT TGG 
P V D F W G A K I L . A | G I Q D | E G ] A F G M 

r - T . 

CCT GAA GAG GGG ATG CTA GTT G G T GCT CTG GAC CTT GGT GQA G C C T C C A C Q CAG ATC AGC 
P E E G M L V G A L | L- | L | Z .'. A S T Q | I S 

! AGC t 
S 

GCC AAC TAC AOT O T C TAC ACT CAC A G C TAC CTC TGC TTT OGG COG GAC CAG ATC CTG A A C 1024 
A ( N ) Y S V Y T H S Y L C F C R D O I L. N 2S3 

AGG CTC CTG GCT A A G CTG GCA CAG G A C AGG TTG A G C A G C C A G G T G G C C C C G G T C AQA CAC 1084 
R L L . A K L A Q D R L . Ê S Q V A P V R H 273 

CCA T G C TAC CAC A G T GGC TAC CAG G C C ATA CTG CCA CTG A G T T C C TTG T A T GAC TCA CCC 114 4 
P C Y H S G Y O A I L P L S S L . Y D S P 293 

TGC A T C C A C A C T A C A G A T T C C CTG A A C CAC ACC CAG A A C C T C A C A G T T G A A GGG ACA GGC 12 04 
C I H T T D S L (J?} H T Q ^ t rS L, T V E G T G 313 

GAC CCT GGG AAC T G T GTO GTA G C T CTC COA AGT CTC TTC A A C T T C TCC A G C TGT AAG GGC 12 64 
D P G N C V V A L R S L F *^W^ F S S C K G 333 

CAG AAG G A T TGT G C T TTC AAT G G C ATC TAC CAG CCT CCT GTG C A C C G C CAG TTC T A T GCA 13 24 
Q K D C A F N G I Y Q P P V H Q Q F Y A 353 

TTT TCC A A C TTT T A C TAC ACC T T C CAT TTC CTG AA.C CTC ACG T C C AGG CAA TCA CTG AAC 13 84 
F S N F Y Y T F H F L Q f ) L T S R Q S L N 373 

ACT GTC AAC GAC A C T G T C TOG AAG T T C TOT CAG AAA CCC TOG AAA CTG GTG GAA GTC AGC 1444 
T V ( t r } D T V W K F C Q K P W K L V E V S 393 

TAT CCT GGG CAG GAG CGC TGG TTA CGG GAC TAC TGT GCC TCG G O T CTG T A C ATC CTC GTA 1504 
Y P G Q E R W 1 . R D Y C A S G I J Y I L V 413 

TTG CTG CTG GAG G G C T A C AAA T T C A G T GAG GAG ACC TGG CCC A A C A T C CAG TTC CAG AAG 1S64 
L . L L E G Y K F S E E T W P N 1 Q F Q K 433 

CAG DCA G G T QAC ACA GAC A T T OGC TOG ACA CTG GGC TTC ATG CTG A A C CTG ACA GGC ATG 1624 
Q A G D T D I G | W | T \ L G~] F M L, ( N S L, T G M 4 5 3 

ACR5 
ATT CCA GCT GAG GCA CCG ACC CAC TGG CGG GCT CAG AGC T A C AGC A T C TGG ACG G C T GGA 1664 
I P A E A P T H W R A Q S Y S ^ W T A G 473 

GTA GTA T T C OCA GTG CTG ACC CTT GTG GCC ATT CTT GGG GCA G C T OCC A T C CAO A T C TTC 174 4 
y y f.. .,„., ...A. V. ,..,.„. L. T,.,,,...h Y. A * ,. .h. Q. ft A... ..A. z O r p 4 9 3 

TGG ACC CAG GAC TAG aTAOAAACCAAGCTGAAGTAGATCACAGTCAACAATATCTAAAGCAGAAaTaTTGAGTC 1 8 1 6 

W T Q D • 4 9 8 

AACAGTOACAACA CAO CTO TTTGTGTTGTCAACCTTGTGAT C CAC C AT C AACTGTTCTT AGO AAAOAAGGC CTTTGOCAC 18 98 

AC AQOACCTTCTG AG CAOATCCT AG ATG C CTO CC CTT AT GAA CCC CTG AC CTTTAAGG A CTC CAOTCCATCAATTGGO CC 1 9 7 B 

AGGAGGGCCAATTGCTOATAOTACTGACTCCTTTATGCCCTCAGGATAGCACTCXÎCrTATGGGGACTOATOTTGTCCATAG 2 0 5 6 

GATAGAAACAaGAGAGGCAGCTGTTGGAATAGTaCCACCTCAGAAGGCTGTGGCCAGCCCAGCAGAGACTCCCTGCTTCC 2 138 

TCACTATATCAGACTAGACCAGACAGTCAGAGTCCAGCTCTGGGGCCAGCCCAGCTTCTTCACACAAGAacCTaTGGTTG 22 I B 

GATTCTCTTT ATCATCAAT C CCAGAATAT AOATCAAQTTQGGAATGAQGGAATCATTTTTGTTTO CTTOTTTGCTTGTTT 2 2 98 

AATTAAAGCTGGTTTTGTCATGGTATTT 2 32 6 

Figure 8 : Nucleotide and predicted amino acid sequences of mouse NTPDase8 cDNA. 

The initiation codon and the stop codon (indicated by an asterisk) are in bold face, potential 
N-glycosylation sites are presented by "N" surrounded by an hexagon. Two hydrophobic 
regions are double underlined, and the five putative apyrase-conserved regions (ACR1-5) 
are boxed. Nucleotide sequence for both 5' (1-178) and 3' noncoding sections (1945-2326) 
were obtained from mouse ESTs (GenBank accession numbers BB610017 and AV026718, 
respectively). 
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Original 
name 

Species NTPDase Identity 
• (%) 

NTPDase8 
ecto-ATPDase 
CD39 
CD39 
CD39L1 

j — C D 3 9 L 1 
I— ecto-ATPase 

ecto-ATPase 
HB6 
CD39L4 
CD39L2 
NTPDase6 
apyrase 
apyrase 
UDPase 
LALP1 
NTP1 

mouse 
chicken 
human 
mouse 
human 
mouse 
rat 
chicken 
human 
human 
human 
rat 
potato 
pea 
human 
human 
Toxoplasma 
gondii 

52.7 
43.7 
42.0 
42.4 
44.1 
44.3 
42.8 
38.7 
25.3 
22.3 
22.4 
21.3 
26.0 
24.2 
25.3 
20.4 

Figure 9 : Phylogenetic analysis of amino acid sequences of selected NTPDases and related 
proteins. 
The percentage of amino-acid identity of these proteins with mouse NTPDase8 was 
determined by pairwise alignment using ALIGN/» 
(http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl). The GenBank accession 
numbers of the sequences are as follows: mouse NTPDase8, AY364442; chicken ecto-
ATPDase, AF041355; human CD39L1, AF144748; mouse CD39L1, AF042811; rat ecto-
ATPase, Y11835; chicken ecto-ATPase, U74467; human CD39, S73813; mouse CD39, 
AF037366; human HB6, AF034840; human CD39L4, AF039918; human CD39L2, 
AF039916; rat NTPDaseô, AJ277748; potato apyrase, U58597; pea apyrase, Z32743; 
human UDPase, AF016032; human LALP1, AF269255; and Toxoplasma gondii apyrase, 
U96965. 

http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl
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Figure 10 : Tissue distribution of mouse NTPDase8 mRNA. 
RT-PCR was performed with total RNA from various mouse tissues. The PCR product of 
1.78 kb, obtained with the 1st set of primers, was electrophoresed on a 1% agarose gel, 
stained with ethidium bromide and photographed under UV. A GAPDH control giving a 
fragment of 240 bp is presented in the lower panel. 

2.4.2 Genomic Characterization of Entpd8. 
A homology search with the Mouse Sequence Data Base (www.ncbi.nih.gov/genome/ 

seq/MmBlast.html) localized Entpd8 to chromosome 2A3 (Accession number 

NT039205). Alignment of the full cDNA against the mouse genomic sequence reveals 

that mouse Entpd8 covers approximately 5410 bp and is organized into 10 exons and 9 

introns. All donor and acceptor splice sites conform to the GT/AG rule. Cloning of the 

genomic sequence of Entpd8 from exon 2 to 10 confirmed the intron/exon junctions found 

in the above accession number (data not shown). The genomic structure of mouse Entpd8 

is summarized in Figure 11. 

http://www.ncbi.nih.gov/genome/
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Figure 11 : Schematic representation of the genomic organization of mouse Entpd8. 
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The gene contains 10 exons that span a total of 5410 bp on mouse chromosome 2A3. The 
start and stop codons, the ACRs 1-5 as well as the polyA tail are indicated on the cDNA. 
Exons are presented by black boxes on the genomic DNA (gDNA) and their corresponding 
lengths indicated. 

2.4.3 Biochemical Characterization of NTPDase8. 
The biochemical characteristics of this novel mammalian NTPDase were determined with 

crude cell lysates of COS-7 cells transiently transfected with an expression vector 

(pcDNA3.1/V5-His) containing the NTPDase8 cDNA. First, we determined the time 

course of nucleotide hydrolysis. The result in Figure 12A shows that the hydrolysis of ATP 

and ADP was linear from 5 to 30 min. All remaining assays were, therefore, carried out for 

12-20 min. The effect of pH on ATPase and ADPase activity was then evaluated. Figure 

12B shows that murine NTPDase8 was highly active between pH 4.0 and 8.0, with the 

optimal activity around pH 6.4 for ADPase activity. The enzyme showed a marked 

preference for Ca2+ over Mg2+ for the nucleotides tested (Figure 12C). In the presence of 

chelators of divalent cations, 1 mM EDTA and 1 mM EGTA, no activity could be detected 

with any of the substrates tested (data not shown). The substrate specificity of NTPDase8 

in the presence of Ca2+ is shown in Figure 12D and Table 9. Although all triphospho- and 

diphosphonucleosides tested were hydrolyzed, NTPDase8 preferred triphosphonucleosides 

with a ratio on the order of-2:1 (ATP/ADP - 1.6 ± 0.3 and UTP/UDP = 2.1 ± 0.3). Like 

other NTPDases, NTPDase8 does not hydrolyze AMP (Figure 12D, Table 9). As a control, 

the biochemical activity measured in untransfected COS-7 cell extracts was minimal, 

except at alkaline pHs. At pH 8.0, a maximum of 0.05 unit/mg of protein with ATP as a 
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substrate was detected corresponding to less than 7% of the activity detected in transfected 

cells. Much lower contaminating activity was detected with the other substrates used. 

Figure 12 : Biochemical characterization of mouse NTPDase8. 

Ï 
en 
eo 
o 
0) 
tx 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

A ATP 
■ ADP 

B 
_ 0.8 
etf) 

o 
w 
a 
oi 0.6 

I 
Ç 0.4-I 
So 0.2 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 
Time (min) 

- * - Acetate ATP 
-àr- MES-ATP 
-at— Tris-Base ATP 
—♦— glycine ATP 
--a--Acetate ADP 
-•A-MES ADP 
--o-Tris-base ADP 
O- glycine ADP 

10 11 12 
PH 

o 
o. 

! 

0.81 -ér- ATP Calcium - A - A T P Magnesium 
- • - ADP Calcium -□ - ADP Magnesium 

0.4 0.8 1.2 1.6 
[Ca

2+
] or [Mg

2
*] (mM) 

ATP UTP ADP UDP 
Substrates 

Enzyme activity assays of crude cell lysates from NTPDase8 transfected COS-7 cells were 
carried out in 5 mM CaCl2, 0.5 mM nucleotide (ATP, ADP, UTP, UDP or AMP), and 
100 mM Tris at pH 7.4 unless stated otherwise. In these experiments, less than 6% of the 
substrate was hydrolyzed. ATPase (A) and ADPase (■) activities were assayed. For (A) 
and (B), a representative experiment of at least two independent experiments is shown. For 
(C) and (D), results are expressed as the mean ± standard deviation of the two independent 
experiments. Each individual experiment was performed 3 times. (A) Time course of 
nucleotide hydrolysis by NTPDase8. Reactions were linear from 5 to 30 min for both ATP 
and ADP as substrates with an r2 of more than 0.99. (B) Effect of pH. Four buffers 
[acetate, 4.0-5.5 (■, □); MES, 5.5-7.0 (A, A); Tris, 7.0-9.0 (•, o); and glycine, 9.0-11.0 
(♦, o)] were used with ATP (solid symbols and full lines) and ADP (open symbols and 
dotted lines) as substrates. (C) Effect of calcium (Ca2+) and magnesium (Mg2+) ions on 
NTPDase activity. NTPDase8 was more active in the presence of Ca2+ (solid symbols and 
full lines) than in the presence of Mg2+ (open symbols and dotted lines) with the ATPase 
(A, A) activity being higher than ADPase (■, □) activity for both cations. (D) Substrate 
specificity of NTPDase8. 
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Table 9 : Substrate specificity of mouse NTPDase8 on transiently transfected intact 

cells0 

Activity (nmol/min/well) 
Substrate COS-7 cells 293T cells 

ÀTP 3.77 ±0.14 3.55 ±0.15 

ADP 1.06 ±0.07 1.54 ±0.23 

UTP 2.17 ±0.08 2.34 ±0.31 

UDP 0.48 ± 0.04 0.72 ± 0.04 

AMP ND ND 

a The appearance of enzymatic activity at the surface of intact COS-7 and 293T cells 
transfected with an expression vector containing mouse NTPDase8 was measured in 
24-well plates in the presence of 5 mM CaCh, 145 mM NaCl, 0.5 mM nucleotide, and 
100 mM Tris at pH 7.4. The activity obtained with control cells was subtracted from 
the one obtained with NTPDase8 transfected cells. Each individual experiment was 
performed 3 times. A representative experiment of three to six independent 
experiments is shown. Results are expressed as the mean ± standard deviation. No 
activity could be detected with AMP (ND = not detected). Statistical analysis 
confirmed that the activity of intact transfected cells was significantly higher than the 
activity of untransfected control cells for all four substrates (PO.005). 

All four nucleotides tested were hydrolyzed by NTPDase8 consistently with Michaelis-

Menten model of kinetics (Figure 13A for ATP; not shown for ADP, UTP and UDP). The 

apparent Km constants were calculated by plotting the data according to the Woolf-

Augustinsson-Hofstee method (Figure 13A) and are summarized in Table 10. Triphospho

nucleosides had lower apparent Km values compared to their respective 

diphosphonucleoside by more than 3-fold, while the apparent Vmm values were comparable 

in the four substrates tested. On the basis of these observations, it could be predicted that 

ATP and UTP hydrolysis by NTPDase8 would result in an accumulation of the 

corresponding diphosphoderivative. Because these intermediate products can also activate 

a subset of P2 receptors, we followed their accumulation by HPLC analysis over a time 

period of 2 h. Incubation of ATP or UTP with a crude cell lysate from NTPDase8 
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expressing COS-7 cells led to the formation of high levels of the corresponding 

diphosphonucleoside during the early phase of the reaction (parts B and C of Figure 13). In 

these experiments, ADP and UDP were further hydrolyzed to the corresponding 

monophosphonucleoside once the concentration of ATP and/or UTP had significantly 

decreased. After 120 min, ADP was completely hydrolyzed to AMP (Figure 13B) while 

UDP was still detectable at a concentration of 140 pM (Figure 13C). When both ATP and 

UTP were added together, adenine nucleotides were slightly preferentially hydrolyzed 

giving rise to an accumulation of UDP for an important period of time (Figure 13D). These 

data are in agreement with the lower Km values for adenine nucleotides compared to those 

for uracil nucleotides. Similar patterns of hydrolysis were observed with confluent intact 

COS-7 cells transiently transfected with NTPDase8 (data not shown). 

In addition, the tight association of NTPDase8 with the membrane fraction was confirmed 

by an ultracentrifugation of the crude cell lysate at 100 000g for 1 h. Indeed, more than 

90% of the total ATPase and ADPase activities were found in the pellet fraction (data not 

shown). Altogether, these experiments demonstrate that mouse NTPDase8 is an ecto-

enzyme tightly bound to the plasma membrane. 

Table 10 : Kinetic constants of NTPDase8fl 

substrate Km,app (pM) Vmax.app (units/mg of protein 

ATP 13 ±6 0.82 ± 0.02 

ADP 41 ±6 0.95 ± 0.08 

UTP 47 ±1 1.13 ±0.02 

UDP 171 ±15 1.08 ±0.06 

" Apparent Km and Fmax values (Km, app, Î max, app) were estimated by regression 
analysis of Woolf-Augustinsson-Hofstee plots. Results obtained with COS-7 
crude cell lysates are expressed as the mean ± standard error of the mean of 
three independent experiments, each performed 3 times. The curves drawn 
from these data gave an r2 of 0.99, 0.98, 0.99 and 0.96 for ATP, ADP, UTP, and 
UDP, respectively. 
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Figure 13 : Kinetics and profiles of nucleotide hydrolysis of mouse NTPDase8. 

For (A), reactions were carried out for 12 min in the presence of 5 mM CaCl2 and 100 mM 
MES at pH 6.4. The average of three separate experiments each performed 3 times is 
presented. Graphs were produced using GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. San 
Diego, CA). For the analysis of ATP and UTP hydrolysis products (B-D), the reaction was 
started by the addition of 5 pL of NTPDase8 crude cell lysate (~ 6 pg) to the reaction 
mixture containing 0.5 mM ATP and/or UTP. Aliquots were taken at different time points, 
and the reaction stopped immediately by the addition of an equal volume of ice-cold 1 M 
perchloric acid. These samples were deproteinated, lipids were removed, and the 
nucleotide content analyzed by HPLC as described in the Experimental procedures section. 
(A) Michaelis-Menten data representation of ATP concentration ranging from 5 to 200 pM. 
Inset, Woolf-Augustinsson-Hofstee plot was used to evaluate the apparent Km and Vmw<.. 
Kinetic parameters are summarized in Table 10. (B) Time course of ATP hydrolysis by a 
murine NTPDase8 crude cell lysate: ATP (A), ADP (■), AMP (♦). (C) UTP hydrolysis by 
a NTPDase8 crude cell lysate: UTP (A), UDP (□) , UMP (O). (D) Simultaneous 
hydrolysis of ATP and UTP by NTPDase8: ATP (A), ADP (■), AMP (♦), UTP (A), UDP 
(□) , UMP (O). 
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2.5 Discussion 
This paper reports the identification of a novel member of the mammalian E-NTPDase 

family. Genomic analysis using mouse NTPDase8 cDNA sequence showed that Entpd8 is 

localized on chromosome 2A3 and is comprised of 10 exons. Hence, it is distinct from 

genes coding for other murine NTPDases located on chromosome 19C3, 2A3, 9F4, 14D1, 

12D1, 2G3, 19C3 for Entpdl to 7 respectively (data not shown); Entpd8 maps 306 kb 

upstream of Entpd2 on the same chromosome. A search of the NCBI database reveals the 

presence of a human gene on chromosome 9 that is homologous to mouse Entpd8. ESTs 

from pancreas and stomach (e.g. GenBank accession number BI793151) confirm that the 

human gene is functional. 

Among mammalian NTPDases, NTPDase8 shares the highest homology with NTPDase 1-3 

with a predicted amino acid identity ranging from 38 to 48% (Figure 9 and data not shown). 

NTPDase8 had lower homology with intracellular NTPDases (members 4-7) with about 

22-25% identity. A 53% amino acid identity was found with the nonmammalian chicken 

ecto-ATPDase [596, 597]. NTPDase8 shares other important characteristics with 

NTPDase 1-3, including two transmembrane domains with short intracytoplasmic sequences 

at both ends (N- and C-termini), a tight association with the plasma membrane, a high level 

of glycosylation (>6 potential N-glycosylation sites), and an active site facing the 

extracellular milieu (Figure 8). The latter was confirmed by the appearance of nucleotidase 

activity on transiently transfected intact COS-7 and 293T cells (Table 9). 

Because of their membrane topology, NTPDase 1-3 and -8 are ecto-enzymes that 

dephosphorylate nucleotides in the extracellular compartment. There are some similarities 

between the biochemical properties of these enzymes, as well as important differences. 

While NTPDase2 prefers triphospho- over diphosphonucleoside by about 30-fold [291, 

343], NTPDasel, -3 and -8 catalyze the hydrolysis of triphospho- and 

diphosphonucleosides efficiently with ATP:ADP rates of hydrolysis of-1:1 [598], -3:1 

[283, 295, 296] and -2:1, respectively. The intermediate products generated by plasma 

membrane bound NTPDases accumulate in a different manner. NTPDasel hydrolyzes 
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ATP sequentially, leading to the formation of AMP with the liberation of two molecules of 

inorganic phosphate; ADP being released from the catalytic site in minute amounts [281, 

291]. In contrast, NTPDase2 accumulates ADP in the reaction medium [291, 343]. 

Interestingly, in the presence of ATP, NTPDase8 leads to the transient accumulation of 

ADP (Figure 13B). ADP levels are reduced only when the ATP concentration had 

significantly decreased. Similar data were obtained with UTP as the substrate (parts C and 

D of Figure 13). Consistent with these observations, NTPDase8 has apparent Km values in 

the low micromolar range with a preference for triphosphonucleosides compared to 

diphosphonucleosides, as well as for adenine nucleotides over uracil nucleotides. In 

comparison, ATP and ADP have similar affinity toward NTPDasel with apparent Km 

values on the order of 10 pM [281, 599]. Human NTPDase2 from NIH-3T3 stably 

transfected cells was reported to have apparent Km values around 400 pM for ATP and 100 

pM for ADP with apparent Vmax values of 107 nmol Pi min"1 (106 cells)"1 for ATP and 4 

nmol Pj min"1 (106 cells)"1 for ADP [292]. The apparent Km values of human NTPDase3, 

evaluated from crude cell lysates of transfected COS-1 cells, were 128 and 96 pM, and 

apparent Fmax values of 2.0 units/mg and 0.5 U/mg of protein for ATP and ADP, 

respectively [283]. Another interesting particularity of NTPDase8 is its relatively high 

activity between pH 4.0 and 8.0, with an optimal activity between pH 5.5 and 8.0. 

