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Les récepteurs P,: une famille en pleine expansion

L’ATP (adénosine 5’-triphosphate)
est un composant intracellulaire
riche en énergie libre qui joue un
role fondamental dans le métabolis-
me énergétique des cellules, ainsi
que dans la régulation cellulaire
(substrat des protéines kinases, acti-
vateur allostérique de certains
canaux potassium...). Bien que I'acti-
vité biologique de I'ATP extracellu-
laire ait été décrite dés 1929, il a fal-
lu attendre les années 1980 pour que
soit accepté le concept que 'ATP et
d’autres nucléotides exercent une
fonction compleétement différente de
leur réle intracellulaire: celle de
médiateur intercellulaire. Les mul-
tiples actions des nucléotides extra-
cellulaires sont relayées par des
récepteurs spécifiques, appelés
récepteurs purinergiques P,. Les pre-
miers clonages d’ADNc et de genes
codant pour les récepteurs P, ont été
publiés en 1993. Le développement
de cette approche moléculaire nous
révele que la famille P, est beaucoup
plus riche que ce qu’on imaginait et
comprend des récepteurs aux pro-
priétés inattendues.

Classification pharmacologique des
récepteurs P,

L’ATP est présent dans le cytoplasme
a une concentration de 3 a 5 mM. De
plus, dans certaines cellules (pla-
quettes, neurones), il est concentré
dans des vésicules sécrétoires. L’ATP
peut étre libéré dans I’espace extra-
cellulaire a la suite de la lyse cellulai-
re, la perméabilisation sélective de la
membrane ou l’exocytose de grains
sécrétoires (pour revue voir [1]). Des
données récentes montrent que
I’ATP peut étre transporté hors de la
cellule par la glycoprotéine P, dont

le role dans la résistance aux agents
de chimiothérapie anticancéreuse est
par ailleurs bien connu [2], et peut-
étre par la protéine CFIR, dont le
dysfonctionnement est responsable
de la mucoviscidose (m/s n°11,
vol. 11, p. 1612) [3, 4]. En général, la
durée de vie des nucléotides extra-
cellulaires est courte: en effet, des
ectonucléotidases, exposées a la sur-
face des cellules, notamment les cel-
lules endothéliales des vaisseaux,
catalysent I’hydrolyse séquentielle de
I’ATP en ADP, puis en AMP et fina-
lement en adénosine [5]. Dés 1929,
Drury et Szent-Gyorgyi avaient obser-
vé que l'injection intraveineuse
d’ATP diminuait la fréquence car-
diaque [6]. Depuis lors, la liste des
actions des nucléotides extracellu-
laires n’a cessé de s’allonger, tous les
systemes de l’organisme étant
concernés (pour revue voir [1]). En
1978, Burnstock introduisit le
concept selon lequel les actions des
nucléotides extracellulaires sont
relayées par des récepteurs spéci-
fiques, qu’il baptisa «purinergiques
P,», par opposition au terme «puri-
nergiques P, » réservé aux récepteurs
de T’adénosine [7]. Plusieurs sous-
types de récepteurs P, ont été indivi-
dualisés ultérieurement, sur la base
de la nature des effets observés et des
mécanismes de transduction sous-
jacents, d’'une part, de la puissance
relative des nucléotides naturels et
de différents analogues de synthese,
d’autre part (Tableau I). Les récep-
teurs P,y représentent un cas particu-
lier, puisque leur agoniste naturel est
I’ADP, ’ATP se comportant comme
un antagoniste compétitif. Ces récep-
teurs Pyp sont le seul sous-type pour
lequel des antagonistes sélectifs sont
disponibles: il s’agit d’analogues de

IATP qui exercent une action anti-
thrombotique in vivo chez I’animal,
montrant ainsi I'importance de
I'ADP et des récepteurs Py, dans la
pathogénie des thromboses arté-
rielles [8]. Malgré leurs différences,
les récepteurs rassemblés dans le
Tableau I présentent une propriété
commune: la forme d’ATP qu’ils
lient n’est pas le complexe ATP-
magnésium (MgATP?), forme pré-
dominante dans les liquides physio-
logiques et substrat des ATPases et
kinases, mais bien la forme tétra-
anionique (ATP*), qui ne représen-
te qu’environ 2 % de I’ATP total [9].