The biochemical and kinetic information presented in this paper suggest that NTPDase8 

would modulate the concentration of nucleotides/nucleosides in a different manner than 

other plasma membrane bound NTPDases and would therefore affect P2-receptor signaling 

distinctly. For example, the relatively high accumulation of ADP and UDP observed in 

parts B-D of Figure 13, in agreement with the apparent Km values, suggests that NTPDase8 

would not only limit the activation of receptors preferentially activated by ATP and/or UTP 

such as P2Xi_7 and P2Y2,4,n [38, 590, 600] but would also favor the transient activation of 

ADP and UDP specific receptors such as P2Y|,6,i2.i3 [177, 590] property is expected to be 

partly shared by NTPDase2 [343]. However, in contrast to NTPDase2, NTPDase8 

facilitates the late appearance of adenosine, generated by the hydrolysis of AMP by ecto-5'-

nucleotidase [601]. Because the latter enzyme is inhibited by ATP and ADP, the formation 

of adenosine would then be expected to be further delayed in the presence of NTPDase8, 
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generating a gap between the activation of P2 receptors and the subsequent activation of 

adenosine receptors. These steps reflect the fact that ATP is the major nucleotide secreted 

by cells [35]. In similar circumstances, NTPDasel would be expected to promote a faster 

generation of adenosine because it favors the rapid formation of AMP. Together, the above 

observations suggest that NTPDases tightly regulate nucleotide levels, thereby controlling 

P2-receptor activation. In concert with the ecto-5'-nucleotidase, NTPDases contribute to 

the formation of adenosine, a biologically active molecule that acts via its own specific 

receptors [387, 588]. 

In summary, a novel mammalian plasma membrane bound NTPDase has been identified, 

and its kinetic properties have been described. This enzyme is expected to regulate 

extracellular nucleotide levels in a manner distinct from that of other ecto-nucleotidases 

hitherto described, providing an alternative avenue of regulating cell functions meditated by 

nucleotides and nucleosides. 
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Chapitre 3 : Etude comparative de l'hydrolyse des 
agonistes des récepteurs P2 par les Nucleosides 
Triphosphates Diphosphohydrolases 1, 2, 3 et 8. 
"Comparative hydrolysis of P2 receptor agonists by NTPDases 1, 2, 3 and 8" 

Dans ce chapitre je présente sous forme d'article la comparaison des propriétés 

biochimiques des différentes NTPDases retrouvées au niveau de la membrane plasmique, 

soient les NTPDasel, 2, 3 et 8 de la souris, ainsi que les NTPDasel, 2, 3 humaines et la 

NTPDase8 de rat. Des propriétés biochimiques distinctes ont déjà été décrites pour ces 

enzymes, mais la présence de plusieurs de ces enzymes dans un même tissu et les variations 

entre les laboratoires quant à certaines propriétés ne nous permettent pas de savoir quelle 

sera l'issue finale sur la signalisation P2. Nous étions donc intéressés à comparer, avec la 

même procédure expérimentale, les propriétés biochimiques principales de ces enzymes 

afin de mieux comprendre l'impact que pourrait avoir la présence de l'une ou l'autre de ces 

enzymes sur la signalisation par les nucleotides (ATP, ADP, UTP et UDP) par l'entremise 

des récepteurs P2. 

Les NTPDases 1, 2, 3 et 8 hydrolysent toutes l'ATP et l'UTP de façon efficace avec des 

valeurs de Km de l'ordre du micro-molaire, ce qui indique qu'elles devraient être en mesure 

de contrôler l'effet exercé par ces nucleotides sur les récepteurs P2Xi_7 et P2Y2,4,n. La 

NTPDasel ne permet pas l'accumulation d'ADP et devrait aussi inhiber l'activation des 

récepteurs P2Yij2,i3 beaucoup mieux que le feraient les autres NTPDases. En revanche, les 

NTPDases 2, 3 et 8 devraient promouvoir l'activation de récepteurs spécifiques à l'ADP, 

puisqu'en présence d'ATP elles produisent de façon soutenue (NTPDase2) ou transitoire 

(NTPDases 3 et 8) une accumulation d'ADP. Il est intéressant de noter que toutes les 

NTPDases trouvées au niveau de la membrane plasmique vont entraîner une accumulation 

significative d'UDP suite à la déphosphorylation de l'UTP extracellulaire, ce qui favorise 

une activation du récepteur P2YÔ. Les NTPDases diffèrent dans leur dépendance aux 

cations divalents et dans leur pH optimal, bien qu'elles soient toutes actives à un pH 

physiologique autour de 7,0-8,5. Les diverses NTPDases peuvent générer différentes 

quantités de substrat (AMP) et d'inhibiteur (ADP) de la 5'-nucleotidase, l'enzyme 
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responsable de la production d'adénosine. Les NTPDases pourront aussi affecter de façon 

différente la formation d'adénosine extracellulaire et influencer la signalisation via les 

récepteurs à l'adénosine PL Ces résultats indiquent que les NTPDases membranaires 

hydrolysent les nucleotides extracellulaires de manières distinctes et peuvent ainsi réguler 

différemment la signalisation des récepteurs aux nucleotides P2 et celle des récepteurs à 

l'adénosine. 
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3.1 Abstract 
Nucleoside triphosphate diphosphohydrolases 1,2,3 and 8 (NTPDases 1, 2, 3 and 8) are 

the dominant ecto-nucleotidases and thereby expected to play important roles in nucleotide 

signaling. Distinct biochemical characteristics of individual NTPDases should allow them 

to regulate P2 receptor activation differentially. Therefore, the biochemical and kinetic 

properties of these enzymes were compared. NTPDases 1, 2, 3 and 8 efficiently 

hydrolyzed ATP and UTP with Km values in the micromolar range, indicating that they 

should terminate the effects exerted by these nucleotide agonists at P2Xi_7 and P2Y2,4,n 

receptors. Since NTPDasel does not allow accumulation of ADP, it should terminate the 

activation of P2Yi,i2,i3 receptors far more efficiently than the other NTPDases. In contrast, 

NTPDases 2, 3 and 8 are expected to promote the activation of ADP specific receptors, 

because in the presence of ATP they produce a sustained (NTPDase2) or transient 

(NTPDases 3 and 8) accumulation of ADP. Interestingly, all plasma membrane NTPDases 

dephosphorylate UTP with a significant accumulation of UDP, favoring P2YÔ receptor 

activation. NTPDases differ in divalent cation and pH dependence, although all are active 

in the pH range of 7.0-8.5. Various NTPDases may also distinctly affect formation of 

extracellular adenosine and therefore adenosine receptor-mediated responses, since they 

generate different amounts of the substrate (AMP) and inhibitors (ADP) of ecto-5'-

nucleotidase, the rate limiting enzyme in the production of adenosine. Taken together, 

these data indicate that plasma membrane NTPDases hydrolyze nucleotides in a distinctive 

manner and may therefore differentially regulate P2 and adenosine receptor signaling. 
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3.2 Introduction 
Ecto-nucleotidases control the level of nucleotides at the cell surface by breaking down 

these molecules [279]. The biologically most relevant substrates of these enzymes, ATP, 

ADP, UTP and UDP, initiate a number of cellular responses via the selective activation of 

ionotropic P2X and metabotropic P2Y receptors [38, 590]. Therefore, ecto-nucleotidases 

may dictate a number of physiological responses by regulating P2 receptor activation. 

Members of the ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase) family are 

dominant ecto-nucleotidases [279]. Four out of the eight members of this family, namely 

NTPDasel, NTPDase2, NTPDase3 and NTPDase8, appear relevant to the control of P2 

receptor signaling since they are located at the surface of the plasma membrane and 

hydrolyze nucleotides in the range of concentration that activates P2 receptors [283, 292, 

296, 307, 599]. NTPDases 1, 2, 3 and 8 have two plasma membrane spanning domains 

with an active site facing the extracellular milieu [279, 307]. In contrast, NTPDases 4-7 are 

anchored to the membranes of intracellular organelles by one (NTPDases 5 and 6) or two 

(NTPDases 4 and 7) transmembrane domains and their catalytic site faces the lumen of 

intracellular compartments such as the Golgi apparatus and the endoplasmatic reticulum 

[297-300, 302-305]. Even though NTPDases 5 and 6 can be present at the surface of the 

plasma membrane and secreted as soluble enzymes following a proteolytic cleavage, their 

high Km values and low specific activities [300, 302, 303] make it unlikely that these 

enzymes regulate P2 receptor signaling. 

NTPDases dephosphorylate a variety of nucleoside triphosphates (e.g. ATP and UTP) and 

diphosphates (e.g. ADP and UDP) with different abilities and exclusively in the presence of 

divalent cations (Ca2+ or Mg2+). Among the plasma membrane bound NTPDases 

(NTPDases 1, 2, 3 and 8), NTPDasel (also named CD39, ATPDase, ecto-apyrase, ecto-

ADPase) [286, 288, 289, 587] hydrolyzes ATP and ADP equally, NTPDase2 (ecto-

ATPase, CD39L1) [291-293, 602] is a preferential triphosphonucleosidase whereas 
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NTPDase3 (CD39L3, HB6) [295] and NTPDase8 [307] are functional intermediates 

between NTPDases 1 and 2. 

So far, the comparison of the biochemical properties of plasma membrane NTPDases is 

difficult as these enzymes were in general partially characterized, came from different 

species and were studied in different laboratories with different conditions and techniques. 

To better understand the potential roles of these enzymes in the control of P2 receptor 

signaling, and the different expression of various NTPDases in mammals, we have 

compared the biochemical properties of plasma membrane bound NTPDases from human 

and mouse. Our results indicate that these enzymes have the capacity to collaborate 

distinctly with P2 receptors either by terminating the stimulation of some of them or by 

providing the diphosphonucleoside ligands for other P2 receptors. These data also suggest 

that plasma membrane bound NTPDases may influence differently the formation of 

adenosine, and therefore adenosine receptor activation. 

3.3 Materials and Methods 

3.3.1 Materials 
Agarose, aprotinin, ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N-N-N'-N'-tetraacetic acid 

(EGTA), nucleotides, phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), sodium acetate, and 

tetrabutylammonium hydrogen sulphate (TBA) were purchased from Sigma-Aldrich 

(Oakville, Ontario, Canada). Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl) methane) 

(Bis-Tris), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and tri s(hydroxy methyl) 

aminomethane (Tris) were provided by EMD Chemicals (Gibbstown, New Jersey, USA). 

All cell culture media were obtained from Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada). 

3.3.2 Plasmids 
The plasmids encoding human NTPDasel (GenBank accession no. U87967) [286], human 

NTPDase2 (NM_001246) [602], human NTPDase3 (AF034840) [295], mouse NTPDasel 

(NM_009848) [338], mouse NTPDase3 (AY376710) [296] and mouse NTPDase8 

(AY364442) [307] have all been described in published reports. The plasmid encoding rat 

NTPDase8 corresponds to GenBank accession no. AY536920 [308]. 
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Mouse NTPDase2 was cloned as follows. Total RNA was isolated from mouse heart with 

Trizol reagent (Invitrogen). The complementary DNA was synthesized with Superscript II 

(Invitrogen) from 500 ng of total RNA with oligo (dT)ig as the primer, in accordance with 

manufacturer's instructions (Invitrogen). For amplification, 10% of the reverse 

transcription (RT) reaction was used as template in a final volume of 50 pi reaction mixture 

containing 0.6 pM primer, 400 pM dNTP and 3.5 U Expand High Fidelity PCR System 

(Roche, Laval, Canada). The following sets of primers were designed based on the 5' and 

3' ends of mouse NTPDase2 published sequences (AK002553 and NM_009849): set 1 

forward 5'GGG-GTC-CCT-GCT-GTG-TTC3' and reverse 5'CCG-AGG-GCA-TCT-CTG-

ACC3'; set 2 forward 5'TCC-CTG-CTG-TGT-TCT-CCC-G3' and reverse 5'TGA-AGC-

AGC-CTG-GAC-GGT-C3'. Amplification was started by an incubation of 2 min at 94°C 

which was followed by 30 cycles of 1 min denaturation at 94°C, 1 min annealing at 60°C, 

and 2 min primer extension at 72°C and ending with 7 min incubation at 72°C. The PCR 

product of approximately 1.8 kb was purified on agarose gel using the QIAEX II gel 

extraction kit (Qiagen, Mississauga, Canada) and ligated into the expression vector 

pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen). Plasmid DNA was purified with QIAprep Spin Miniprep 

kit (Qiagen) and the orientation of the insert was verified by restriction mapping. One 

clone obtained with each set of primers was amplified and fully sequenced in one direction. 

Both sequences were identical. The corresponding and combined sequence is given in 

accession number AY37674. The clone obtained with the first set of primers was used for 

transfection and activity assays. 

3.3.3 Cell transfection and protein preparation 
COS-7 cells were transfected in 10 cm plates using Lipofectamine (Invitrogen), as 

previously described [286]. Briefly, 80%-90% confluent cells were incubated for 5 h at 

37°C in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) in the absence of fetal bovine 

serum (FBS) with 6 pg of plasmid DNA and 24 pi of Lipofectamine reagent. The reaction 

was stopped by the addition of an equal volume of DMEM containing 20% FBS and the 

cells were harvested 40-72 h later. For the preparation of protein extracts, transfected cells 
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were washed three times with Tris-saline buffer at 4°C collected by scraping in the 

harvesting buffer (95 mM NaCl, 0.1 mM PMSF and 45 mM Tris at pH 7.5) and washed 

twice by 300 * g centrifugation for 10 min at 4°C. Cells were resuspended in the 

harvesting buffer containing 10 pg/ml aprotinin and sonicated. Nucleus and cellular debris 

were discarded by centrifugation at 300 x g for 10 min at 4°C and the supernatant (crude 

protein extract), was aliquoted and stored at -80°C until used for activity assays. Protein 

concentration was estimated by the Bradford microplate assay using bovine serum albumin 

as a standard [593]. 

3.3.4 NTPDase activity measurement 
Enzyme activity of protein extracts was determined as previously described [288]. 

NTPDase activity was measured at 37°C in 0.5 ml of the following incubation medium: 5 

mM CaCl2 and 80 mM Tris, pH 7.4 or as indicated. Protein extracts were added to the 

incubation mixture and pre-incubated at 37°C for 3 min. The reaction was initiated by the 

addition of 25 pi of substrate to give a final concentration of 0.5 mM nucleotide, and 

stopped with 0.125 ml of malachite green reagent. The liberated inorganic phosphate (Pj) 

was measured according to Baykov et al. [594]. In the kinetic determinations, less than 

10% of substrate was hydrolyzed over the course of the reaction to ensure the conditions of 

initial velocity and to minimize ADP and UDP hydrolysis in experiments with ATP and 

UTP as substrates. Kinetic parameters (Km and Vmsx) were calculated using GraphPad 

Prism software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

NTPDase activity at the surface of intact COS-7 cells transfected with expression vectors 

containing NTPDases 1, 2, 3 or 8 was measured in 24-well plate in the presence of 5 mM 

CaCl2, 145 mM NaCl, 0.5 mM nucleotides, and 100 mM Tris at pH 7.4. The activity 

obtained with the control cells was subtracted from the one obtained with NTPDase 

transfected cells. 
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Optimum pH was determined in the presence of 2 mM CaCh in the following buffer: 50 

mM Bis-Tris, 50 mM Tris, 50 mM glycine (pH 4.0-11.0). In parallel, it was also measured 

in the following individual buffers: 100 mM acetate for pH 4.0-5.5, 100 mM MES for pH 

5.5-7.0, 100 mM Tris for pH 7.0-9.0 and 100 mM glycine for pH 9.0-11.0 as described 

previously [296, 307]. In some experiments 1 mM CaC^ was substituted by 1 mM MgCb. 

In control assays, 1 mM EDTA plus 1 mM EGTA replaced CaCh and MgCh to remove 

traces of endogenous divalent cations from the medium. One unit of enzyme activity 

corresponds to the release of 1 pmol Pi/min at 37°C. All experiments were performed in 

triplicate with controls where the protein extract was added after the reaction had been 

stopped. 

3.3.5 Separation and quantification of nucleotides by HPLC 
For HPLC analysis, NTPDase activity assays were performed as described above with the 

following modifications. Aliquots of 40 pL of reaction mixture were taken at different time 

points and transferred to an equal volume of ice-cold 1 M perchloric acid. The samples 

were centrifuged for 5 min at 1000 x g at 4°C. Supernatants were neutralized with 1 M 

KOH (4°C), centrifuged for a subsequent 5 min at 1000 x g and lipids extracted with n-

heptane (5:1, v/v). An aliquot of 20 pL of the resulting samples was used for nucleotide 

analysis by HPLC. 

Adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) were separated on a 15 cm x 4.6 mm, 3 pm 

SUPELCOSIL™ LC-18-T column (Supelco, Bellefonte, PA, USA) with a mobile phase 

composed of 25 mM TBA, 5 mM EDTA, 100 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7.0 and 2% 

methanol (v/v), at a flow rate of 1 mL/min. Uracil nucleotides (UTP, UDP and UMP) were 

resolved using SUPELCOSIL™ LC-18-T column (25 cm x 4.6 mm, 5 pm, Supelco) as 

described above except the mobile phase did not contain methanol. Samples containing 

both adenine and uracil nucleotides were analyzed with the latter column with a mobile 

phase composed of 16.7 mM TBA, 3.3 mM EDTA, 66.7 mM KH2P04/K2HP04, pH 7.0 at 
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the flow rate of 1 mL/min. The nucleotides were detected by UV absorption at 260 nm and 

identified and quantified by the comparison of the retention time with the appropriate 

standards. 

3.4 Results 

3.4.1 Biochemical characterization of plasma membrane bound 
NTPDases 
The biochemical characteristics of human and murine plasma membrane bound NTPDases 

(members 1, 2, 3 and 8) were studied using protein extracts of COS-7 cells transiently 

transfected with an expression vector (pcDNA3) containing cDNA that encodes each 

enzyme. Time course analysis revealed that for all NTPDases tested, the reaction was 

linear for at least first 30 min with either ATP or ADP as a substrate (data not shown). To 

ensure the linearity of the reaction, the subsequent enzymatic assays were carried out for 

10-20 min. Figure 14 shows that all plasma membrane bound NTPDases hydrolyze tri- and 

diphosphonucleosides that have capability to induce a P2 receptor response, namely ATP, 

ADP, UTP and UDP. NTPDases 1, 2, 3 and 8 all preferred tri- over diphosphonucleosides, 

although with different NTP/NDP ratios as determined by the measurement of Pj release 

(Table 11). None of these enzymes hydrolyzed AMP (data not shown). 

All human and murine NTPDases required Mg + or Ca + ions for their activity with optimal 

concentration between 1 and 5 mM (data not show). Indeed, in the presence of 1 mM 

EDTA and 1 mM EGTA to chelate divalent cations, no activity could be detected (data not 

shown). Figure 15 shows that Ca2+ was preferred over Mg2+ by NTPDases 3 and 8, while 

there were less differences for NTPDases 1 and 2. Interestingly, all plasma membrane 

NTPDases hydrolyzed uracil nucleotides more efficiently in the presence of Ca2+. For few 

enzymes and substrates tested, the NTP/NDP ratio slightly changed when Ca was 

replaced by Mg (Figure 15 and Table 11). 
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Figure 14 : Substrate specificity of plasma membrane bound NTPDases. 
The assays for the enzymatic activity were carried out with protein extracts from transiently 
transfected COS-7 cells in the presence of 0.5 mM adenine or uracil nucleotide with either 
1 mM CaCl2 (open bars) or 1 mM MgCfe (solid bars), as described under Materials and 
Methods. The average ± SEM of two to five experiments performed in triplicate is shown. 
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Table 11 : NTP/NDP ratios of human and murine plasma membrane bound NTPDases. 

A) 

B) 

ATPADPratio 
Enzyme Cation Human or Rat* Mouse 

NTPDasel 
Ca2+ 

Mg2+ 

1.8±0.1 
1.9±0.1 

1.6±0.2 
1.9±0.1 

NTPDase2 
Ca2+ 

Mg2+ 

7.2±1.8 
3.5±1.0 

9.5±1.8 
11.8±2.4 

NTPDase3 
Ca2+ 

Mg2+ 

4.3±0.1 
2.9±0.1 

2.1 ±0.4 
2.8±0.3 

NTPDase8 
Ca2+ 

Mg2+ 

2.2±0.1* 
4.1 ±0.7* 

1.4±0.1 
3.1 ± 1.2 

UTP/UDPratt© 
Enzyme Cation Human or Rat* Mouse 

NTPDasel 
Ca2+ 

Mg2+ 

1.7± 0.1 
1.9±0.4 

1.8±0.7 
2.6±0.5 

NTPDase2 
Ca2+ 

Mg2+ 

9.3±1.3 
12.8±2.0 

15.1±4.9 
13.4±4.5 

NTPDase3 
Ca2+ 

Mg2+ 

6.2±0.5 
2.8±0.5 

2.4±0.8 
1.7±0.3 

NTPDase8 
Ca2+ 

Mg2+ 

4.8±0.2* 
9.2 ±2.4* 

1.9±0.2 
1.7±0.4 

Enzyme activity assays were carried out with protein extracts from transiently transfected 
COS-7 cells in 80 mM Tris, pH 7.4 with either 1 mM CaCl2 or 1 mM MgCl2. Reactions 
were started by the addition of 0.5 mM nucleotide as a substrate and Pi release measured as 
indicated in Material and Methods. Results are expressed as the mean ± SD of at least two 
experiments performed in triplicate. 
aratNTPDase8. 
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Figure 15 : The effect of pH on plasma membrane NTPDases. 
Enzyme activity assays with protein extracts from transiently transfected COS-7 cells were 
carried out in 50 mM Bis-Tris, 50 mM Tris, 50 mM Glycine, 2 mM CaCb at the indicated 
pH. Reaction were initiated with 0.5 mM ATP (•) or ADP (□). A representative of at 
least two independent experiments performed in triplicate, is shown. 
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3.4.2 Kinetics of nucleotide hydrolysis by plasma membrane bound 
NTPDases 
All NTPDases analyzed exhibited Michaelis-Menten kinetics for the hydrolysis of ATP, 

ADP, UTP and UDP (data not shown). Apparent kinetic constants were calculated 

according to Woolf-Augustinsson-Hofstee plot and are summarized in Table 12. 

Table 12 : Kinetic parameters of human and murine NTPDases. 

Enzyme 
ATP ADP UTP UDP 

Enzyme 
Km 

(uM) 
V max 

(U/mg prot.) 
K-m 

(uM) 
'max 

(U/mg prot.) 
K-m 

(uM) 
'max 

(U/mg prot.) 
K-m 
(uM) 

•max 
(U/mg prot.) 

hNTPDasel 17±1 0.94 ± 0.02 22 ± 1 0.75 ±0.01 47 ±4 1.05 ±0.03 135 ±10 0.79 ± 0.04 

hNTPDase2 70 ±2 2.3 ± 0.03 ND ND 393 ± 30 3.9 ±0.2 ND ND 

hNTPDase3 75 ±10 0.79 ± 0.03 31±1 0.18 ±0.01 58 ±6 0.57 ± 0.03 67 ±3 0.17 ±0.01 

rNTPDase8 46 ±5 0.74 ± 0.04 265 ± 20 0.61 ±0.03 124 ± 10 1.17 ±0.06 1780 ±140 1.37 ±0.08 

mNTPDasel 
12 ±1 1.78 ±0.04 13±1 1.12 ±0.02 49 ±2 4.0± 0.11 92 ±6 2.15 ±0.09 

mNTPDase2 37±2 1.7 ±0.05 ND ND 49 ±2 3.9±0.1 ND ND 

mNTPDase3" 11±2 0.35 ± 0.02 19±2 0.2 ±0.01 10±1 0.3 ±0.01 27 ±2 0.14 ±0.01 

mNTPDase8b 13 ±6 0.82 ± 0.02 41 ±6 0.95 ± 0.08 47 ± 1 1.13 ±0.02 171±15 1.08 ±0.02 

Reactions were carried out for 10 min in the presence of 5 mM CaCb and 80 mM Tris 
buffer pH 7.4 or 100 mM MES pH 6.4 for mouse NTPDase8. In all assays, less than 10% 
of the substrate was hydrolyzed. Km and Vm!iX values were estimated with nucleotide 
concentration ranging from 0.02 to 1.5 mM by regression analysis of Woolf-Augustinsson-
Hofstee plots using GraphPad Prism software. Results are expressed as the mean ± SEM of 
three separate experiments, each performed in triplicate. aFrom Lavoie el al. [296]; 
breprinted from Bigonnesse, Lévesque et al. Biochemistry 2004; 43:5511-5519, Copyright 
2004 American Chemical Society [307]. 
ND: not determined as diphosphonucleosides are poor substrates of NTPDase2 
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Although human and mouse NTPDasel had similar Km values for P2 receptor agonists, all 

human NTPDases tested had higher Km values than the ones corresponding to their mouse 

orthologue. The hydrolysis pattern and intermediate products of ATP and UTP 

dephosphorylation were also analyzed for each of these enzymes by HPLC. This 

technique, in contrast to Pj determination by colorimetric assays, distinguishes between the 

di- and monophosphonucleoside products of ATP and UTP degradation and also enables 

one to follow the simultaneous hydrolysis of ATP and UTP. HPLC analysis of adenine and 

uracil nucleotide hydrolysis was performed with either intact COS-7 cells transfected with 

mouse NTPDases 1, 2, 3 and 8 or protein extracts of these cells (Figure 16 and data not 

shown for intact cells). As the pattern of hydrolysis was similar in both cases, we 

conducted all other experiments with protein extracts of transfected COS-7 cells. 

Of physiological interest, human and mouse NTPDasel hydrolyzed ATP to AMP with a 

very modest appearance of ADP (Figure 16A). UTP was also hydrolyzed by both enzymes 

with a major difference that UDP accumulated in the medium and was hydrolyzed only 

when UTP levels were significantly decreased (Figure 16B). Combined ATP and UTP 

hydrolysis showed that adenine nucleotides are better substrates than uracil nucleotides for 

both NTPDase Is, which was in agreement with the Km values measured for these 

nucleotides (Table 12, Figure 16C). 

Both human and mouse NTPDase2 hydrolyzed ATP and UTP efficiently to the 

corresponding diphosphonucleoside (Figure 16). A small accumulation of AMP was also 

observed for the hydrolysis of ATP that was a little higher with the human enzyme 

(Figure 16A). This and other slight differences between human and murine NTPDases may 

be attributable to some variations in the substrate preferences between enzymes from 

different species or may have also resulted from differences in the amount of activity used 

for the HPLC determination of the hydrolysis pattern. Compared to human NTPDases 1, 2, 

3 and rat NTPDase8, half as many units of activity were used for mouse NTPDases with a 

doubled time frame. The simultaneous hydrolysis of ATP and UTP by human NTPDase2 

showed that this enzyme preferred adenine nucleotides over uracil nucleotides, as expected 

from the apparent Â m and Vmax values (Table 12, Figure 16). This could not have been 
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predicted by considering only the profile of substrate specificity depicted in Figure 1. In 

contrast, mouse NTPDase2 had similar Km and Vmax for ATP and UTP and hydrolyzed 

these nucleotides with no preferences (Table 12, Figure 16). 

Human and mouse NTPDase3, as well as murine NTPDase8, hydrolyzed ATP and UTP 

with an important but transient formation of the respective diphosphonucleoside 

(Figure 16). Among these four enzymes, only mouse NTPDase3 hydrolyzed adenine and 

uracil nucleotides without any preferences (Figure 16), as expected from the apparent Km 

and Fmax values. In contrast, human NTPDase3 and murine NTPDase8 dephosphorylated 

ADP to AMP much faster than UDP to UMP, leading to an important and sustained 

accumulation of UDP (Figure 15B, C). Interestingly, human NTPDase3 had lower Km for 

ADP than for ATP but the former was a much poorer substrate, as suggested by its low 

Vmax. The pattern of hydrolysis of 500 uM ATP (Figure 16A) and 25 uM ATP (data not 

shown) was similar in both cases. 
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Figure 16 : Profiles of nucleotide hydrolysis by plasma membrane NTPDases. 

Reactions were initiated by the addition of protein extracts from COS-7 cells transfected 
with plasmid encoding an NTPDase to a medium containing 0.5 mM ATP and/or UTP, 5 
mM CaCh and 80 mM Tris, pH 7.4. Tris was replaced by 80 mM Mes pH 6.4 for mouse 
NTPDase8. A sample of protein extracts was added to obtain 24 nmol/min of activity with 
ATP as a substrate of human NTPDases 1, 2, 3 and rat NTPDase8, and of 10 - 12 nmol/min 
of all mouse NTPDases. This amount of activity was doubled when both substrates (ATP 
and UTP) were added together. Controls with protein extracts from COS-7 cells not 
expressing NTPDase activities were performed and their activity subtracted from the 
activity of samples containing NTPDases. Aliquots were taken at the indicated time points 
and the reaction was stopped immediately by the addition of an equal volume of ice-cold 1 
M perchloric acid. These samples were prepared and analyzed for nucleotide contents by 
HPLC, as described under Material and Methods. Data from a representative experiment 
performed in triplicate is given. Panel a) ATP hydrolysis by human and murine NTPDases: 
ATP (•) , ADP (■), AMP (A). Panel b) UTP hydrolysis by NTPDases: UTP (O), UDP 
(□) , UMP (A). Panel c) Simultaneous hydrolysis of ATP and UTP by NTPDases: ATP 
(•), ADP (■), AMP (A), UTP (O), UDP (□) , UMP (A). aFrom Lavoie et al. [296]; 
breprinted from Bigonnesse, Lévesque et al. Biochemistry 2004;43:5511-5519, Copyright 
2004 American Chemical Society [307]. 
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3.5 Discussion 
This work reports the comparison of the biochemical properties and kinetics of hydrolysis 

of P2 receptor agonists by human and murine plasma membrane bound NTPDases. As the 

presence of detergents changes the biochemical properties of NTPDases we used 

membrane preparations of transiently transfected COS-7 cells. The protein extracts from 

these cells have only background levels of nucleotidase activity and allow the analysis of 

NTPDases in their native membrane bound forms. For all assays performed, the results 

obtained with protein extracts were similar to those obtained with intact transfected cells. 

Although with different abilities, all NTPDases tested hydrolyzed tri- and 

diphosphonucleosides relevant to P2 receptor signaling. In general, human and murine 

NTPDases had similar substrate specificity (Figure 14). Only human NTPDase2 

hydrolyzed ADP slightly more than its mouse counterpart. For comparison, it has been 

previously reported that mammalian NTPDase2 hydrolyses triphosphonucleosides 

preferentially by 10 to 40-fold while NTPDases 1, 3, and 8 hydrolyze tri- and 

diphosphonucleosides efficiently with ATP:ADP ratios of -1-2:1, -3-4:1 and -2:1, 

respectively (for references see Table 13). 

It is well known that divalent cations such as Mg2+ and Ca2+ are essential for nucleotide 

hydrolysis by NTPDases [279]. Our results showed that NTPDases 1 and 2 had no clear 

preferences with respect to Ca2+ or Mg2+ ions, whereas NTPDases 3 [603] and 8 preferred 

Ca for the hydrolysis of both tri- and diphosphonucleosides. Interestingly, uracil 

nucleotides were hydrolyzed more efficiently in the presence of Ca2+ by all plasma 

membrane NTPDases. 
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Table 13 : Biochemical and kinetic parameters of recombinant and purified plasma 
membrane NTPDases.8 

Enzrmrs Spfdfx Sourrt 
(dttrrgMirusftl) 

Kiitrtir panunr t r rs A T P A D P 
Ratios* 

Ion 
i n f l n r i i f f s 

Rrf. Enzrmrs Spfdfx Sourrt 
(dttrrgMirusftl) ATP A D P 

A T P A D P 
Ratios* 

Ion 
i n f l n r i i f f s 

Enzrmrs Spfdfx Sourrt 
(dttrrgMirusftl) 

(uM) 
rem 

(U/mgprot) (UM) 
frnm 

0J/mgprot) 

A T P A D P 
Ratios* 

Ion 
i n f l n r i i f f s 

NTPDas*l 

Mouse Rec. extract of COS-7 cells 12 13 1.4 [341] 

NTPDas*l 

Rat Rec .intact CHO cells 
Rec, extract of COS-7 cells 75 

13 
17 

[602] 
[603] 

NTPDas*l Human 
Pur,placenta (Thton X-

100) 
Rec. extract of COS-7 cells 

10 20 11 
1.3 

Ca^Mg2* [604] 
[341] NTPDas*l 

Porcine Pur.brain (Polydocanol) 97 65 95 47 1.4 Mg*:ATP 
Ca2*:ADP [605] 

NTPDas*l 

B ovine Pur., aorta (Thton X-100)0 

Pur.heart (Thton X-100) 
14 16.3 (-20%) 12 

29 
16.2 (-20%) 1.1 

1.1 Ca2* = Mg24 
[606] 
[607] 

NTPDas*2 

Rat 
Rec, extract of COS-7 cells 
Rec, intact CHO cells 
Rec, extract of COS-7 cells 

40 
20-30 

11 

[341] 
[608] 
[314] 

NTPDas*2 
Human Rec. extract of HeLa cells 

Rec,intact NIH-3T3 cells 
210* 
400 0.107* 102 0.004' 

22° 
9.4 

[600] 
[609] 

NTPDas*2 

Porcine Pur,brain (Polydocanol) 270 76 6 6 12 Mg2 ' ATP 
Ca2' ADP [605] 

NTPDas*2 

Rabbit Pur,muscle (DiKitonin)1 6600° 20° U B * 

NTPDns*3 Human Rec .extract of COS-1 cells ■JU 2° 23d* 0 5d 3 6-4 2 Ca*>Mg2* [601,610] 

liATPDasf Porcine Pur,liver (Tnton X-100) 93 8.5 (-5-20%) 108 8.5 (-5-20%) 1.1 Ca2*>Mg2* [611] 

Rec.: recombinant enzyme expressed in cell line; Pur.: homogenous or highly purified 
enzyme with the estimated purity given in parentheses. 

a) In the presence of Ca2+ ions unless stated otherwise.; b) Ratios with concentration of 
substrate of at least five times the Km of the indicated enzyme, corresponding to 
concentration of 100 to 2500 uM.; c) This enzyme was identified as NTPDasel from the 
biochemical properties and internal sequence.; d) Experiments carried out with 5 mM 
Mg +.; e) Activity per one million cells.; f) This enzyme was identified as NTPDase2 from 
the biochemical properties and N-terminal sequence.; g) Personal communication from Dr. 
T.L. Kirley. 
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Even though all NTPDases tested were highly active at physiological pH, our studies 

indicated differences between these enzymes. NTPDasel had the narrowest range of pH 

for >50% maximal activity in the physiological to basic conditions (pH 7-9.5). In 

comparison, NTPDases 2 and 8 were efficient from acidic to slightly basic pHs (4.5-8.5) 

while NTPDase3 appeared to be fairly active in the entire pH range tested (4.5-11). 

Depending on the localization of NTPDases, these characteristics may have physiological 

importance. Before the nomenclature of NTPDases was established, pH optima between 7 

and 8 for ATP hydrolysis and 7.5-9 for ADP hydrolysis were reported for enzymes 

assigned with different names, which most likely correspond to NTPDasel ([598] and 

references therein). More recently, pH optima in physiological range for synaptosomal 

NTPDasel and NTPDase2 were reported [607] in agreement with what we observed for the 

recombinant human and mouse orthologues. 

The comparison between Km values of plasma membrane NTPDases and EC50 of 

nucleotide receptors is of major physiological importance as it provides information on 

which of these enzymes can regulate particular P2 receptor function. Our results show that 

all apparent Km constants of human and murine NTPDases obtained for adenine nucleotides 

as substrates were in the low micromolar range with the exception of rat NTPDase8 with 

ADP as a substrate (265 uM). Higher Km values were obtained for the hydrolysis of uracil 

nucleotides with human NTPDasel (UDP) and human NTPDase2 (UTP), rat NTPDase8 

(both UTP and UDP) and mouse NTPDasel and NTPDase8 (UDP). Micromolar Km values 

were also previously reported for NTPDases (Table 13). However, these experiments were 

performed with enzymes from different species, purified to different extent and wiui 

different detergents, or from intact cells or protein extracts from different transfected cell 

lines. Therefore, the comparison of the kinetic properties of these ecto-nucleotidases is 

virtually impossible. Importantly, the apparent Km values of all human and murine 

NTPDases measured were consistent with the hydrolysis pattern of ATP and UTP, except 

the one of human NTPDase3. ADP and UDP had respectively higher and equal affinity to 

human NTPDase3 compared to ATP and UTP. In this case, however, the Km values are 



103 

less important, because ADP and UDP are poor substrates of human NTPDase3, as 

reflected by the low Vmax values of their hydrolysis compared to Vmax of ATP and UTP 

hydrolysis, respectively. Accordingly, ADP and UDP accumulation was observed during 

ATP and UTP hydrolysis by human NTPDase3. The same explanation would also apply to 

the hydrolysis of ATP by porcine NTPDase2 (Table 13). It was also noteworthy that the 

profiles of nucleotide hydrolysis together with Km measurements provide valuable 

information about nucleotide hydrolysis compared to the simple profile of substrate 

specificity that may sometimes lead to erroneous conclusions. For example, the latter 

suggests that UTP is a better substrate than ATP for human and mouse NTPDase2 while 

the HPLC pattern of hydrolysis showed that ATP is preferred over UTP (Figure 16C). 

Some slight variations were found in the pattern of nucleotide hydrolysis between 

NTPDase orthologues. As it was previously shown for rat NTPDasel [291], mouse and 

human NTPDasel hydrolyze ATP to AMP with the liberation of two molecules of Pj. 

However, a modest and transient accumulation of ADP could be detected for human and 

mouse NTPDasel that was not observed during ATP hydrolysis by rat NTPDasel. These 

results are consistent with the observation that pig pancreas ATPDase (truncated form of 

NTPDasel) hydrolyzed ATP in a step favored manner; ATP to AMP via ADP [281]. 

Another minor variance observed between human NTPDases 2 and 3, and their murine 

orthologues was their preference for adenine to uracil nucleotides as substrates. 

Although there were some minor differences between NTPDases from different species, 

their main partem of substrate hydrolysis remained largely similar. We may therefore 

expect that these enzymes would regulate P2 receptor signaling in the same way in different 

species. NTPDasel would terminate the effects exerted by either ATP or UTP on P2X|.7 

and P2Y2,4,n, or ADP on P2Yi, 12,13 receptors. Indeed, endothelial NTPDasel was shown to 

prevent ADP-induced platelet aggregation in the blood (via P2Yi and P2Y12) [267, 286, 

339, 569, 587] and to keep platelets functional by preventing P2Y] receptor desensitization 
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[338]. By generating UDP from UTP, NTPDasel may also favor the transient activation of 

P2Yé receptor or may also terminate it, depending on the magnitude and identity of 

nucleotide release. NTPDase2 would be expected to terminate P2X1.7 and P2Y2,4,n 

receptor activation and simultaneously provide ligands for receptors stimulated by 

diphosphonucleosides (P2Yi,6,i2,i3)- This potential function of NTPDase2 was corroborated 

by an in vitro aggregation assay where its activity facilitated platelet aggregation by 

generating ADP in the presence of ATP [343]. NTPDase3 and NTPDase8, which 

efficiently hydrolyze ATP and UTP, may attenuate and/or terminate the activation of 

receptors for these two nucleotides (P2X].7 and P2Y2,4,n), but also favor the transient 

activation of ADP and UDP specific receptors (P2Yi,6,i2,i3), as they produce a transient 

accumulation of diphosphonucleosides. NTPDases 1, 8 and human NTPDase3, which 

hydrolyze UDP poorly compared to ADP, would be expected to form a prolonged acti

vation of P2Y6 receptor. This could be of potential interest in inflammation, as for example 

UDP was shown to promote IL-8 secretion in human monocytic cells by the activation of 

P2Y6 [498]. 

AMP, the end product of ATP hydrolysis by NTPDases 1, 3 and 8, is further 

dephosphorylated by ecto-5'-nucleotidase (CD73) to adenosine, a biologically active 

molecule that exerts a diversity of physiological responses via its own receptors [387, 588, 

601]. Our data suggest that NTPDases may have a different impact on the formation of 

adenosine. NTPDasel that hydrolyzes ATP to AMP without any significant accumulation 

of ADP should facilitate fast appearance of adenosine. In contrast, since ecto-5'-

nucleotidase is inhibited by ADP [387, 588, 601], it is expected that the formation of 

adenosine would be prevented in the presence of NTPDase2 alone and delayed in the 

presence of NTPDases 3 or 8. Indeed, the latter enzymes would be expected to generate a 

time lapse between the activation of P2 receptors and the subsequent activation of 

adenosine receptors as they require more time to produce the substrate (AMP) of CD73 and 

remove its inhibitor (ADP). 
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In summary, NTPDases have the potential to exert a tight, distinct and sophisticated 

regulation of P2 and adenosine receptor signaling, and therefore affect a number of 

biological functions. The results presented in this work in conjunction with the localization 

of these enzymes will help define the functions of cell surface NTPDases. 
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Chapitre 4 : Spécificité d'inhibition de l'ARL 67156 pour 
les ecto-nucléotidases murines et humaines. 
"Specificity of ecto-ATPase inhibitor ARL 67156 on human and mouse ecto-

nucleotidases." 

Dans ce chapitre, je présente sous forme d'article la caractérisation de l'inhibition de 

l'ARL 67156 (6-AfjV-Diéthyl-D-P-y-dibromométhylène adenosine triphosphate) 

initialement nommé FPL 67156. Cette molécule était le seul inhibiteur spécifique et 

disponible commercialement de l'activité ecto-ATPasique. Cependant, depuis sa 

découverte au milieu des années 1990, de nombreuses ecto-nucléotidases hydrolysant 

l'ATP extracellulaire ont été clonées et caractérisées (incluant les NTPDasel, 2, 3 et 8 

décrites au chapitre 3 de la présente thèse). Ce travail a permis d'identifier quelles ecto-

nucléotidases pouvaient être inhibées par l'ARL 67156. Nous avons testé son effet sur 

l'activité des NTPDasel, 2, 3 et 8 (de souris et humaines), les NPP1 et 3 et l'ecto-5'-

nucleotidase (humaine) recombinantes. L'inhibition de l'activité a été mesurée par essai 

colorimétrique ou analyse HPLC à l'aide des substrats ATP, ADP et UTP pour les 

NTPDases, le pnp-TMP et l'Ap3A pour les NPPs et l'AMP pour l'activité ecto-5'-

nucléotidase. L'ARL 67156 est un faible inhibiteur compétitif des NTPDasel, NTPDase3 

et NPP1 humaines avec des Ki de l'ordre de 11±3, 18±4 et 12±3 uM, respectivement. À la 

concentration généralement utilisée dans la littérature (50-100 uM), l'ARL 67156 inhibe 

partiellement mais de façon significative les formes humaine et murine de ces enzymes. 