Classification moléculaire des
récepteurs P,

C’est en 1993 que la biologie molé-
culaire a fait irruption dans le
domaine des récepteurs P,. L’ADNc
d’un récepteur Py a été cloné a par-
tir ’ADNc de cerveau de poulet sur
la base d’une homologie fortuite
avec le récepteur orphelin RDCI1
[10, 11]. Parallelement, une straté-
gie de clonage par expression a
conduit au clonage de ’ADNc du
récepteur Py, a partir d’ADNc d’une
lignée hybride de neuroblastome-
gliome de souris [12]. Dans la fou-
lée, les ADNc des récepteurs P,y de
dinde [13], de souris [14], de rat
[14] et de beeuf [15], ainsi que ceux
des récepteurs Py, humain [16] et
de rat [17] ont également été clonés.
Ces récepteurs appartiennent tous a
la superfamille des récepteurs hepta-
hélicoidaux couplés aux protéines G
et activent la phospholipase C. La
comparaison des séquences des
récepteurs Py et P, révele 39 %
d’identité en acides aminés: ce pour-
centage tombe en dessous de 30%
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lorsque ces séquences sont compa-
rées a celles de tous les autres récep-
teurs heptahélicoidaux. Les récep-
teurs Py, et Py, constituent donc une
sous-famille particuliere au sein de
cette superfamille. Contrairement a
ce qu’on aurait pu imaginer, les
récepteurs Py, et Pyy ne présentent
qu'une homologie réduite avec les
récepteurs de ’adénosine, ou avec le
récepteur de 'AMP cyclique de Dic-
tyostelium discoideum.

En 1994, deux sous-types distincts de
récepteur Pyy ont été clonés simulta-
nément, 'un a partir de cellules
PC12 de phéochromocytome de rat
[18], l'autre a partir de canal défé-
rent de rat [19]. L’ADNc d’un troi-
sieme sous-type de récepteur Py,
exprimé dans les fibres afférentes

nociceptives de type C, a été cloné
tout récemment [20, 21]. La compa-
raison des trois séquences révele une
identité en acides aminés de ’ordre
de 40 %. Exprimés séparément dans
des ovocytes de xénope, les trois
récepteurs se comportent comme des
canaux cationiques non sélectifs acti-
vés par 'ATP. La synthése simultanée
de deux sous-types distincts engendre
un canal aux propriétés particulieres,
suggérant la formation d’hétéropoly-
meres. L’architecture de ces récep-
teurs est tout a fait caractéristique:
deux zones hydrophobes transmem-
branaires séparées par un domaine
extracellulaire riche en cystéines.
Curieusement, cette architecture est
tres différente de celle d’autres
récepteurs possédant une activité

Tableau |

CLASSIFICATION PHARMACOLOGIQUE DES RECEPTEURS P,

Type Agonistes Mécanisme Localisation Réponse
préférentiels effecteur typique
P,r 2-MeSADP > canal Ca?* plaguettes agrégation
ADP (ATP = | adénylyl plaquettaire’
antagoniste) cyclase
TPLC (?)
P,y UTP = ATP > T PLC endothélium libération
ADP vasculaire, de prostacycline
épithélium et NO, sécrétion
respiratoire... de CI2
P,x APCPP> ATP > canal muscle lisse contraction du
2MeSATP cationique muscle lisse
(Ca?*, Na*)
P 2-MeSATP > T PLC endothélium libération
ADP = ATP vasculaire, foie de prostacycline
et NO
P BzATP > ATP > pore non macrophages, mort cellulaire
ADP sélectif lymphocytes
(< 900 Da)

! Cette action est a la base du développement d’antagonistes, qui exercent une action antithrom-
botique in vivo chez I'animal et font actuellement I'objet d’essais cliniques [8].
2 Des essais préliminaires suggerent que I’'UTP en aérosol pourrait jouer un réle dans le traitement

symptomatique de la mucoviscidose [28].