L'activité des NTPDase2, NTPDase8, NPP3 et de l'ecto-5'-nucleotidase est beaucoup 

moins affectée. L'ARL 67156, qui est un analogue des nucleotides, n'est pas hydrolysable 

par les NTPDasel, 2, 3, 8, la NPP1 ou la NPP3 humaine. Dans l'environnement cellulaire, 

l'ARL 67156 prolongera l'effet des nucleotides relâchés de manière endogène sur la 

signalisation par les récepteurs P2 si les NTPDasel, NTPDase3, NPP1 ainsi que la 

NTPDase8 chez la souris sont présentes. Néanmoins, l'ARL 67156 ne bloquera aucune 

ecto-nucléotidase de façon efficace lorsque de fortes concentrations de nucleotides sont 

ajoutées dans des essais biochimiques ou lors d'essais avec le récepteur P2X7 qui nécessite 

des concentrations de l'ordre du mM. De plus, l'ARL 67156 ne bloque jamais de façon 

efficace la NTPDase2, la NTPDase8 et la NPP3 humaine, ainsi que l'ecto-5'-nucleotidase. 
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4.1 Abstract 
Background and purpose: ARL 67156, ô-M/V-Diethyl-D-P-y-dibromomethylene 

adenosine triphosphate, originally named FPL 67156, is the only commercially available 

inhibitor of ecto-ATPases. Since the first report on this molecule, various ecto-

nucleotidases responsible for the hydrolysis of ATP at the cell surface have been cloned 

and characterized. In this work, we identified the ecto-nucleotidases inhibited by 

ARL 67156. 

Experimental procedures: The effect of ARL 67156 on recombinant NTPDasel, 2, 3 & 8 

(mouse and human), NPP1, NPP3 and ecto-5'-nucleotidase (human) have been evaluated. 

The inhibition of the activity of NTPDases (using the following substrates: ATP, ADP, 

UTP), NPPs (pnp-TMP, Ap3A) and ecto-5'-nucleotidase (AMP) was measured by 

colorimetric or HPLC assays. 

Key Results: ARL 67156 was a weak competitive inhibitor of human NTPDasel, 

NTPDase3 and NPP1 with Kj of 11±3, 18±4 and 12±3 uM, respectively. At concentration 

used in the literature (50-100 uM), ARL 67156 partially but significantly inhibited the 

mouse and human forms of these enzymes. NTPDase2, NTPDase8, NPP3 and ecto-5'-

nucleotidase activities were less affected. Importantly, ARL 67156 was not hydrolyzed by 

either human NTPDasel, 2, 3, 8, NPP1 or NPP3. 

Conclusions and implications: In cell environments where NTPDasel, NTPDase3, NPP1 

or mouse NTPDase8 are present, ARL 67156 would prolong the effect of endogenously 

released ATP on P2 receptors. However, it does not block any ecto-nucleotidases 

efficiently when high concentrations of substrates are present, such as in biochemical, 

pharmacological or P2X7 assays. In addition, ARL 67156 is not an effective inhibitor of 

NTPDase2, human NTPDase8, NPP3 and ecto-5'-nucleotidase. 



109 

4.2 Introduction 
Extracellular nucleotides such as ATP, ADP, UTP and UDP play various biological 

functions by activating P2Xi-7, P2Yij2,4,6,n-i4 [7], cysLTIR, cysLT2R or GPR17 receptors. 

The latter three are G protein coupled receptors recently reported to respond to uracil 

nucleotides in addition to cysteinyl-leukotrienes [39, 40]. The study of nucleotide receptors 

and their functions is complicated by the presence at the cell surface of many enzymes, 

called ecto-nucleotidases, that rapidly break down nucleotides into nucleosides [310]. One 

nucleoside in particular, adenosine, can, in turn, act as a signalling molecule via the 

activation of four ubiquitous receptors (Ai, A2a, A2b and A3) [11]. Therefore, an effect 

thought to be due to ATP may, in fact, involve its hydrolysis product, adenosine. 

NTPDases 

NPPs 

Figure 17 : Molecular structure of ARL 67156. 

The arrow indicates the potential cleavage site between the a- and P-phosphates of 
ARL 67156 by NPPs. The site of cleavage by NTPDases between the P- and y-phosphate is 
blocked by -CBr2- and can therefore not be hydrolysed by these enzymes [599] as 
confirmed by HPLC (see Results). 
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In the endeavour to develop specific tools to investigate this complex signalling system, 

Fisons Laboratories (now Astrazeneca, Loughborough, UK) produced a nucleotide 

analogue 6-jV,jV-diethyl-D-P-y-dibromomethylene adenosine triphosphate (ARL 67156). 

This molecule was originally named FPL 67156 or AR-c67156 (see Figure 17) and is now 

known as ARL 67156. It was described in 1995 by Crack et al. (1995) as a selective 

inhibitor of ecto-ATPase activity from blood cells. Since this original report, ARL 67156 

was shown to inhibit ecto-ATPase activity in various tissues from different species: smooth 

muscle membranes of mouse, rat, rabbit and guinea-pig vas deferens [614-616], rat superior 

cervical ganglia [617], bovine chromaffin cells [618] and rat parotid acinar cells [619]. 

However, it did not block ATPase activity from guinea-pig hearts [620] nor from rat 

nodose ganglia [617]. In agreement with the inhibition of ATP hydrolysis, ARL 67156 was 

shown to potentiate the contraction evoked by exogenous ATP in guinea-pig isolated vas 

deferens, in urinary bladder [621, 622] and in rabbit ear artery [586] as well as the 

responses to endogenously released ATP induced by noradrenaline, KC1, acetylcholine or 

histamine [621, 622]. In accord with these observations, ARL 67156 failed to enhance 

responses to the non-hydrolysable analogue a-P-MeATP [586, 621]. ARL 67156 was also 

reported as an effective inhibitor of UTP breakdown by superior cervical ganglion cells 

[623] and to potentiate contractions elicited by this nucleotide in isolated tail artery of rat 

[624]. 

In the past decade following the original publication on ARL 67156, several enzymes 

responsible for the hydrolysis of nucleotides have been identified, cloned and characterized 

[12]. Among these nucleotidases, four members of the ecto-nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase (E-NTPDase) family, namely NTPDasel, NTPDase2, NTPDase3 and 

NTPDase8, and two members of the ecto-nucleotide pyrophosphatases/phosphodiesterases 

(E-NPP) family, NPP1 and NPP3, are located at the cell surface and hydrolyze extracellular 

nucleotides and derivatives [12, 86, 310, 625]. NTPDases dephosphorylate a variety of 

nucleoside triphosphates (for example, ATP and UTP) and diphosphates (for example, 

ADP and UDP) in the presence of divalent cations (Ca2+ or Mg2+), with different specificity 

and ability. NTPDasel (also called CD39 or vascular ATPDase) dephosphorylates ATP to 
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AMP, removing one phosphate at a time with a modest appearance of ADP. In contrast, 

NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) hydrolyzes ATP to ADP, with minimal AMP 

accumulation. NTPDase3 (CD39L3, HB6) and NTPDase8 (hepatic ATPDase) are 

functional intermediates as they convert ATP to AMP with a transient accumulation of 

ADP [86]. As for NPP1 (PC-1), NPP2 (PD-la, autotaxin) and NPP3 (CD203c, PD-lp, 

BIO, gpDO*813"6), they release nucleoside 5'-monophosphate from a variety of nucleotides 

and nucleotide derivatives [349]. For example, these enzymes catalyse the hydrolysis of 

ATP to AMP and pyrophosphate (PPj), Ap3A to AMP and ADP, etc. Compared to NPP1 

and NPP3, NPP2 is a rather poor phosphodiesterase [350] that bears an intrinsic 

lysophospholipase-D activity [346]. In addition, NPP2 was recently shown to be a 

zymogen (pre-pro-enzyme) proteolytically cleaved and secreted rather than a membrane 

protein [346]. Finally, monophosphonucleosides (for example, AMP) are hydrolysed to 

nucleosides (for example, adenosine) and P; by ecto-5'-nucleotidase (CD73), a glycosyl 

phosphatidylinositol-anchored enzyme located at the cell surface [626]. 

In the recent literature, there is a confusion regarding the specificity of ARL 67156, as it 

was described as a 'non specific inhibitor of ecto-nucleotidases' [627, 628], a 'non specific 

ecto-triphosphate nucleotidase [Sic] inhibitor' [627], an 'inhibitor of the ecto-NTPDases' 

[629], a 'specific inhibitor of NTPDasel' [630], an 'inhibitor of NTPDasel and NTPDase2 

activities in several tissues' [627], or even a 'selective ecto-5'-nucleotidase inhibitor' [631]. 

In fact, the only clues regarding the identity of the enzyme(s) influenced by ARL 67156, so 

far, are its capacity to block ATP, ADP and UTP hydrolysis [586, 623, 632], three excellent 

substrates of NTPDases [86], and a report in 2002 by Sesti et al. [633] showing that 

ARL 67156 decreased ATPase and ADPase activity (between 25%-37%) of an artificial 

recombinant soluble form of human NTPDasel (solCD39) when used at twice the 

concentration of substrate. Nevertheless, it remains unclear whether ARL 67156 can also 

affect the native membrane-bound NTPDasel. Indeed, the membrane environment of 

NTPDases is important for their activity and substrate specificity as they are altered in the 

presence of detergent or when the transmembrane domains are removed [309, 634]. 
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Hitherto, the identity of the ecto-nucleotidases influenced by ARL 67156 remains 

uncharacterized [310, 635]. 

In this work, we have investigated the specificity of ARL 67156 on the ecto-nucleotidases 

present at the cell surface, namely NTPDasel, 2, 3 and 8, NPP1 and NPP3, and ecto-5'-

nucleotidase. We also looked at the capacity of human NTPDases and NPPs to 

enzymatically cleave the P-C-P bond or the diphosphoester bond between a- and P-

phosphates of ARL 67156, respectively (Figure 17). 

4.3 Material and Methods 
4.3.1 Plasmids 
The plasmids used in this study have all been described in published reports: human 

NTPDasel (GenBank accession no. U87967; [286], human NTPDase2 (NM_203468; 

[602], human NTPDase3 (AF034840; [295], human NTPDase8 (AY430414; [308], mouse 

NTPDasel (NM_009848; [338], mouse NTPDase2 (AY376711; [86], mouse NTPDase3 

(AY376710; [296], mouse NTPDase8 (AY364442; [307], human ecto-5'-nucleotidase 

(DQ186653; [636]), human NPP1 (NM_006208; [351] and human NPP3 (NM_005021; 

[356]). 

4.3.2 Cell transfection and preparation of membrane fraction 
COS-7 and HEK293T cells were transfected in 10 cm plates using Lipofectamine 

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada), as previously described [86]. Briefly, 80-90% 

confluent cells were incubated for 5 h at 37°C in Dulbecco's modified Eagle's medium, 

nutriment mix F-12 (DMEM/F-12) in the absence of fetal bovine serum (FBS) with 6 |j.g of 

plasmid DNA and 24 ul of Lipofectamine reagent. The reaction was stopped by the 

addition of an equal volume of DMEM/F-12 containing 20% FBS and the cells were 

harvested 44-72 h later. 
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For the preparation of protein extracts, transfected cells were washed three times with Tris-

saline buffer at 4°C, collected by scraping in the harvesting buffer (in mM, 95 NaCl, 0.1 

PMSF, 45 Tris, pH 7.5), and washed twice by 300 x g centrifugation for 10 min at 4°C. 

Cells were resuspended in the harvesting buffer containing 10 (agmL*1 aprotinin and 

sonicated. Nucleus and cellular debris were discarded by centrifugation at 300 * g for 10 

min at 4°C and the supernatant (crude protein extract), was aliquoted and stored at -80°C 

until used for activity assays. Protein concentration was estimated by the Bradford 

microplate assay using BSA as a standard [593]. 

4.3.3 Enzymatic assays 
NTPDases (EC 3.6.1.5). Activity was measured as described previously [593] in 0.2 mL of 

incubation medium (5 mM CaCh and 80 mM Tris, pH 7.4) or Tris-Ringer buffer (in mM, 

120 NaCl, 5 KC1, 2.5 CaCl2, 1.2 MgS04, 25 NaHC03, 5 glucose, 80 Tris, pH 7.4) at 37°C 

with or without ARL 67156 (Sigma-Aldrich, ON, Canada (lots #084K4610 and 

# 098H4727) or Tocris, Ellisville, MO, USA (lot #3 and #4)). NTPDase protein extracts 

were added to the incubation mixture and pre-incubated at 37°C for 3 min. The reaction 

was initiated by the addition of 10-500 uM ATP, ADP or UTP and stopped after 15 min 

with 50 uL of malachite green reagent. The released inorganic phosphate (Pi) was 

measured at 630 nm according to Baykov et al. [594]. The type of inhibition was 

determined by Dixon and Cornish-Bowden plots of four independent experiments and Kj 

using nonlinear regression. 

For intact cells, activity at the cell surface of transiently transfected cells were carried out in 

0.25 mL of incubation medium containing 145 mM NaCl in 24 well plates. The reaction 

was stopped by sampling an aliquot of 0.2 mL promptly mixed with 50 uL of malachite 

reagent and Pj determined as indicated above. The activity obtained from cells transfected 

with a control plasmid was subtracted from the one obtained with NTPDase-transfected 

cells. 
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NPPs (EC 3.1.4.1; EC 3.6.1.9). Evaluation of the effect of ARL on human NPP1 and NPP3 

activity was carried out with para-nitrophenyl thymidine 5'-monophosphate (pnp-TMP) 

and Ap3A as substrates [36, 353]. The reactions were carried out at 37°C in 0.2 mL of the 

following incubation mixture, in mM, 1 CaCb, 140 NaCl, 5 KC1, and 50 Tris, pH 8.5, with 

or without ARL 67156 (100 uM) or ATP (100 uM). Human NPP1 or NPP3 extract was 

added to the incubation mixture and pre-incubated at 37°C for 3 min. Reaction was initiated 

by the addition of 100 uM pnp-TMP or Ap3A. For pnp-TMP, the production of 

paranitrophenol was measured at 410 nm, 15 min after the initiation of the reaction. For 

Ap3A, the reaction was stopped after 30 min by transferring an aliquot of 0.1 mL from the 

reaction mixture to 0.125 mL ice-cold 1 M perchloric acid. The samples were centrifuged 

for 5 min at 13 000 x g. Supernatants were neutralized with 1 M KOH (4°C) and 

centrifuged for 5 min at 13 000 * g. An aliquot of 20 uL was separated by reverse-phase 

high performance chromatography (HPLC) to evaluate the nucleotide content of each 

reaction sample (see below). The type of inhibition and Kj was calculated by plotting the 

data of three independent experiments using pnp-TMP as substrate according to Dixon and 

Comish-Bowden methods. 

Ecto-5 '-nucleotidase (EC 3.1.3.5). Activity was measured at 37°C for 15 min in 0.2 mL of 

incubation solution (in mM, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 200 NaCl, 10 KC1, 100 Tris, pH 7.5), with 

or without ARL 67156. Reaction was started by the addition of 100 uM AMP and stopped 

with 50 uL malachite green reagent after 15 min. Released inorganic phosphate was 

measured as described above for NTPDases. 

4.3.4 Evaluation of ARL 67156 as a potential substrate for human 
NTPDases and NPPs 
The potential hydrolysis of ARL 67156 and its parent compound P,y-MeATP by human 

NTPDasel, 2, 3 and 8 and human NPP1 and NPP3 was evaluated. In this experiment, ATP, 

ARL 67156 or P,y-MeATP was incubated with the indicated NTPDase or NPP, in the 

appropriate reaction medium, as described above under the respective enzyme assays. 
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Reactions were stopped after 60 min by the addition of an equivalent volume of ice cold 

CHC13 and vigorous mixing. The samples were immediately centrifuged for 5 min at 

13 000 x g, the aqueous phases were collected and aliquots of 20 uL separated by reverse-

phase HPLC to evaluate the disappearance of ARL 67156 and appearance of new peaks 

expected to correspond to hydrolysis products (6-TV,TV-diethyl-ADP and 6-TV,TV-diethyl-

AMP). HPLC conditions are described below. 

4.3.5 Separation and quantification of nucleotides and dinucléotides by 
HPLC 
An aliquot of 20 ul of the reaction products (described above) was used for nucleotide 

analysis by HPLC using a 15 cm * 4.6 mm, 3 urn SUPELCOSIL™ LC-18-T column 

(Supelco, Bellefonte, PA, USA). p,y-MeATP and its hydrolysis product AMP were 

separated with a mobile phase composed of 25 mM tetrabutyl ammonium (TBA), 5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 100 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7.0 and 2% 

methanol (v/v), at a flow rate of 0.75 mLmin"1 for the first 11 min and 1.4 mLmin"1 for the 

following 14 min. Separated nucleotides were detected by ultraviolet absorption at 260 nm, 

identified and quantified by the comparison of the retention time with the appropriate 

standards. Ap3A was eluted using a step gradient of MeOH in the same mobile phase at a 

flow rate of 1 mLmin"1. The step gradient was carried out for 25 min with 2% MeOH, then 

10% MeOH for 15 min, and finally the column was re-equilibrated with 2% MeOH for 15 

min before the next run. We measured the potential hydrolysis of ARL 67156 using a 

mobile phase composed of 8 mM TBA, 100 nM KH2P04, 25% AcN, pH 6.0 at a flow rate 

of 1.4 mLmin"1, by measuring ARL 67156 decrease and by verifying the appearance of a 

new peak corresponding to the expected degradation product 6-TV,TV-diethylAMP, detected 

by UV absorption at 277 nm. Since this molecule is not available commercially, we 

evaluated the retention time of 6-N, TV-dimethyl AMP, kindly provided by Dr. Bilha Fischer 

(Bar-Ilan University, Ramat Gan, Israel), assuming that it would have an elution time close 

to 6-TV,TV-diethylAMP. The retention time of 6-TV, TV-dimethyl AMP and ARL 67156 were 6 

and 19 min, respectively. 
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4.3.6 Reagents 
ADP, ATP, BSA, KC1, malachite green, para-nitrophenol, pnp-TMP, PMSF, TBA and UTP 

were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Ammonium molybdate, 

NaCl, Tris and Tween 20 were provided by EMD chemicals (Gibbstown, NJ, USA). 

Acetonitrile (AcN), CaCh and perchloric acid (HCIO4) were acquired from Fischer 

Scientific (Ottawa, ON, Canada). ARL 67156 was obtained from both Tocris (Ellisville, 

MO, USA) and Sigma-Aldrich (for further details see Enzymatic assays and Results). 

Chloroform (CHC13) was from Laboratoire MAT (Québec, QC, Canada). 

4.4 Results 
The ecto-ATPases inhibited by ARL 67156 are expected to be NTPDases and/or NPPs [36, 

635, 637]. NTPDasel, 2, 3 and 8 that are bound to the plasma membrane have been tested 

while NTPDase4-7, that are mainly associated with intracellular organelles [12, 86], have 

been excluded from this study. In addition, another family of ecto-nucleotidases, the NPPs, 

was tested. Protein extracts from COS-7 or HEK 293T cells transiently transfected with an 

expression vector encoding mouse or human recombinant NTPDasel, 2, 3 or 8 or human 

NPP1 or 3 were used as a source of enzymes. 

4.4.1 ARL 67156 is a non-hydrolysable ATP analogue 
We first tested whether ARL 67156 could be hydrolysed by ecto-nucleotidases. 

Theoretically, this molecule is not expected to be hydrolyzed by NTPDases, as the 

phosphodiester bond (P-O-P) present in ATP is substituted by a phosphomethyl bond (P-C-

P). However, this resistance to hydrolysis was only verified for bovine NTPDasel with the 

parent compound P,y-MeATP [599]. To confirm the absence of ARL 67156 hydrolysis by 

NTPDases, we incubated 500 uM of ARL 67156 in parallel with the parent compound 

P,y-MeATP, and with ATP, a substrate of NTPDasel, 2, 3 and 8, with large amount of 

transfected HEK 293T membrane protein extract (12 ug) for 60 min. The resulting samples 

were separated and analysed using reverse-phase HPLC. In these conditions, ATP was 
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hydrolysed by over 85% by human NTPDasel, 2, 3 and 8 (100, 92, 97, 85%, respectively), 

but no significant decrease in ARL 67156 nor in p,y-MeATP concentration could be 

detected. In addition, no new peaks corresponding to potential hydrolysis product could be 

observed (data not shown). 

In contrast, as NPP1 and NPP3 generate nucleoside 5'-monophosphate from a variety of 

dinucléotides, nucleotides and nucleotide derivatives [13, 638], it could therefore be 

expected that these enzymes would hydrolyze ARL 67156 to 6-TV,TV-diethyl-adenosine 5'-

monophosphate and (P03)CBr2(P03), as depicted in Figure 17. Consequently, we evaluated 

by HPLC the hydrolysis of ARL 67156 in parallel with the parent compound P,y-MeATP 

as a control. In these conditions, no conversion of ARL 67156 could be detected by either 

recombinant human NPP1 or NPP3, even after incubating 100 uM of ARL 67156 in the 

presence of large amount of transfected HEK 293T cell lysate (25 ug) for 2 h while 16-23% 

of the parent compound P,y-MeATP was hydrolysed to AMP by both NPPs. 

It is noteworthy to mention that in our preliminary experiments, when we used the usual 

HCIO4 precipitation followed by KOH neutralization, the peak corresponding to 

ARL 67156 on HPLC profiles was completely replaced by two unknown peaks with lower 

retention times, suggesting a degradation of ARL 67156-under acidic condition. 

4.4.2 Effect of ARL 67156 on ecto-NTPDases 
The inhibition of ATP hydrolysis by NTPDases was evaluated in two different buffers. In 

Tris-Ca2+ buffer, at the concentration generally used in the literature (100 uM), ARL 67156 

was not able to block the hydrolysis of 500 uM ATP by any of the human recombinant 

NTPDases (Figure 18A). However, at a higher ARL 67156/ATP ratio (100 uM/10 uM), an 

efficient inhibition of human NTPDasel and 3 was observed, while NTPDase2 and 8 were 

less affected (Figure 18A). Similar results were obtained in Ringer buffer for human 

NTPDases (data not shown). Figure 19 shows that both human NTPDasel and 3 were 

inhibited in a competitive manner with K of 11 ±3 and 18±4uM, respectively, as 
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determined by Dixon and Cornish-Bowden representations (data not shown for the latter) 

and non-linear regression. Note that no differences were seen with different batches of 

ARL 67156 purchased from Sigma or Tocris (see Methods for details) when using human 

NTPDasel protein extracts (data not shown). 
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Figure 18 : Effect of ARL 67156 on human and mouse NTPDases. 
ATPase activity of protein extracts from HEK 293T or COS-7 cells transfected with human 
or mouse NTPDasel, 2, 3 or 8 was tested with or without ARL 67156. The concentration of 
ARL 67156 was set at 100 uM and the concentration of ATP ranged from 10 to 500 uM, as 
indicated. Reaction was carried out for 15 min in the presence of 5 mM CaC^ and 80 mM 
Tris, pH 7.4. In each of these assays, less than 10% of the substrate was hydrolysed. The 
modest increases in activity of human NTPDase2 and mouse NTPDase8 at 500 uM ATP 
are not statistically different from the controls. A) human NTPDases. B) mouse NTPDases. 
The means ± SEM of three to ten experiments, each performed in triplicate, is shown. 
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Figure 19 : Determination of the kinetic parameters for the inhibition of human NTPDasel 
and NTPDase3 by ARL 67156. 
A and B) Dixon plot of a representative experiment out of four is shown with ATP 
concentration ranging from 10 to 100 uM for human NTPDasel (Panel A) or 25 to 250 uM 
for human NTPDase3 (Panel B). In both panels ARL 67156 concentrations were 0, 50, 100 
or 200 uM, as indicated. C) Inhibition type and the K (mean ± SEM) obtained from four 
independent experiments, each performed in triplicate, are indicated. 

Importantly, when used at the same concentration, ARL 67156 blocked the hydrolysis of 

UTP by both human NTPDasel and NTPDase3 more efficiently than the hydrolysis of 

ATP, while the inhibition of ADP hydrolysis was in between (Table 14). Mouse NTPDases 

were similarly inhibited, although to a lesser extent compared to their human counterpart. 

At 100 uM ARL and 10 uM ATP, a maximal inhibition of approximately 50% for 

NTPDasel and 3 was observed (Figure 18B) compared to -80% for their human orthologs 

(Figure 18A). We also confirmed that ARL 67156 (100 uM) decreased ATP hydrolysis 

(100 uM) similarly on intact COS-7 cells transfected with plasmid encoding these enzymes. 

Figure 20 shows that NTPDasel and 3 were both significantly inhibited by ARL 67156 for 

both species, although slightly less than with protein extracts (Figure 18). 
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Table 14 : Comparative effect of ARL 67156 on the biochemical activity of human 
NTPDases. 

% inhibition 

Enzyme 
(100 uM substrate and 100 uM ARL 67156) 

Enzyme 
ATP ADP UTP 

n = 4-9 n = 3 n = 3 

NTPDasel 48 ± 5 70 ± 4 89 ± 2 

NTPDase2 15 ±5 1±6 25 ± 6 

NTPDase3 42 ± 5 69 ± 3 73 ± 3 

NTPDase8 20.1 ±0.4 21 ±4 38 ± 1 

Note that only minor inhibition for either human or mouse NTPDase2 was observed even 

in the presence of 10 fold excess of ARL 67156 compared to ATP (100 uM vs 10 uM; 

Figure 18). Human NTPDase8 was hardly affected (Figures 18A and 20A). A modest but 

significant inhibition of mouse NTPDase8 could be seen with concentration equal to ATP 

with both protein extract and intact cells (Figures 18B and 20B). The inhibition of mouse 

NTPDase8 was more obvious at a ten-fold excess of ARL 67156 with the protein extract 

(Figure 20B). As the inhibition of mouse and human NTPDase8 was slightly different, we 

also tested the hydrolysis of ADP in the presence of ARL 67156 for these two enzymes. 

Interestingly, 100 uM ARL 67156 blocked hydrolysis of ADP (lOOuM) by mouse 

NTPDase8 by 51±1%, while ATP hydrolysis was inhibited by only 14 ± 7% (data not 

shown). No significant differences between inhibition of ATP and ADP hydrolysis was 

observed with the human ortholog (Table 14). 
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Figure 20 : Effect of ARL 67156 on ATP hydrolysis by NTPDases expressing cells. 

Activity of intact COS-7 cells transfected with NTPDasel, 2, 3 or 8 was measured in 24 
well plates. Cells were preincubated 3 min with or without 100 uM ARL 67156, then the 
reaction was started with 100 uM ATP. A) human NTPDases. B) mouse NTPDases. The 
means ± SEM of four independent experiments, each performed in triplicate, is shown; A 
star (*) indicates significant differences as evaluated by Student T test analysis (p values 
O.05). 
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4.4.3 Effect of ARL 67156 on NPP1 and NPP3 activity 
Indirect evidences suggested that NPPs could also be affected by ARL 67156: 

(1) ARL 67156 potentiated the contraction evoked by Ap4A in guinea-pig vas deferens 

[635] and NPPs hydrolyse Ap„A [36, 637], (2) Farahbakhsh showed that pre-treatment with 

PPADS and ARL 67156 had similar effect on nonpigmented epithelium Ca2+ mobilisation 

in response to UTP and proposed that NPP1 was the enzyme affected [627] since PPADS 

was shown to block NPP1 [639]. Considering that both NPP1 and NPP3 could hydrolyse 

ATP to AMP + PPj, we investigated whether ARL 67156 could inhibit these enzymes. 

However, the ATPase activity measured in transfected HEK 293T or COS-7 cell extracts 

was only 25% higher than in controls (transfected with inactive NPP3 plasmid or 

untransfected cell extracts). Therefore, to determine whether ARL 67156 inhibits ecto-NPP 

activity, and since ATP was poorly hydrolysed, we compared the capacity of ARL 67156 

and ATP, both at 100 uM, to block the hydrolysis of the nucleotide analogue pnp-TMP 

(100 uM) by human NPP1 and NPP3. Human NPP1 activity was decreased by 73±5% in 

the presence of ARL 67156, and by 94±4% with ATP, while human NPP3 remained 

unaffected (Figure 21A). Further kinetic analysis of human NPP1 using Dixon and 

Cornish-Bowden representations showed a competitive inhibition for ARL 67156 with a Kj 

of 12±3 uM, and a mixed type of inhibition for ATP (Figure 21B and C). ARL 67156 could 

also inhibit NPP1 hydrolysis of the more physiological substrate Ap3A, showing about 40% 

inhibition in the presence of ARL 67156. Again, NPP3 activity was unaffected by 

ARL 67156 (data not shown). 

4.4.4 Effect of ARL 67156 on ecto-5'-nucleotidase 
Finally, we addressed the possibility that ARL 67156, being an analogue of ATP, could 

influence the activity of ecto-5'-nucleotidase. Indeed, nucleotides like ADP and ATP in 

micromolar concentration as well as a,P-MeADP in nanomolar concentration are highly 

effective competitive inhibitors of this enzyme [626]. At the same concentration as the 

substrate, 100 uM, ARL 67156 inhibited human ecto-5'-nucleotidase by 28±3% while ATP 

and ADP were more effective inhibitors of AMP hydrolysis giving an inhibition of 40 and 

70%, respectively (data not shown). 
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Figure 21 : Effect of ARL 67156 and ATP on pnp-TMP hydrolysis by human NPP1 and 
NPP3. 
A) Cell lysates from HEK293T cells transfected with human NPP1 or NPP3 were 
preincubated-with or without 100 uM ATP or 100 uM ARL 67156 and the reaction started 
by the addition of 100 uM pnp-TMP. The activity was evaluated by measuring the 
absorbance of pnp produced at 410 nm. The average ± SEM of three independent 
experiments, each performed in triplicate, is shown. 

B and C) Dixon and Cornish-Bowden plots of a representative experiment out of three is 
presented for both ARL 67156 (panel B) and ATP (panel C) inhibition of pnp-TMP 
hydrolysis by human NPP1. Concentrations used for pnp-TMP ranged from 25-200 uM 
and ARL 67156 or ATP concentrations from 0-100 uM for panel B and C, respectively. 
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4.5 Discussion 
In the present work, we showed that among the ecto-nucleotidases that break down 

extracellular nucleotides involved in P2 receptor signalling, ARL 67156 was a weak 

competitive inhibitor of NTPDasel (CD39), NTPDase3 and NPP1, with K, of 11, 18 and 12 

uM, respectively (Figures 19 and 21). ARL 67156 was not an effective inhibitor of 

NTPDase2, NPP3 and ecto-5'-nucleotidase (CD73), although it could also reduce the 

activity of these enzyme. ARL 67156 affected human and mouse NTPDase8 differently. 

While it inhibited ADP hydrolysis by mouse NTPDase8 more effectively than ATP 

hydrolysis (data not shown), it was a poor inhibitor of human NTPDase8. Previous reports 

showed a pICso of 4.62 (-24 uM) for the ecto-ATPase activity of human blood cells [586] 

and 5.1 (~8 uM) for rat vas deferens [615]. In a recent report using a capillary 

electrophoresis method, Iqbal et al. [640] showed the effect of ARL 67156 on three rat 

NTPDases. NTPDasel and NTPDase3 were inhibited with a Kj of 27 and 112 uM, while 

NTPDase2 was inefficiently blocked by ARL 67156 (K > 1 mM). Although the K| values 

measured in the latter study are slightly higher than the one evaluated here for the human 

orthologs, the inhibition of rat NTPDasel, 2 and 3 by ARL 67156 is in agreement with the 

data presented here on the human and mouse orthologs. These minor differences may be 

due to the species, the assay conditions and/or the method used for K determination. In 

this paper, Iqbal et al. focus their study on the description of a new technique for the rapid 

versatile and automated screening of ecto-nucleotidase inhibitors. 

These data suggest that ARL 67156 would delay nucleotide hydrolysis in tissues where 

NTPDasel, NTPDase3 or NPP1 are present but would exert a minor effect in tissues 

expressing NTPDase2, NPP3 or ecto-5'-nucleotidase. In the case of NTPDase8, ARL 

67156 would be expected to slow down nucleotide hydrolysis in mouse, but not in human, 

tissues. Therefore, in tissues where ARL 67156 was described to block ATP hydrolysis 

such as vas deferens, superior cervical ganglia, chromaffin cell, urinary bladder, ear and tail 

arteries, and parotid acinar cells [586, 614-619, 621, 622, 624], NTPDasel, NTPDase3 

and/or NPP1 would be expected to play a pivotal role in extracellular nucleotides 

hydrolysis. Indeed the inhibition of ATP hydrolysis in ear and tail arteries by ARL 67156 
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could be explained by NTPDasel as it is the major ecto-nucleotidase expressed by the 

vascular endothelium [286, 338, 587]. In other tissues with high ecto-nucleotidase 

activities and where ARL 67156 had no effect, NTPDase2, NPP3, or potentially NTPDase8 

depending of the species, would be expected to be more important as for example in heart 

and nodose ganglia [617, 620]. Hence, the lack of inhibition by ARL 67156 of the activity 

from guinea-pig hearts [620] could be explained by NTPDase2 that is highly expressed in 

this tissue [343, 641]. The complete correlation between ARL 67156 inhibition and the 

identity of the ecto-nucleotidases involved in a given tissue will be possible when the 

complete localization of these enzymes has been accomplished; this is already thoroughly 

investigated with specific antibodies in our laboratory and others (for more information see 

the recent review of [12]). Finally, ARL 67156 had a modest effect on ecto-5'-nucleotidase 

and would thereby not be expected to interfere with AMP hydrolysis directly. However, 

ARL 67156 could delay the formation of adenosine indirectly by decreasing both the 

formation of ecto-5'-nucleotidase substrate (AMP) and the breakdown of its potent 

inhibitors (ATP and ADP) as a consequence of NTPDasel and NTPDase3 inhibition. 

The data presented here also suggest that ARL 67156 would not be efficient in blocking 

any ecto-nucleotidase in experiment where high concentrations of ATP are involved, as in 

the activation of P2X7 receptors. This would happen even in the presence of NTPDasel, 

NTPDase3 and/or NPP1, as millimolar concentration of ARL 67156 would still be 

expected to be insufficient to inhibit these enzymes. Furthermore, high concentrations of 

ARL 67156 were reported to affect P2U (P2Y2 or P2Y4), P2T (mainly P2Y]2) and P2X 

(most probably P2Xi [642] but possibly other P2X) receptors from rabbit ear artery with a 

pA2 of 3.3 or less (>500 uM) [586]. A more recent study showed that at a concentration 

300-fold higher than the one needed to block ecto-ATPase activity, ARL 67156 affected 

P2Y receptors on bovine chromaffin cells [618]. An effect on other P2 receptors among 

the fifteen P2 receptors (P2Y])2,4,6,n-i4 and P2X>.7) [7] and the three cysteinyl-

leukotrienes/uracil nucleotides G protein coupled receptors [39], can also not be excluded 

as there are no studies reporting the effect of ARL 67156 on all known nucleotide 

receptors. 
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An important characteristic of ARL 67156, though, is its high stability toward the action of 

several ecto-nucleotidases compared to ATP. ARL 67156 differs from ATP by two 

modifications, (1) the phosphodiester bond (P-O-P) between the (3- and y-phosphates is 

substituted by a phosphodibromomethyl bond (P-CBr2-P) and (2) two ethyl groups are 

added to the primary amine in position 6 of the adenine ring (Figure 17). The phosphate 

chain modification theoretically confers resistance to hydrolysis by NTPDases. In 

agreement with these assumptions, in conditions where over 85% of ATP was hydrolyzed, 

we did not observe any hydrolysis of ARL 67156 or of the parent compound p\y-MeATP 

by human NTPDasel, 2, 3 and 8. Alternatively, NPP1 and NPP3 could theoretically 

hydrolyse this compound since they cleave their substrates after the alpha phosphate (that 

is, ATP —► AMP + PPj), which remains unaltered in ARL 67156. In our hands, we could 

not see any hydrolysis of ARL 67156 even when it was incubated with large amount of 

human NPP1 or NPP3. Since in these conditions, the parent compound (3,y-MeATP was 

efficiently hydrolysed to AMP, this suggest that either the modification on the adenine ring, 

or the two bromide on the carbon between the terminal phosphates adjacent to the cleavage 

site, would be responsible for this resistance to NPP hydrolysis. Nevertheless, the higher 

chemical stability compared to ATP and the inability of both NTPDases and NPPs to 

hydrolyse ARL 67156 suggests that it can remain available for a long period of time, albeit 

it is unstable in highly acidic condition as suggested by the disappearance of ARL 67156 

peak in HPLC after treatment of the samples with 0.5N HC104. 

Interestingly, when we investigated the capacity of NPP 1 and NPP3 to hydrolyse ATP, we 

measured only a low appearance of AMP and pyrophosphate (PPj). These observations 

combined with the fact that other reports on NPPs used only more sensitive techniques, that 

is radiolabeled ATP or the synthetic substrate pnp-TMP, suggest that the breakdown of 

ATP by NPP 1-3 [349] would be less important than the one by NTPDases, at least when 

using the recombinant enzymes. 
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In conclusion, we showed that ARL 67156 is a weak competitive inhibitor of NTPDasel, 

NTPDase3 and NPP1, and is not an effective inhibitor of NTPDase2, NPP3 and ecto-5'-

nucleotidase. In addition, ARL 67156 is also a weak inhibitor of mouse NTPDase8, 

especially on ADPase activity, but not of human NTPDase8. On the one hand, our results 

suggest that in cell environment at the concentration usually used (50-100 uM), 

ARL 67156 would prolong the effect of ATP on P2 receptors if NTPDasel, NTPDase3 or 

NPP1 are the dominant ecto-nucleotidases in the system investigated. On the other hand, 

our biochemical data suggest that in assays where large concentrations of exogenous 

nucleotides are used, or on cells expressing NTPDase2 or NPP3, ARL 67156 would be 

unable to block ATP hydrolysis. Hence, ARL 67156 can be used with some precaution. 

Highly effective broad range and specific inhibitors of NTPDases and NPPs still need to be 

developed to allow the functional study of these enzymes and of P2 receptor signalling in 

tissues expressing ecto-nucleotidases. 
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Chapitre 5 : La NTPDasel régule les fonctions associées 
au récepteur P2X7 des macrophages murins. 
"NTPDasel governs P2X7-dependent functions in murine macrophages" 

Dans ce chapitre je présente sous forme d'article, la confirmation que la NTPDasel est 

exprimée par les macrophages péritonéaux de souris élicités aux thioglycollate où elle est 

l'ecto-nucléotidase majeure. Les macrophages isolés de souris déficientes en NTPDasel 

(entpdl ~) perdent complètement l'activité ecto-ADPase et presque complètement l'activité 

ecto-ATPase comparativement aux macrophages obtenus de souris sauvages (entpdl+ +). 

Je présente aussi une fonction de la NTPDasel que nous avons pu mettre en évidence soit 

le contrôle des fonctions associées à l'activation du récepteur P2X7, un récepteur ionotrope 

sensible à l'ATP qui collabore avec le complexe multiprotéique inflammasome. À ce jour, 

nous connaissons peu la régulation de fonctions associées à P2X7. Les macrophages 

entpdl'' exposés à des concentrations élevées d'ATP (mM) sont plus susceptibles à la 

mort, relâchent plus d'IL-lB et d'IL-18 suite à l'activation des récepteurs TLR2 ou TLR4 et 

incorporent plus le fiuorochrome Yo-Pro-1 (indiquant la formation d'un pore) que les 

macrophages entpdl+ +. Le point de contrôle de la relâche d'IL-1 B associée au récepteur 

P2X7 par la NTPDasel se situe après la synthèse de la pro-IL-1, mais avant sa maturation 

par la caspase-1. En accord avec les données in vitro, la NTPDasel affecte aussi la relâche 

d'IL-ip in vivo dans le modèle de la poche d'air. Les niveaux dTL-l(3 mesurés dans les 

exsudats de poches injectées avec du LPS des souris entpdl" étaient significativement plus 

élevés que ceux des souris sauvages. Ces résultats suggèrent que la NTPDase 1/CD39 joue 

un rôle clef dans les réponses dépendantes du récepteur P2X7 et ainsi peut influencer 

l'inflammation. 
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5.1 Abstract 
P2X7 receptor is an ATP-gated ion channel within the multiprotein inflammasome 

complex. Until now, little is known about regulation of P2X7 effector functions in 

macrophages. Here, we show that NTPDase 1/CD39 is the dominant ectonucleotidase 

expressed by murine peritoneal macrophages and that it regulates P2X7-dependent 

responses in these cells. Macrophages isolated from NTPDasel-null mice (Entpdl") were 

devoid of all ADPase and most ATPase activities when compared to wild type 

macrophages (Entpdl+ +). Entpdl'1' macrophages exposed to millimolar concentrations of 

ATP were more susceptible to cell death, released more IL-1 [3 and IL-18 after TLR2 or 

TLR4 priming, and incorporated the fluorescent dye Yo-Pro-1 more efficiently (suggestive 

of increased pore formation) than Entpdl+ T cells. Consistent with these observations, 

NTPDasel regulated P2X7-associated IL-1 B release after synthesis, and this process 

occurred independently of, and prior to, cytokine maturation by caspase-1. NTPDasel also 

inhibited IL-1 (3 release in vivo in the air pouch inflammatory model. Exudates of LPS-

injected Entpdl" mice had significantly higher IL-1 P levels when compared to Entpdl+ 

mice. Taken together, our studies suggest that NTPDasel/CD39 plays a key role in the 

control of P2X7-dependent macrophage responses. 
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5.2 Introduction 
Monocytes/macrophages are myeloid inflammatory cells that play an important role in 

innate host defense and immune regulation [495]. For example, these cells represent the 

major source of IL-1 during inflammation, a cytokine playing a pivotal role in chronic 

inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis and neurodegenerative disorders [528, 

532]. Monocytes/macrophages express functional receptors specific for extracellular 

nucleotides, which serve as "danger" signals and initiate the immune response [519]. At 

the mRNA level, primary monocytes express the ion-channel P2X] ,4,5,7 and the G-protein-

coupled P2Yi,2.4,6.n-i3 receptors, and macrophages express the same receptor subtypes 

except P2YB [50]. P2YU P2Y2, P2X4 and P2X7 receptors have been detected in 

macrophages aty the protein level [231-235]. 

P2X7 receptor (formerly P2Z) plays a key role in inflammation [513, 584, 643-645]. This 

receptor activation by extracellular ATP, released in inflammatory conditions, is a co-

stimulus that promotes a massive release of mature and bioactive cytokines of the IL-1 

family, such as IL-1(3 and IL-18, from LPS-primed macrophages and other cell types [515, 

516]. The activation of P2X7 in leukocytes also induces cell death, intracellular pathogen 

clearance and membrane trafficking [511, 646, 647]. While nano to low micromolar 

nucleotide concentrations are sufficient for the activation of other P2 receptors, P2X7 is 

activated by far higher concentrations of ATP (in the order of the millimolar [mM]) and/or 

by mono ADP-ribosylation [648]. 

The concentration of P2 receptors ligands (ATP, ADP, UTP and/or UDP) is regulated by 

ecto-nucleotidases, including members of the ecto-nucleoside triphosphate diphos-

phohydrolase (E-NTPDase) and ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-

NPP) families [12, 86, 310, 625]. NTPDasel (or CD39) is expressed on endothelial cells, 

smooth muscle cells and the majority of leukocytes [369, 484, 485, 547-550, 552, 649, 

650]. This enzyme efficiently hydrolyzes all tri- and diphosphonucleosides, such as ATP, 

UTP, ADP and UDP, and thus is expected to terminate P2 receptor activation. 
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Hitherto, the expression of NTPDasel in macrophages has been suggested by 

immunohistochemistry on human skin resident macrophages [548] and mouse testis 

resident macrophages [553]. Here we show that NTPDasel is the dominant ecto-

nucleotidase responsible for the hydrolysis of ATP and ADP at the surface of mouse 

primary macrophages and that this enzyme plays a key role in modulating P2X7-associated 

functions in these cells. 

5.3 Material and methods 
5.3.1 Reagents: 
The general inhibitor of caspases z-VAD(OMe)-fmk, the caspase-1 inhibitor Ac-YVAD-

AOM, and cycloheximide (CHX) were purchased from Calbiochem (Gibbstown, NJ, 

USA). Flagellin from S. typhimuhum, PamaCSKt, and poly I:C were obtained from 

Invivogen (San Diego, CA, USA). Actinomycin D, LPS from Escherichia coli 0111:B4, 

nucleotides (ATP, ADP, AMP, UTP, UDP), oxidized ATP (oATP), potato apyrase grade 

VII were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). The P2X7 antagonists A-

438079 and KN-62 were provided by Tocris Bioscience (Ellisville, MO, USA), BBL 

thioglycollate medium by Fischer Scientific (Ottawa, ON, Canada), Reactive blue 2 (RB-2) 

by ICN Biochemicals (Aurora, OH, USA) and ultra pure LPS from Escherichia coli 

055:B5 by List Biological Laboratories (Campbell, CA, USA). Yo-Pro-1 was acquired 

from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). 

5.3.2 Animals: 
CD1 mice were purchased from Charles River (Pointe-Claire, QC, Canada). NTPDase 1-

deficient mice backcrossed 7 times to the C57BL/6 genetic background were previously 

reported [338]. Experimental procedures were done according to the Canadian Council on 

Animal Care policy and were approved by the Université Laval Animal Welfare 

Committee. 
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5.3.3 Isolation of Per i toneal Macrophages : 

Peritoneal macrophages were obtained either from CD1 or C57BL/6 wild type (Entpdl+/+) 

or NTPDasel knockout (Entpdl") mice by a method similar to the one described by Zhang 

et al. [651]. Briefly, Macrophages were collected 4 days after i.p. injection of 1 mL of 3% 

sterile thioglycollate medium by a lavage of the peritoneal cavity with 8 mL of sterile PBS. 

The cells consisted of 70-85% macrophages, as confirmed with CD1 lb and F4/80 Ab, were 

washed twice with sterile PBS and resuspended in DMEM/F12 medium containing 1% 

FBS. To enrich this preparation in macrophages, the cells were transferred into 6 (2><106 

cells/well), 24 (5><105-106 cells/well) or 48 (2*105 cells/well) well-plates and allowed to 

attach for 2 hours. Unattached cells were wash out with DMEM/F12 containing 1% FBS. 

The attached cells, mainly peritoneal macrophages, were used for the experiments 

thereafter. 

5.3.4 Isolation of BMMO 
Mice were anesthetized with Ketamine/Xylazine and sacrificed by cervical dislocation. 

Femur and tibia were isolated aseptically. Bone marrows were collected in 10% FBS-

DMEM/F12 medium, disrupted, and cultured for 7-10 days in 10% FBS-DMES/F12 

supplemented with 1 ng/ml of Mouse CSF (Peprotech) in bacterial petri-dish. Cells were 

harvested and replated in 12-well plates at 0.5 x 106/well in 10% FBS-DMEM/F12 medium 

[652]. 

5.3.5 Nucleotidase Activity Assays: 
Enzymatic activity was evaluated by two methods, a Malachite green colorometric assay to 

quantify the release of inorganic phosphate (Pj) according to Baykov et al. [594] and by 

analysis of the nucleotide products by HPLC. Activity was determined for 106 cells at 37°C 

in a 24 well-plate using 0.5 mL of incubation medium (5 mM CaCh, 145 mM NaCl, 80 

mM Tris, pH 7.4). The reaction was initiated by the addition of 500 uM ATP or ADP and 

stopped after 15 min by sampling an aliquot of 0.2 mL promptly mixed with 50 uL of 

malachite reagent and Pi released was calculated as before ([86]; Chapitre 3). All 
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experiments were performed in triplicates. HPL C analysis was used to determine and 

quantify the nucleotide products of ATP hydrolysis. Two milliliter of DMEM medium 

without phenol red containing 2 mM ATP was added to macrophages at 37°C, aliquots of 

200 uL were withdrawn from the wells at different time points, and transferred to 200 uL 

ice cold 1 M HCIO4. Further sample preparation and nucleotide content quantification by 

HPLC were done as before [86]. 

5.3.6 RT and Quantitative PCR 
Total RNA was isolated using Trizol method according to the manufacturer's 

recommendation (Invitrogen). RNA quantity and quality was assessed using an Agilent 

Technologies 2100 bioanalyzer and RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent, Mountain 

View, CA, USA). Primers were designed using Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) 

and their respective sequences are included in Supp. Table 1. For RT-PCR, cDNA was 

synthesized with Supercript III (Invitogen) from 500 ng of total RNA with oligo (dT)ig as 

the primer, according to the instructions of the manufacturer (Invitrogen). For 

amplification, 1/20 of the reverse transcription (RT) reaction volume was used as a 

template in a final volume of 25 uL, containing 0.4 uM primer, 200 uM dNTP, and 1.5 unit 

of Taq DNA polymerase (New England Biolab, Ipswich, MA, USA). Amplification was 

started with 10 min at 94°C followed by 35 cycles of denaturation for 45 sec at 94°C, 

annealing for 45 sec at 55-61 °C, as indicated in Table 2), and elongation for 45 sec at 74°C, 

and ended by 7 min incubation at 74°C. Glyceraldehyde dehydrogenase (GAPDH) 

amplification was used as a control of amplification. 

For quantitative PCR (qPCR), cDNA was generated from 75 ng of total RNA using random 

nanomers as primers (Sigma-Aldrich) following the protocol for Superscript III 

(Invitrogen). Equal amounts of cDNA were run in triplicate and amplified in a final 

volume of 15 ul containing 7.5 uL of 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), 10 nM of Z-tailed forward primer, 100 nM of reverse primer, 250 

nM of Amplifluor Uniprimer probe (Chemicon, Temecula, CA, USA), and 80 ng of cDNA 

target. The mixture was incubated at 50°C for 2 min, at 95°C for 4 min, and then cycled 55 

times at 95°C for 15 sec and at 55°C for 30 sec using the Applied Biosystems Prism 7900 
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Sequence Detector. For all genes quantified, no template controls where run, amplification 

efficiencies were validated and normalized to 18S ribosomal gene and quantity of target 

gene was calculated according to a standard curve. Primers were designed using Primer 

Express 2.0 (Applied Biosystems) and their respective sequences are included in Table 15. 

Amplicons were detected using the Amplifuor UniPrimer system where forward primers 

contained a 5' Z sequence: ACTGAACCTGACCGTACA. 

5.3.7 Western Blot 

Protein extracts of cells were prepared as previously described [86]. Mouse NTPDasel 

was revealed with mNl-2c (2 hours, 1:1000; [553]), and C9F (2 hours, 1:1000) and IL-1 

with 3ZD (1 hour, 1:1000), followed by 1 hour incubation with appropriate horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-rabbit, Amersham Biosciences, Boston, 

MA; anti-guinea pig, GE Healthcare, QC, Canada; anti-mouse, Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA). Bands were visualized using lightning western 

blot Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer, Boston, MA, USA). 

5.3.8 Flow Cytofluorometry 
The expression of selected surface proteins by peritoneal macrophages was evaluated by 

cytometry using the following Ab: a rat PE-conjugated anti-mouse CD1 lb (clone Ml/70; 

BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada), a rat anti-mouse F4/80 (clone A3-1; AbD 

Serotec, Raleigh, NC, USA), a rabbit polyclonal anti-mouse CD39 (C9F; [338]), a rabbit 

polyclonal anti-mouse NTPDase2 (mN2-36L; [653]) and a rabbit polyclonal anti-P2X7 

(APR-004; Alomone Labs, Jerusalem, Israel). Briefly, the cells were incubated 30 min 

with the above primary antibodies diluted in PBS IX, 1% FBS, 0.1% sodium azide (PFA), 

and, when necessary, with secondary FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG antibodies for 

30 min (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA), with a minimum of 2 washes with 

PFA after each incubation. Cell surface fluorescence was measured with EPICS XL flow 

cytofluorometer (Beckman-Coulter, Mississauga, ON, Canada) and analysed with WinMDI 

2.9 software (Scripps Research Institute, La Jolla CA, USA). 
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Table 15 : Primer pairs for PCR and products size 

Gene Forward primer Reverse primer Genbank .. .8 
(bp) 

RT-

P2rxl CAACTGTGTGCCCTTCAATG GGTACCATTCACCTCCTCCA NM_0O8771 196 

P2rx2 CAAGGCACCCCTCAAGTAGA TCAGTCAGAGCAGAGCTGGA NM_153400 193 

P2rx3 ATTTCCTCAAAGGGGCTGAT GTTCTGCAGCCCAAGGATAA NMJ45526 204 

P2rx4 ATCCCTTCTGCCCCATATTC TAGCCAGGAGACACGTTGTG NM0I1026 205 

P2rx5 CTGTCACTTCAGCTCCACCA TTTGTTGTCCAGACGGTTGA NM_03332I 196 

P2rx6 TCACCCGCTAACCCTGTTAC TAGTCCCGCTGAAGCTTTGT NM_011028 242 

P2rx7 AATCGGTGTGTTTCCTTTGG CCGGGTGACTTTGTTTGTCT NM_011027 165 

P2ryl TCGTGTCTCCATTCTGCTTG CGACAGGGTTTATGCCACTT NM_008772 218 

P2ry2 TGACGACTCAAGACGGACAG GTCCCCTACAGCTCCCCTAC NM_008773 108 

P2ry4 ACTGGCTTCTGCAAGTTCGT AGGCAGCCAGCTACTACCAA NM_020621 188 

P2ry6 GGTAGCGCTGGAAGCTAATG TTTCAAGCGACTGCTGCTAA NMJ83168 308 

P2ryl2 GGCAGCCTTGAGTGTTCTTC ATAACGTGCTACCCGACCTG NM_02757I 130 

P2ryI3 ATAGAGAACCGGGAACAGCA CAAAACAAAGCTGATGCTCG NM028808 115 

P2ryl4 TTTTGTCGTCTGCTTTGTGC GCAGCCGAGAGTAGCAGAGT N M J 33200 135 

Entpdl AGCTGCCCCTTATGGAAGAT TCAGTCCCACAGCAATCAAA NM_009848 123 

Enlpd2 TTCCTGGGATGTCAGGTCTC GTCTCTGGTGCTTGCCTTTC NM_009849 132 

Entpd3 ACCTGTCCCGTGCTTAAATG AGACAGAGTGAAGCCCCTGA N M J 78676 183 

Enlpd8 CACACAGGACCTTCTGAGCA AGCCTTCTGAGGTGGCACTA NM_028093 212 

Nl5e CAGGAAATCCACCTTCCAAA AACCTTCAGGTAGCCCAGGT NMOI185I- 128 

Gapdh AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA NM_008084 223 

qPCR 

P2rx7 Z-tail-CCTACATTAGCTTTGCTTTGGTGA GCTCTTTCCGCTGGTACAGC NM_011027 52 

11-1P Z-tail-AAATGCCACCTTTTGACAGTGAT CGTCAACTTCAAAGAACAGGT 
CAT NM_008361 SO 

I8S Z-tail-TGCATGTCTAAGTACGCACGG AATGAGCCATTCGCAGTTTCA X56974 50 

The Z-tail for qPCR is ACTGAACCTGACCGTACA. It was excluded from the qPCR 

product length presented in base pair (bp). 
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5.3.9 ATP-induced Cell Death Assays 
The cell death of peritoneal cells treated with nucleotides was determined based on two 

techniques: trypan blue (0.2%) incorporation and LDH release. In both assays, the cells 

were incubated with 2 mM nucleotides (ATP, ADP, AMP, UTP and UTP) with or without 

apyrase, or P2X7 antagonists, for various times up to 12 hours at 37°C in a CO2 incubator. 

For the trypan blue incorporation assay, medium was removed after stimulation and cells 

were incubated with trypan blue for 5 min, then washed twice with PBS and analyzed with 

a microscope. The lactate dehydrogenase (LDH) activity released in the supernatants of the 

treated peritoneal cells was compared with the total activity in cells lysed with 2% Triton 

X-100 using the "Cytotoxicity Detection Kit (LDH)" following the manufacturer's 

recommendations (Roche Diagnosis, Indianapolis, IN, USA). 

5.3.10 IL-1B and IL-18 ELISA 
Peritoneal macrophages were primed 3 hours with the following TLR ligands: LPS 

10ng/mL (TLR4), PamsCSIQ 100ng/mL (TLR1/2), or flagellin 1 ug/mL (TLR5). After 

washes with PBS, these macrophages were stimulated with various nucleotides, at 

concentrations ranging from 0.1 to 5.0 mM for 30 min, in order to induce the 

maturation/release of pro-IL-1 cytokines, produced upon stimulation with TLR ligands. In 

some of these experiments, various inhibitors and P2X7 antagonists were added to 

macrophages 15 min before the addition of TLR ligands or ATP. The mature form of 

IL-ip and IL-18 released from macrophages was quantified by sandwich ELISA following 

manufacturers' protocols (eBioscience (San Diego, CA, USA) and Bender Medsystems Inc. 

(Burlingame, CA, USA), respectively). In figure 4a, IL-ip was measured using ELISA kit 

from Thermo Scientific (Nepean, ON, Canada). 

BMMO were primed with LPS (Sigma 0111:B4) at 300 ng/ml for 24 hours in 10% FBS-

DMEM/F12. After washing with serum free DMEM/F12, cells were treated for 30 min 

with 0.5 or 1.0 mM ATP. The supernatant was then harvested and kept at -80°C until used. 

IL-1 B was measured using Quantikine ELISA kit as recommended by the manufacturer, 

R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA). 
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5.3.11 Air Pouch Model 
Air pouches were formed on the dorsum of 10 to 12 week-old C57BL/6 wild type or 

Entpdl''' mice by s.c. injection of 4 mL sterile air on day 0, and 3 mL on day 4, as 

described [489]. On day 7, 0.1 ug LPS diluted in 1 mL PBS was injected into the pouches 

and mice were euthanized 1, 4, 8 or 12 hours later by CO2 asphyxiation. The inflammatory 

exudates with the accumulated cells were collected from the air pouches with a 2 mL wash 

(PBS-5 mM EDTA) and centrifuged (500 g, 10 min, 4°C). The cells present in the pellet 

were resuspended in PBS and counted manually with a hemacytometer. Leukocyte 

subpopulations were distinguished by Diff Quick staining of cytospins and/or by flow 

cytometry. The supernatants were analyzed for the level of IL-1B by ELISA, as described 

above. 

5.3.12 Statistical Analysis 
Student's t-test and two-way ANOVA analysis with Bonferonni post hoc test were 

performed using Prism 5.0 software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). For 

Yo-Pro-1 incorporation, statistical analysis was performed using SAS 9.2 statistical 

software (SAS Institute Inc., NC, USA). Briefly, the increase of fluorescence intensity 

over time for Entpdl^' and Entpdl+/+ macrophages was compared for each treatment. A 

linear model with a common slope and additional individual slopes (deviations from the 

common slope) was adjusted and a global test F performed on the slope coefficients 

indicated if the common slope was significantly different from zero and if there was a 

significant difference between individual slopes. Since both test were positives 

(p < 0.0001), we proceeded to t tests and to pairwise comparisons of these individual slope 

coefficients. 
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5.4 Results 

5.4.1 NTPDasel (CD39) is the dominant ecto-nucleotidase on peritoneal 
macrophages 
Previous studies indicated that peritoneal macrophages hydrolyze extracellular ATP [539, 

541], suggesting the presence of ecto-nucleotidases at their surface. We first sought to 

identify the ecto-enzyme(s) responsible for this activity. RT-PCR of mouse peritoneal 

macrophage mRNA noted the presence of NTPDasel and NTPDase2, but not of 

NTPDase3, NTPDase8 and ecto-5'-nucleotidase/CD73 (Table 16). However only 

NTPDasel/CD39, but not NTPDase2, was detected in peritoneal macrophages at the 

protein level by western blot (Fig. 22A) and flow cytometry (Fig. 22B; not shown for 

NTPDase2). NTPDasel protein was also found in mouse bone marrow-derived 

macrophages (BMM<t>) by western blot (data not shown). The latter cells were used in a 

few experiments to extend the results obtained with elicited peritoneal macrophages to 

another type of macrophages. 

Next, we compared the differential capacity of Entpdl+/¥ and Entpdl^' macrophages to 

hydrolyse extracellular ATP and ADP. Entpdl+/+ cells hydrolysed these nucleotides with 

specific activities of 61 ± 9 and 35 ± 2 nmol Pi x min"1 per 106 cells, respectively. In 

comparison Entpdl" macrophages had about one tenth of the ATPase activity of Entpdl+/ 

cells and undetectable ADPase activity (Fig. 22C). The activity at the surface of 106 

Entpdl,+/f macrophages converted about 50% of 2 mM ATP to AMP with a minimal 

generation of ADP in 60 min, while 106 Entpdl'' macrophages needed around 12 hours to 

hydrolyse the same amount of ATP (Fig. 22D). Noteworthy, Entpdl'' cells hydrolyzed 

ATP with accumulations of ADP which could be due to a modest NTPDase2 expression. 

This weak activity was masked by the highly expressed NTPDasel in wild type cells. 

Neither Entpdl+/+ nor Entpdl'' thioglycollate-elicited peritoneal macrophages hydrolysed 

AMP (Fig. 22D and data not shown) that concurs with the lack of ecto-5'-nucleotidase 

expression (Table 16). In comparison with elicited macrophages, resident peritoneal 

macrophages had similar ATPase and ADPase activities, but had ability to hydrolyze AMP 
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(data not shown). Altogether, these results show that NTPDasel is me major 

ectonucleotidase in mouse peritoneal macrophages. 

A \ COS-7 macrophages o \ 
kDa + — •/- -/- +/+ +1+ 
250 

■ ATPase 
□ ADPase 

NTPDasel Entpdl Entpdl 

D) Entpdl +/+ Enpdl-/-

15 30 60 

Time (min) 
720 IS 30 60 720 

Time (min) 

Figure 22 : NTPDasel is the major ecto-nucleotidase on mouse peritoneal macrophages 
elicited with thioglycollate. 

A) Western blot with rabbit polyclonal Ab against mouse NTPDasel (mNl-2c). Left gel 
shows control proteins (0.5 ug) from lysates of COS-7 cells transfected with mouse 
NTPDasel (+) or untransfected (—). Right gel shows a representative western blot (out of 
three performed with cells from individual mice) of proteins (12.5 ug) from peritoneal 
macrophage lysates. 
B) Flow cytometric anaylsis of NTPDase 1 analyis using non permeabilizing conditions 
with a polyclonal Ab against CD39 (C9F, ), compared to its pre-immune serum (PI, —). 
Data are representative of three independent experiments with pooled macrophages from 2 
to 4 mice per experiment. C) NTPDasel activity with either ATP or ADP as substrate, 
Entpdl+/+ (filled bars) and Entpdl'' (grey bars) macrophages. Data show mean + SEM 
(n=3). ***p<0.001, two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. D) Time course of 
the hydrolysis of 2 mM ATP by EntpdT' or Entpdl''' peritoneal macrophages was 
followed for 12 hours by HPLC: ATP (D), ADP (■), AMP (■). No adenosine production 
was detected. Data show mean + SEM of three independent experiments. 
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Table 16 : Expression of P2 receptors and ecto-nucleotidases as determined by RT-PCR 

Gene Entpdl+ Entpdl" 

P2rxl mtmmmmmM mmmmii 

P2rx2 — — 

P2rx3 — — 

P2rx4 + + 
P2rx5 — — 

P2rx6 + / - + / -
P2rx7 + + 

P2ryl + + 
P2ry2 + + 
P2ry4 — — 

P2ry6 + + 
P2ryl2 + / - + / -
P2ryl3 — — 

P2ryl4 + + 

Entpdl + mmM-m 

Entpd2 + / - + / -
Entpd3 — 

EntpdS — 

Nt5e — 

The same partem of expression was observed in all experiment (n > 3). 
+ : strong expression 
+/- : barely detectable 
- : no signal detected 
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5.4.2 Regulation of P2X7 functions by NTPDasel (CD39) 
In order to assess whether NTPDasel can regulate P2X7-associated functions, we first 

verified whether Entpdl+/+ and Entpdl " macrophages have similar expression level of this 

receptor. As shown in Fig. 2, EntpdV'+ and Entpdl"' macrophages did not significantly 

differ in the expression of P2X7 receptor at both mRNA and protein levels. Moreover, 

these cells have similar expression of other P2 receptors (Table 16). 

A) B) 
CTRL 

— EntpdV' 
— Entpd l ' ' 

E n t p d l ^ E n t p d l " P 2 X 7 — 

Figure 23 : NTPDasel deficiency does not impact P2X7 receptor expression by peritoneal 
macrophages. 
A) P2X7 mRNA expression was quantified by qPCR. Data show mean + SEM for qPCR 
experiments performed in duplicate with RNA purified from macrophages obtained from 8 
to 10 individual mice done separately. There were no significant differences in the 
expression of P2X7 mRNA between Entpdl+/ and Entpdl'' peritoneal macrophages 
(Student's f-test). 
B) Flow cytometric analysis of surface P2X7 expression in Entpdl+/~ and Entpdl^' 
peritoneal macrophages. Data are representative of three independent experiments with 
pooled macrophages from 2 to 4 mice per experiment. 

5.4.2.1 NTPDasel deficient peritoneal macrophages are more susceptible to ATP-
induced death 
One function attributed to P2X7 receptor activation is cellular death [646, 654]. To induce 

this response, we incubated macrophages with 2 mM ATP for 12 hours and measured either 

trypan blue incorporation or LDH release, as death indicators. This treatment killed 

83 ±4% of Entpdl^' macrophages as compared to 13 ±4% of Entpdl+/¥ macrophages 

(Fig. 24) as measured by trypan blue incorporation. Similar data were obtained for LDH 

release (measured 3 hours after ATP addition; data not shown). Noteworthy, 4 mM ATP 
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killed Entpdl+/+ (either from C57BL/6 or CD-I strains) and Entpdl" macrophages at a 

similar rate (data not shown). Adenosine (0.1-2.0 mM) had no effect on macrophage 

viability (data not shown). In keeping with the role of NTPDasel in ATP-induced death, 

exogenous NTPDasel activity (potato apyrase, 2U/well; Fig. 24) prevented death in both 

null and wild type macrophages. In agreement with a role of P2X7 in ATP-induced 

macrophage death, P2X7 antagonists (KN-62, RB-2 and oATP) prevented this effect, and 

cell viability was unaffected by nucleotides other than ATP (Fig. 24). Taken together, 

these results suggest that the increased macrophage susceptibility to ATP-induced death in 

absence of NTPDasel is due to the loss of P2X7 receptor regulation. 

â D Entpdl-/-
3 
U ■ Entpdr
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« 80" 
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• «■■ 

aa 
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3 
3 40' 
C 

1
2

" 
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NS NS NS NS 

- * 1 ^ — 1 ^ r = * 
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Nucleotides: — T.JDP ITT AMP ADP ATT 
Antagonists: — — — — — — 

ATT' ATT' ATP ATP 
Apv KN-62 RB-2 oATP 

Figure 24 : Entpdl'" macrophages are highly susceptible to ATP-induced death. 

Peritoneal macrophages were treated 12 hours with 2 mM of the indicated nucleotides in 
the presence or absence of potato apyrase (Apy; 2 U) or with and without P2X7 receptor 
antagonists (3 uM KN-62, 100 uM RB-2, 600 uM oATP). Cells positive for trypan blue 
incorporation were counted in a minimum of two random fields each containing over 150 
cells. Data show mean + SEM of three or more experiments for each condition tested. 
***/?<0.001, two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test; NS (no significant 
differences), p>0.05. 
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5.4.2.2 NTPDasel regulates P2X7-induced IL-ip and IL-18 secretion 
We next tested whether NTPDasel could also regulate earlier P2X7-activated macrophage 

responses such as IL-ip and IL-18 release, and pore formation. 

NTPDasel controls IL-1R and IL-18 release by macrophages in vitro: Macrophages 

accumulate pro-IL-ip in their cytosol following activation of MAPK and NF-KB [528, 532, 

655] due to, for example, Toll-like receptor (TLR)-4-activation by LPS. ATP alone is a 

poor trigger of the synthesis of these cytokines (Figure 25 A; [516, 528]), but it is necessary 

for their maturation and release from macrophages and other cell types [515, 516, 528, 

656]. 

Entpdl" peritoneal macrophages primed for 3 hours with LPS and then stimulated for 60-

min with 2 mM ATP released significantly more IL-ip than their wild type counterparts 

(Fig. 25A). Congruent with the role of P2X7, nucleotides that are not P2X7 ligands, e.g. 

ADP, AMP, UTP and UDP, did not induce IL-ip release from LPS-primed macrophages 

(Fig. 25A and data not shown). In addition, apyrase and various P2X7 antagonists (RB-2, 

A438079, and KN-62) abrogated IL-ip secretion by cells of both genotypes (Figure 25A). 

Thus, P2X7 activation induced IL-1 B release by peritoneal macrophages, which is 

controlled by the ectonucleotidase NTPDasel. Noteworthy, as for cell death, at 

concentration of ATP > 3 mM Entpdl+/+ and Entpdl' ' macrophages acted similarly and 

secreted comparable amounts of IL-1B (p > 0.05; Fig. 25B). 

Next, we investigated whether NTPDasel controls IL-ip at the level of biosynthesis, 

maturation, or release. To limit the effect of ATP-induced death in these assays, IL-ip was 

measured after 30 min (instead of 60 min in Figure 25B, D-F) already sufficient for a 

maximal release of this cytokine (data not shown). Firstly, the differences in IL-1B release 

between EntpdV* and Entpdl ' cells were not due to increased IL-1 B transcription in 

Entpdl'' macrophages. Low basal levels of IL-1 B mRNA were detected in both naive 

Entpdl+ + and Entpdl" macrophages, and were increased to a similar extent by LPS (~20 

fold; Figure 25C). Comparable results were obtained for the pro-IL-ip protein expression 

assessed by western blot (n=l, data not shown). Furthermore, when inhibitors of 
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transcription (actinomycin D) and of translation (cycloheximide) were added to peritoneal 

macrophages before LPS pre-stimulation, mese near abolished IL-1 p release (Figure 25D). 

In contrast, these inhibitors had no significant effect when added after LPS priming, at 15 

min before the addition of ATP (Figure 25D). Taken together, these data suggest that 

NTPDasel control of ATP-induced IL-1 p release occurs at a level prior to biosynthesis of 

pro-IL-ip by peritoneal macrophages. Noteworthy, IL-1B release was also measured 60 

min after the addition of ATP in at least one experiment for all conditions presented in 

figure 25, and data similar to 30 min incubation were obtained (data not shown). The 

difference in IL-ip release between Entpdl'' and Entpdl,+/+ peritoneal macrophages was 

more substantive at 1 mM than at 2 mM ATP (Figure 25B), further supporting the fact that 

higher IL-ip release in Entpdl"' macrophages was not due to cell death. Indeed, although 

some trypan blue positive cells could be observed in some experiments as early as 1 hour 

after the addition of 2 mM ATP, this observation was never seen with 1 mM ATP. 

Finally, a general caspase inhibitor z-VAD, or the caspase-1 specific inhibitor YVAD, 

decreased the release of IL-1B by LPS-primed peritoneal macrophages when stimulated 

with ATP (Fig. 25D). In addition, nigericin, a drug that stimulates IL-1B release 

independently of P2X7 activation, induced the secretion of comparable amounts of IL-1 P in 

cells from both genotypes (Fig. 25D). These data suggest that NTPDasel controls IL-1B 

release by specifically modulating P2X7-induced maturation/release of IL-1 P by caspase-1. 

As for IL-ip, IL-18 release was also heightened in Entpdl'' macrophages compared to 

Entpdl+/¥ cells after ATP treatment, and equivalent after nigericin treatment (Fig. 26). 

Also similarly to IL-ip, the release of IL-18 was efficiently blocked by apyrase, P2X7 

antagonists (KN-62, A438079) and caspases inhibitors (zVAD, YVAD; Fig. 26 and data 

not shown). Note however that the level of IL-18 production by elicited peritoneal 

macrophages was low compared to IL-ip (25-150 pg (Fig. 26) vs 2 ng (Fig. 25)). 
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NTPDasel modulates IL-lfi secretion also in TLR-2 primed macrophages: To determine 

whether TLR agonists other than LPS, the TLR4 agonist, stimulate the production of pro-

IL-ip in peritoneal cells, and to examine whether NTPDasel also plays a role in this 

process, we pre-stimulated these cells for 3 hours with the agonists of TLR expressed by 

macrophages, namely TLR2 (Pam3CSK4), TLR5 (flagellin) and TLR3 (poly I:C) [504], and 

then added 1 mM ATP for 30 min (Figure 25E). Only Entpdl''' macrophages pre-

stimulated with TLR2 and TLR4 agonists, but not with TLR3 and TLR5 agonists, released 

significantly more IL-1B than Entpdl*'* cells (p < 0.001; Figure 25E). 

NTPDasel modulates IL-lp secretion by BMMQ>. We verified whether the increased IL-ip 

release from Entpdl'" peritoneal macrophages could be extrapolated to another source of 

macrophages. Figure 25F shows that Entpdl" BMMO released more IL-ip than Entpdl*' 

cells due to either 0.5 mM or 1.0 mM ATP. 

Enhanced levels of 1L-1R in Entpdl''' mice in vivo: Next, we investigated whether 

NTPDasel regulates IL-1B production in vivo using LPS-treated mouse air-pouches. LPS 

was chosen as an inflammatory inducer as it stimulates ATP release from monocytes, 

peritoneal macrophages as well as from other cells [489, 515, 657, 658], and because LPS-

primed cells can release IL-ip upon ATP stimulation (Figure 25). LPS injection in the air 

pouches resulted in a robust migration of leukocytes peaking at 4 hours post injection that 

was comparable in Entpdl*'* and Entpdl''' mice (data not shown). However, Entpdl"' 

mice produced significantly more IL-1 P at this time point when compared to wild type 

mice (Figure 27). Thus, NTPDasel also controls IL-1P production in vivo. 
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Figure 25 : NTPDasel modulates P2X7-dependant IL-1 p release from macrophages. 
Macrophages (peritoneal or BMMO) were primed with LPS (or other TLR ligands as 
indicated), washed, and the medium was replaced with fresh medium containing ATP (0.1 
to 5 mM) or nigericin (5 uM). Supernatants were analyzed for IL-1 P concentration by 
ELISA. (suite de la description à la page suivante) 
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A) IL-ip released by LPS-primed peritoneal macrophages 60 min after treatment with 
2 mM ATP in the presence or absence of apyrase (Apy; 2 U) or P2X7 antagonists (100 uM 
RB-2, 25 uM A438079 or 3 uM KN-62). Data show mean + SD of one representative 
experiment performed in duplicate and are representative of least three independent 
experiments. Data show mean + SD of one representative experiment performed out of at 
least three independent experiments. In the presence of 2 mM ATP IL-ip levels ranged 
from 1.7 to 2.3 ng/106 cells and 0.8 to 1.1 ng/106 cells for Entpdl'1' (gray bars) and 
Entpdl*1* (filled bars) macrophages, respectively. 
B) IL-ip released by LPS-primed peritoneal macrophages 30 min after ATP treatment (0.1 
to 4.0 mM). Data show mean + SEM of n > 3 independent experiments. **p<0.0\, 
***p<0.001, two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. 
C) IL-ip mRNA in Entpdl''' and Entpdl*'* peritoneal macrophages primed for 3 hours 
with LPS (10 ng/mL) or not (CTRL) was measured by qPCR. Data show mean + SEM of 
RNA purified from macrophages obtained from 9 (Entpdl"') and 8 (Entpdl**) mice, 
respectively. NS (no significant differences),p>0.05. 
D) IL-ip released by LPS-primed peritoneal macrophages 30 min after 1 mM ATP or 
nigericin treatment was measured. The inhibitors of transcription (8 uM Actinomycin D), 
protein synthesis (10 ug/mL cycloheximide [CHX]), caspases (20 uM z-VAD), or caspase-
1 (20 uM YVAD), were added either 15 min before LPS pre-stimulation/priming (pre) and 
removed before ATP stimulation, or 15 min prior to the addition of ATP when LPS was not 
yet removed from the media. Data show mean + SEM of n > 3 experiments. After the 
indicated treatment, significantly less IL-ip was measured when compared to ATP ImM 
(***p<0.001) for both Entpdl" (gray bars) and Entpdl*'* (filled bars). There were no 
significant differences between Entpdl"' and Entpdl* * macrophages for both nigericin 
(Nig) and Nig + Apy (NS,/?>0.05), two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. 
E) ATP-induced IL-ip release by peritoneal macrophages primed with various TLR 
ligands. Cells were pre-stimulated with an agonist to either TLR4 (10 ng/mL LPS, or ultra 
pure LPS (uLPS); positive controls), TLR2 (100 ng/mL Pam3CSK4 [Pam3]), TLR5 
(1 ug/mL flagellin, "Flag") or TLR3 (1 ug/mL poly I:C) and then further stimulated for 30 
min with 1 mM ATP. IL-ip released by these cells was quantified by ELISA. Data show 
mean + SEM of 3 to 8 independent experiments. **p<0.001, two-way ANOVA with 
Bonferroni post hoc test. 
F) IL-lp released by BMMO primed for 24 hours with LPS (+) or DMEM (-) and then 
stimulated 30 min with or without ATP (0, 0.5 or 1.0 mM), was measured. Data show 
mean + SEM of one experiment performed in triplicate. 
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Figure 26 NTPDasel modulates P2X7-dependent IL-18 release from peritoneal 
macrophages. 
Macrophages were primed with LPS (10 ng/mL) for 3 hours and then treated for 30 min 
with either 1 or 2 mM ATP in the presence or absence of P2X7 antagonists (25 uM 
A438079 or 3 uM KN-62). The supernatants were analyzed for IL-18 by ELISA. Data 
show mean + SEM of n = 3-4 experiments. IL-18 release was normalized with nigericin as 
a stimulus; 100% release varied from 15 to 150 pg/106 cells depending on the experiment. 
*p<0.05, ***p<0.00l, two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. 
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Figure 27 NTPDasel deficiency increases IL-ip production in inflammatory air pouches. 
Air pouches were raised on the back of female Entpdl* * and Entpdl" C57BL/6 mice. At 
the indicated time in hours (H) post s.c. injection of LPS in the pouches, inflammatory 
exudates were collected and analyzed for IL-1 p level by ELISA. Data show mean ± SEM 
of n = 7-8 mice per 
comparison test. 

group. */?<0.05, one-way ANOVA with Bonferroni multiple 
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5.4.3.3 Entpdl" " peritoneal macrophages exhibit increased pore formation. 
ATP, via P2X7 activation, induces a pannexin-1 (panx-1 )-dependent pore formation that 

can be detected by measuring uptake of fluorescent dyes, such as Yo-Pro-1 [197, 199]. 

This effect takes place a few minutes after ATP addition to the cells, well before IL-ip 

release. Here, we investigated whether NTPDasel regulates Yo-Pro-1 uptake in 

macrophages stimulated with or without ATP (0.1 to 4.0 mM). A linear model with a 

common slope and 12 additional individual slopes (deviations from the common slope) was 

adjusted for each ATP concentration. Pairwise comparisons of individual slope 

coefficients showed significantly higher intensity increase for Entpdl" compared to 

Entpdl*'* macrophages for all ATP concentrations tested (p < 0.002). When we evaluated 

Yo-Pro-1 uptake compared to the absence of ATP, slope coefficients were significantly 

different only at concentration of 2 and 4 mM (p < 0.0001; Figure 28A and data not 

shown). Yo-Pro-1 intensities were not significantly different from baseline at either 0.1, 

0.5 or 1.0 mM ATP (p > 0.05; not shown). 

Moreover, the addition of KN-62 and apyrase decreased Yo-Pro-1 incorporation in cells of 

both genotypes (Figure 28B). A linear model with a common slope and six additional 

individual slopes (deviations from the common slope) was adjusted for each treatment 

(ATP 2mM; ATP+KN-62 and ATP+Apy) for Entpdl''' and Entpdl*'* macrophages. 

Pairwise comparisons of individual slope coefficients showed significantly lower 

fluorescence intensity increase for both ATP+KN-62 and ATP+Apy when compared to 

ATP 2 mM for Entpdl'' and Entpdl* * macrophages (p < 0.0001). These data demonstrate 

that NTPDasel modulates P2X7-dependent pore formation in murine macrophages. 
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Figure 28 : NTPDasel deficiency increases P2X7-associated Yo-Pro-1 uptake by 
macrophages. 
A) ATP dose-dependent Yo-Pro-1 uptake by peritoneal macrophages (Entpdl'' [ ], 
Entpdl*'* [—]) was evaluated by measuring differences in Yo-Pro-1 mean fluorescence 
intensity (AYo-Pro-1 MFI) using flow cytometry. Cells were incubated with or without 
ATP (0, 1.0 and 2.0 mM) for the indicated time period. Data show AYo-Pro-1 expressed in 
arbitrary units (AU) for 275-550 cells per 11 seconds. A representative experiment out of 3 
is shown. The time point corresponding to ATP addition to the cells (60 sec) is indicated 
on the graphs by an arrow (J,). Note that statistical analyses were carried out on complete 
data (n= 15-30 cells per 0.6 sec). Pairwise comparison of individual slope indicate 
significantly higher intensity growth for Entpdl' ' when compared to Entpdl*' 
macrophages (p<0.002), but slope were significantly different from the baseline slope only 
when indicated (****, pO.0001). 
B) Effect of KN-62 and apyrase (Apy) on ATP-induced Yo-Pro-1 uptake by peritoneal 
macrophages (Entpdl''' [—], Entpdl*'* [—]). The cells were stimulated with 2 mM ATP 
alone or in combination with KN-62 (3 uM) or Apy (2U) for the indicated period of time. 
Yo-Pro-1 incorporation measurement and statistical analysis were done as above. Pairwise 
comparison of individual slope indicate significantly higher intensity growth compared to 
KN-62 and Apy treatment (****p<0.0001) for both genotype. 
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5.5. Discussion 
5.5.1 NTPDasel is the dominant ecto-nucleotidase on macrophages 
We have demonstrated that resident and thioglycollate-elicited peritoneal macrophages, as 

well as BMMO, express the ectonucleotidase NTPDasel. Moreover, Entpdl''' 

macrophages were almost completely devoid of ATPase and ADPase activities. These 

results are in agreement with previous works reporting the presence of an ecto-ATPase 

activity on macrophages [539-541] and immunoreactivity with NTPDasel/CD39 antibodies 

in resident macrophages of skin and testis [548, 553]. Macrophages may also express low 

levels of NTPDase2 as a faint mRNA signal was detected by RT-PCR (Table 16). This 

would also explain the hydrolysis, albeit minor, of ATP to ADP seen in figure ID. Finally, 

thioglycollate-elicited peritoneal macrophages do not express ecto-5'-nucleotidase/CD73 

(Table 16) and lack AMPase activity (data not shown). These data are in agreement with 

the important decrease in ecto-5'-nucleotidase activity reported in elicited or activated 

peritoneal macrophages when compared to resident macrophages [543]. 

5.5.2 NTPDasel regulates P2X7 receptor functions 
NTPDasel influences ATP-induced cell death: In this study, we show that NTPDasel 

protects peritoneal macrophages from ATP-induced death via the suppression of P2X7 

activation by 2 mM ATP (Fig. 24). These results are in agreement with a previous work 

that reported a high Ca2+- and Mg2+-dependent ATPase activity in cytotoxic T lymphocytes 

(CTL), which protected these cells from P2X7-mediated LDH release [659]. In contrast to 

peritoneal macrophages, CTL ATPase activity was attributed to more than one 

ectonucleotidase, although their identity has not yet been established [659]. Another study . 

has shown that the over expression of NTPDasel in HUVEC decreased ATP-induced DNA 

degradation [660]. This cell death was ascribed to P2X7 that is upregulated in activated 

HUVEC [259, 661]. At ATP concentrations higher than 4 mM, NTPDasel could not 

prevent ATP-induced death in wild type peritoneal macrophages which is in agreement 

with previous works [646, 662]. 
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In contrast, no differences in LDH release were observed between Entpdl" and Entpdl*' 

DC exposed for 4 hours to 2.5 mM ATP, and apyrase added to DC together with ATP 

enhanced LDH release in both, Entpdl'' and Entpdl*'* DC, after 1 hour incubation [649]. 

This LDH release might have been induced by ATP and/or adenosine. Indeed, adenosine 

was reported to induce death in several cell lines [663-665], but had no effect on the 

viability of peritoneal macrophages (Entpdl** or Entpdl") even at 2 mM (not shown). 

NTPDasel modulates release oflL-lfl and IL-18: Extracellular ATP via P2X7 activation 

causes K+ efflux essential in the process of caspase-1 activation [513, 514] and the release 

of bioactive IL-ip and IL-18 [516, 666, 667] from activated macrophages which represent 

the major source of these cytokines during inflammation [532, 533]. Here, we have 

demonstrated that NTPDasel controls the release of these cytokines by mouse 

macrophages as Entpdl"' macropha ges stimulated with ATP released more IL-ipand 

IL-18 than Entpdl*'* cells (Figure 25 and 26). NTPDasel might have a general role in the 

control of IL-ip release from macrophages as BMMO devoid of NTPDasel also released 

more IL-ip than wild type BMMO (Figure 25F). Furthermore, our results indicate that 

NTPDasel controls IL-ip release upstream of caspase-1/inflammasome complex 

activation, and downstream of pro-IL-ip synthesis, which is in agreement with the control 

of P2X7 activation. In keeping with the idea that the control of IL-1 cytokine release is 

regulated by NTPDasel, we have previously shown that IL-la is decreased by NTPDasel 

overexpression in HUVEC [660]. 

Murine macrophages express several TLR [504] and the primary stimulation of some of 

these receptors results in IL-ip and IL-18 release after a subsequent addition of 5 mM ATP 

[513, 518]. Entpdl"' peritoneal macrophages primed for 3 hours with LPS (an agonist of 

TLR4) and Pam3CSK4 (TLR1/2), (but not when primed with poly I:C (TLR3) and flagellin 

(TLR5)), released high level of IL-1 P after stimulation with 2 mM ATP (Figure 25E). The 

failure of IL-1 P release by macrophages when primed with flagellin was unexpected as 

Mariathason et al. reported the opposite result [666]. It is possible that TLR5 was absent in 

peritoneal macrophages which is consistent with the fact that it is not expressed by all 

mouse macrophage lines, being present in J774 and SV-40 MES-13 macrophages but 
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absent in RAW264.7 cells [504]. Another possibility is that flagellin and poly I:C require 

longer incubation times. Indeed, poly I:C needs to be internalized to activate TLR3 which 

is present in intracellular vesicles and flagellin might have its effect via the activation of 

IPAF-inflammasome in the cytosol of macrophages as it was recently suggested [668]. 

NTPDasel has also a role in IL-ip production in vivo as IL-ip levels in exudates from air 

pouch were increased in Entpdl " compared to Entpdl* * mice when LPS was injected in 

the air pouch of these mice. Although macrophages are present in air pouches, it is unclear 

whether these cells were responsible for all IL-ip production in this mode as the majority 

of cells migrating into the air pouch are neutrophils. However, no functional P2X7 has 

been shown on neutrophils and their ability to release IL-1 p upon LPS stimulation remains 

to be established, even though neutrophils can produce pro-IL-ip mRNA and protein [669]. 

NTPDasel controls pore formation: ATP-induced cell death and IL-ip release are often 

linked to an earlier feature of P2X7 activation, namely pore formation which happen after 

short exposure to ATP (2-3 min). Entpdl" macrophages incorporated more Yo-Pro-1 and 

in a faster way when compared to wild type cells (Figure 28) indicating a regulation of 

NTPDasel on the P2X7-associated pore formation. In agreement with early control of 

P2X7 activation by NTPDasel, high ATPase activity and expression of NTPDasel 

correlated with a lack of Ca2+ mobilization in response to 5 mM ATP in the leukemia B cell 

line LCL-H [670]. In the latter cells, Ca was mobilized when this ATPase activity was 

blocked with PyMeATP, and this mobilization could be inhibited by the P2X7 antagonist 

KN-62 [670]. Interestingly, figure ID reveals that NTPDasel present on Entpdl*' 

macrophages converted less than 2% of 2 mM ATP after 15 min. This small change in the 

bulk ATP concentration cannot directly explain the dramatic effect observed on P2X7 

activation in absence of NTPDasel. This suggests that NTPDasel may be impressed 

adjacent to P2X7 in macrophage plasma membrane and could impact local concentration 

more importantly than what could be seen in the bulk phase. In agreement, both P2X7 and 

NTPDasel can be palmitoylated and localized in detergent-resistant membrane domains, 

where these proteins might partially colocalize with caveolin [671-673]. 
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5.5.3 NTPDasel may impact inflammation by controlling P2X7 receptor 
activation. 
Regulation of P2X7 activation by NTPDasel can help maintain low inflammation in resting 

conditions and favour homeostasis. Inflammatory conditions can modulate NTPDasel 

expression and/or activity which is decreased in ischemia reperfusion injury [322, 674] and 

brain ischemia [675], and increased in certain chronic inflammatory conditions such as 

colitis and pancreatitis [556-558, 676]. This modulation of NTPDasel expression and 

activity may in turn affect P2X7 mediated signaling and alter inflammation. Indeed, the 

lack of P2X7 receptor in knockout mice or the addition of antagonists to wild type animals 

have been shown to attenuate inflammation in rat brain [677] and in mice unilateral ureteral 

obstruction [678], to reduce inflammatory and neuropathic pain [645], and to diminish IL-

1P and IL-18 release [516]. 

5.6 Conclusions and perspectives 
In conclusion, NTPDasel is the major ectonucleotidase on murine macrophages, where this 

ecto-enzyme governs P2X7-mediated responses such as ATP-induced death, IL-1 P and IL-

18 secretion, and Yo-Pro-1 permeable pore formation. As NTPDasel participates in the 

regulation of the extracellular concentrations of both nucleotides and adenosine, it might 

solely impact P2X7 activation, but also other P2 and PI receptors. NTPDasel and could 

therefore influence inflammation in a more general manner. 

In addition to leukocytes, P2X7 has also been reported on other cell types. In the central 

nervous system, P2X7 seems important in controlling the expression of other P2 receptors 

like P2Y2 in rat astrocytes [679] and P2X3 in neighboring neuron of the P2X7 expressing 

glial satellite cell [254] for example. Moreover, this receptor and/or IL-1 p, which require 

P2X7 receptor sensing of ATP for release, have recently been reported to be involved in 

several neurological conditions such as depression [680] and HIV-associated dementia 

[681]. How CD39 impacts these other P2X7 related processes remains to be determined. 
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6 Conclusion 
En résumé, mes travaux de doctorat ont permis de caractériser une nouvelle ecto-NTPDase 

chez la souris (Chapitre 2) et le rat (Chapitre 3), soit la NTPDase8, et de confirmer que ses 

propriétés biochimiques diffèrent un peu des autres NTPDases connues. De plus la 

comparaison des propriétés biochimiques des NTPDases humaines et de souris retrouvées 

aux niveaux de la membrane plasmique (Chapitre 3) a permis de montrer que les 

NTPDases peuvent influencer différemment la concentration des nucleotides liant les 

récepteurs P2 soit l'ATP, l'ADP, l'UTP et l'UDP et suggère un contrôle fin de l'activation 

de ces récepteurs. Cette étude a aussi montré certaines différences inter espèces entre les 

NTPDases. Ensuite, le chapitre 4 décrit la spécificité d'inhibition de l'ARL 67156. Cette 

molécule est un faible inhibiteur compétitif des NTPDasel, NTPDase3 et la NPP1 et a très 

peu d'effet sur l'activité de la NTPDase2, la NPP3 et l'ecto-5'-nucleotidase. La 

NTPDase8, quant à elle, est inhibée par l'ARL 67156 chez la souris, surtout son activité 

ADPase, mais ne l'est pas chez l'humain. Cette étude montre également que l'ARL 67156 

n'est pas hydrolyse par les différentes ecto-nucléotidases et confirme que l'ARL 67156 est 

efficace en présence de nucleotides libérés par les cellules, mais peu efficace lorsque la 

concentration de nucleotides est trop élevée comme dans les expériences où des nucleotides 

sont ajoutés. Finalement, au chapitre 5, j 'ai démontré que la NTPDasel est l'ecto-

nucléotidase majeure exprimée par le macrophage peritoneal murin. En absence de cette 

enzyme, les fonctions associées au récepteur P2X7, telles que la mort induite par l'ATP, la 

relâche d'IL-1 et l'ouverture d'un pore membranaire perméable à la molécule fluorescente 

Yo-Pro-1, étaient exacerbées. Le contrôle de l'activation par la NTPDasel du récepteur 

P2X7, ayant surtout un rôle pro-inflammatoire, suggère qu'elle peut moduler la réponse 

inflammatoire de cette façon en plus de générer de l'adénosine qui a principalement un 

effet anti-inflammatoire. 
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6.1 Clonage et caractérisation de la NTPDase8 de souris. 
Depuis la publication de cette étude en 2004 (Chapitre 2), la NTPDase8 a aussi été clonée 

chez le rat [86, 308] et l'humain [308, 682]. Cette enzyme possède une bonne homologie 

avec l'ecto-ATPDase purifiée et clonée du foie chez la poule [596] ainsi qu'une NTPDase 

de la grenouille Xénopus [683]. Comme nous l'avons démontré dans une étude 

subséquente publiée dans « American Journal of Physiology, Gastrointestinal and Liver 

Physiology » en 2007 [308], la NTPDase8 correspond à l'ecto-ATPDase hépatique du porc 

[343]. L'expression de la NTPDase8 semble beaucoup plus restreinte que celle des autres 

NTPDases retrouvées au niveau de la membrane plasmique, et se retrouve principalement 

au niveau du foie (Figure 10 ; [308, 596, 682]). Chez la souris, comme chez le porc [343], 

elle est aussi retrouvée dans l'intestin et les reins (Figure 10). Chez la souris, elle est 

également absente du système reproducteur [553]. Chez la grenouille Xénopus son profil 

d'expression semble un peu plus étendu et son ARNm a aussi été détecté dans d'autres 

tissus dont le pancréas et les poumons [683]. 

Dans le foie, la NTPDase8 est présente dans la membrane des hépatocytes au niveau des 

canalicules biliaires et est fecto-nucléotidase majeure du foie [308]. Cependant, vu le 

manque d'outils disponibles, les fonctions physiologiques jouées par cette enzyme restent à 

être déterminées. Néanmoins, la forte capacité d'hydrolyser les nucleotides triphosphates 

et diphosphates à des pH entre 5,5 et 8,0 devrait permettre la régulation de l'activation des 

récepteurs P2 présents au niveau des hépatocytes et par le fait même, le contrôle de 

certaines fonctions associées à ces récepteurs, comme la régulation du volume cellulaire, la 

sécrétion d'ions et la formation de la bile [308]. Comme le foie est la source des purines 

pour les tissus incapables de synthèse de novo tels que le cerveau, la muqueuse intestinale, 

les muscles et la moelle osseuse, une hydrolyse adéquate en nucleoside dans les canalicules 

biliaires par la NTPDase8 est probablement aussi essentielle pour la recapture et le 

maintien des niveaux de purines par les hépatocytes. Finalement, comme pour le foie, le 

rôle joué par la NTPDase8 dans les autres tissus tels que le rein et l'intestin demeure aussi à 

être déterminé. D'ailleur, nous travaillons actuellement dans le laboratoire à la 

généreration de souris déficientes en NTPDase8 afin de nous doter d'outils nécessaire à 

l'élucidation des rôles joués par cette enzyme. 
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6.2 Comparaison de l'hydrolyse des agonistes des récepteurs P2 par les 
NTPDasel, 2,3 et 8. 
Comme nous l'avons vu précédemment, plusieurs ecto-nucléotidases et ecto-kinases 

peuvent être exprimées par les cellules et peuvent participer à la régulation de la 

concentration et de la disponibilité des nucleotides à l'extérieur des cellules. Dans le travail 

publié dans la revue « Purinergic Signalling » en 2005 [86] et présenté au chapitre 3, nous 

avons comparé les propriétés biochimiques et le profil d'hydrolyse des différentes 

NTPDases retrouvées au niveau de la membrane plasmique. Ce travail nous a permis de 

mieux comprendre le devenir des agonistes des récepteurs P2 soit l'ATP, l'ADP, l'UTP et 

l'UDP et suggère une certaine finesse du contrôle de la concentration des nucleotides. 

La cristallisation du domaine extracellulaire de la NTPDasel [684] et de la NTPDase2 

[285] du rat a été publiée depuis le travail présenté au chapitre 3. La cristallisation de la 

NTPDase2 a permis la détermination de sa structure tridimensionnelle et celle du site de 

liaison de l'ATP et de l'ADP et permet d'expliquer en partie l'incapacité de ces enzymes à 

hydrolyser l'AMP [285]. Récemment, une étude utilisant la technique de transfert 

d'énergie entre molécules fluorescentes (FRET) a montré que chez le rat la NTPDasel se 

situait très proche des récepteurs P2Yi, P2Y2, P2Yi2, P2Y]3, Ai et Aia, ainsi que de la 

NTPDase2, mais pas du récepteur P2X2 (les autres récepteurs n'ont pas été étudiés). Pour 

sa part la NTPDase2 n'interagirait avec aucun des récepteurs P2 de cette étude, seulement 

avec la NTPDasel [142]. Cette proximité de la NTPDasel avec plusieurs récepteurs P2 

suggère fortement que cette enzyme régule la signalisation par ces récepteurs. En effet, la 

désensibilisation des récepteurs P2Yi [338, 340] et P2Xi [341] en absence de NTPDasel a 

déjà été rapportée. De plus, le contrôle de l'activation des récepteurs P2Y2 [340], P2YÔ 

[342] et P2X7 (Chapitre 5) par la NTPDasel a été observé. Néanmoins, le contrôle de la 

signalisation P2 par la NTPDasel a été montré essentiellement chez la souris à l'aide des 

souris entpdl' ' et il n'est pas exclu que la régulation des récepteurs P2 soit différente d'une 

espèce à l'autre. De plus, très peu d'études montrent l'influence que pourraient avoir les 

autres ecto-nucléotidases et les ecto-kinases que l'on peut retrouver à la surface cellulaire et 

la détermination de la localisation de ces enzymes est encore en cours dans plusieurs cas. 
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Une étude récente a modélisé la signalisation par les nucleotides au niveau du liquide à la 

surface de l'épimélium des voies respiratoires en intégrant plusieurs aspects de la 

signalisation par les nucleotides, soit la relâche des nucleotides, le métabolisme et le 

catabolisme des nucleotides et nucleosides ainsi que la réintégration des nucleosides à 

l'intérieur de la cellule [125]. Ce travail pionnier ouvre la voie à une compréhension 

intégrée du réseau biochimique influençant la concentration des nucleotides. Ce réseau 

pourrait être désigné par le terme purinome, comme proposé récemment [685, 686]. 

Cependant, le modèle proposé pour le liquide à la surface de 1'epithelium respiratoire 

demeure encore difficile à transposer à d'autres tissus ou systèmes physiologiques car 

l'analyse de l'expression des joueurs impliqués (relâche, récepteurs, enzymes, 

transporteurs) est en cours. En plus, ce modèle ne tient pas compte de la biodisponibilité 

des nucleotides qui peuvent être liés aux récepteurs PI et P2 ou à des protéines circulantes 

ou de la matrice. Néanmoins, cette étude est très intéressante et pourrait servir de 

plateforme à l'élaboration de modèles pour d'autres tissus. 

6.3 Spécificité d'inhibition de l 'ARL 67156 pour les ecto-nucléotidases 
murines et humaines. 
Au début de mes études doctorales très peu d'inhibiteurs spécifiques pour les différentes 

ecto-nucléotidases étaient disponibles. Nonobstant, plusieurs molécules pouvant inhiber 

l'activité des NTPDases avaient été rapportées incluant certains agonistes non-

hydrolysables ou antagonistes de récepteurs P2 [12, 687]. L'ARL 67156 était le seul 

inhibiteur commercial disponible de l'activité ecto-ATPase, bien que d'autres molécules 

telles que le BG0136 (acide l-naphthol-3, 6-disulfonique) [687], le 8-BuS-ATP [688] et les 

ions gadoliniums [689] ont été proposés. Il n'y avait donc que deux voies possibles pour 

évaluer le rôle de la NTPDasel chez le macrophage, soit l'utilisation de l'ARL 67156 et les 

souris déficientes en NTPDasel comme je l'ai mentionné précédemment. La spécificité de 

l'ARL 67156 n'étant pas connue, j 'ai voulu déterminer quelle(s) ecto-nucléotidase(s) 

capable(s) d'hydrolyser l'ATP étai(en)t inhibée(s) par cette molécule. Comme il est 

rapporté au chapitre 4, l'ARL 67156 est finalement un faible inhibiteur compétitif de la 

NTPDasel, la NTPDase3 et la NPP1. 
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De prime abord, je pouvais utiliser cette molécule pour étudier le rôle potentiel de la 

NTPDasel dans le macrophage. Cependant, la faible affinité de l'ARL 67156 pour les 

ecto-nucléotidases dont la NTPDasel, comparativement à l'ATP, suggère qu'il faille 

l'utiliser en excès par rapport à l'ATP. Au chapitre 5, nous avons mis en évidence un rôle 

de la NTPDasel dans la modulation du récepteur P2X7 en utilisant les souris Entpdl''. 

Cependant, nous n'avons pas pu utiliser l'ARL 67156 comme inhibiteur de la NTPDasel, 

car le récepteur P2X7 était activé à des concentrations supérieures à 1 mM. Il aurait fallu 

utiliser l'ARL 67156 à plus de 10 mM et à cette concentration des effets non-spécifiques 

sur certains récepteurs P2 ont été rapportés comme je le mentionne dans la discussion du 

chapitre 4. 

6.4 NTPDasel régule les fonctions associées au récepteur P2X7 des 
macrophages murins. 
Dans le chapitre 5, nous avons démontré que la NTPDasel est l'ecto-nucléotidase majeure 

présente à la surface des macrophages péritonéaux élicités au thioglycollate. La NTPDasel 

est aussi l'ecto-nucléotidase majeure des cellules de Langerhans [551], une cellule 

dendritique résidente de la peau d'origine monocytaire, et des cellules endothéliales [338, 

548]. La présence de cette enzyme favorise la génération d'adénosine suite à une relâche 

d'ATP qui se produit en condition inflammatoire [35, 63] et joue ainsi un rôle anti

inflammatoire comme l'ont montré quelques études [73, 690-692]. Cependant, sa capacité 

à hydrolyser les nucleotides (Chapitre 5 ; [12]) et la proximité avec certains récepteurs P2 

[142] devrait aussi permettre à cette enzyme de contrôler l'activation des récepteurs aux 

nucleotides. 

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, les nucleotides joueraient un rôle de signaux 

de danger. Le récepteur P2X7 semble jouer un rôle clef comme « détecteur » de ce signal 

de danger car il répond à de fortes concentrations d'ATP et est nécessaire à la relâche 

d'IL-ip, une cytokine pro-inflammatoire précoce. À la lumière de mes résultats (Chapitre 

5), il est facile d'imaginer qu'en présence de la NTPDasel, les cellules endothéliales et les 

leucocytes soient maintenus dans un état de « repos ». En condition inflammatoire, des 
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nucleotides peuvent être libérés en grande quantité dans le milieu extracellulaire [35, 63]. 

De plus, il y a production massive de ROS, surtout par les neutrophiles arrivant au site 

inflammatoire, qui inhibe l'activité de la NTPDasel. Dans ces conditions, l'activation du 

récepteur P2X7 sera favorisée. Ce dernier semble aussi participer à la production de ROS 

par certains types cellulaires, dont le neutrophile, [693-695] et pourrait favoriser sa propre 

activation. Une fois que le niveau de ROS est descendu, la NTPDasel pourra reprendre le 

contrôle de l'activation du récepteur P2X7 en déphosphorylant l'ATP. 

Dans les macrophages péritonéaux élicités au thioglycollate, l'absence de la NTPDasel 

permet une libération accrue des cytokines pro-inflammatoires IL-ip et IL-18 (Chapitre 5). 

Nous avons aussi observé que tout comme les macrophages péritonéaux, les macrophages 

dérivés de la moelle osseuse (BMM) entpdl''' relâchent plus d'IL-ip que les macrophages 

issus de souris sauvages. Une étude récente montre aussi que les souris entpdl"' 

présentent, lors d'ischémie, des dommages cérébraux importants qui seraient dus à la 

migration leucocytaire liée à la présence de l'intégrine CIMP2 et du récepteur P2X7 [696], 

Ces données suggèrent que la NTPDasel peut, du moins chez la souris, contrôler 

l'inflammation en influençant directement l'activation du récepteur P2X7. Cependant, ce 

mode de contrôle de l'activation du récepteur P2X7 par la NTPDasel reste à être vérifié 

dans d'autres types cellulaires exprimant ce récepteur. 

Dans les lymphocytes T, un autre mécanisme de régulation de l'activation du récepteur 

P2X7 a été décrit. Ces cellules expriment l'ecto-enzyme ART2.2 qui peut ADP-ribosyler le 

récepteur P2X7 en présence de NAD, lui aussi libéré pendant l'inflammation. L'ADP-

ribosylation du récepteur P2X7 permet son activation ou une augmentation de sa sensibilité 

à l'ATP [104, 697, 698]. Dans les macrophages, cette enzyme est absente, mais récemment 

Hong et al., ont montré qu'une autre enzyme, la mono(ADP-ribosyl)transférase 2.1 

(ART2.1) était exprimée. Cette enzyme est active uniquement en conditions réductrices et 

pourrait être activée en conditions ischémiques [699, 700]. Cependant, l'expression 

d'ART2.1 est aussi induite par le LPS, l'interféron p et l'interféron y, ce qui suggère une 

régulation à la hausse en conditions inflammatoires [699, 700]. Le rôle joué par cette 

enzyme et l'influence quelle aura sur l'activation du récepteur P2X7 reste à être démontré. 
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De plus, il serait intéressant de vérifier l'effet combiné de cette enzyme et de la NTPDasel 

sur le contrôle de l'activation du récepteur P2X7 lors de l'inflammation. Dans un autre 

ordre d'idée, le peptide LL-37 a aussi été montré comme agoniste du récepteur P2X7 

humain et il est peu probable qu'une nucleotidase comme la NTPDasel puisse moduler 

l'activation du récepteur P2X7 par un peptide. Il serait donc très intéressant d'investiguer la 

contribution de la NTPDasel dans le contrôle de l'activation du récepteur P2X7 dans 

différents contextes physiologiques ainsi qu'au niveau des diverses cellules exprimant 

P2X7. 

Finalement, de nombreuses études récentes semblent suggérer un rôle important de P2X7 

dans des pathologies telles que le cancer [701, 702], la maladie d'Alzheimer [703], la 

maladie bipolaire et la dépression [680, 704]. Il serait aussi intéressant de voir si et 

comment la NTPDasel influence ces pathologies. 
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