2-MeSADP: 2-méthylthio-ADP ; 2-MeSATP : 2-méthylthio-ATP ; APCPP : a,-méthyléne-ATP; Bz-

ATP: 3-O-(benzoyl)-benzoyl-ATP.
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intrinseque de canal ionique, comme
les récepteurs nicotiniques de l'acé-
tylcholine ; en revanche, elle est appa-
rentée a la structure de certains
canaux potassium et sodium, comme
par exemple le canal sodium épithé-
lial sensible a ’amiloride (m/s n°3,
vol. 10, p. 365) [18, 19] (figure 1).

A la suite du clonage des ADNc des
récepteurs Py, Poy et Py, une réorga-
nisation compléte de la classification
des récepteurs P, a été proposée et
s’est rapidement imposée [22]. Dans
cette nouvelle nomenclature, les
récepteurs possédant une activité
intrinseque de canal cationique sont
baptisés P2X, tandis que les récep-
teurs heptahélicoidaux couplés aux
protéines G sont appelés P2Y: les
récepteurs Py, et Py, sont, dés lors,

Canal Na*
épithélial

Récepteur
P2X

Récepteur
nicotinique

Figure 1. Représentation schéma-
tique comparative de la topographie

de trois canaux cationiques: canal

sodium épithélial sensible a I'amilo-
ride, récepteur P2X et récepteur ni-
cotinique.
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Tableau Il

CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES RECEPTEURS P,

P2Y : Couplage aux

protéines G
dénomination équivalent dans source localisation mécanisme agonistes
dans la la classification du clonage effecteur préférentiels
classification pharmacologique
moléculaire
P2Y, P,y ADNCc de cerveau cerveau, muscle TPLC 2-MeSATP >
de poulet squelettique, T [Ca?], ADP > UDP
tube digestif
P2Y, Py ADNc de muscle TPLC ATP = UTP >
neuroblastome- squelettique, T [Ca%], ADP = UDP
gliome de souris épithélium des
voies aériennes,
placenta
P2Y, - ADNc de cerveau  cerveau TPLC ADP > ATP
de poulet T [Ca?],
P2y, - ADN génomique placenta TPLC UTP = UDP>
humain T [Ca?, ATP > ADP
P2X: Activité
intrinséque de
canal ionique
dénomination équivalent dans source localisation mécanisme  agonistes
dans la la classification du clonage effecteur préférentiels
classification pharmacologique
moléculaire
P2X, Pox ADNCc de canal canal déférent canal Ca% ATP =2-MeSATP
déférent de rat et vessie et Na* > APCPP > ADP
P2X, Pox ADNCc du phéo- hypophyse, canal Na* ATP=2-MeSATP
chromocytome canal déférent, et K+ > APCPP
PC12 de rat moelle épiniére
P2X, Pox ADNCc de ganglions fibres afférentes canal Ca% ATP =2-MeSATP
de la racine nociceptives’ et Na* > ATPyS > ADP

dorsale de rat

! Cette localisation suggére que I’ATP joue un réle dans la genese de certaines formes de douleur.
PLC: phospholipase C; 2-MeSATP : 2-méthylthio-ATP ; APCPP : a,3-méthylene-ATP.

rebaptisés respectivement P2Y, et
P2Y, (Tableau II). La place des récep-
teurs P,; et Py, dans cette nouvelle
classification pourra étre définie
apres le clonage de leur ADNc: ce tra-
vail est en cours dans plusieurs labo-
ratoires, mais n’a pas encore abouti.

Différentes stratégies de clonage par
homologie ont permis le clonage des
ADNc d’autres sous-types de récep-
teur P2Y, qui n’ont pas leur équiva-
lent dans la classification pharmaco-
logique. C’est le cas du récepteur
P2Y;, dont 'ADNc a également été

cloné a partir de cerveau de poulet
et qui n’a été décrit que de maniére
trés partielle jusqu’a présent [23], et
du récepteur P2Y,, dont le géne a été
cloné a partir d’ADN génomique
humain et est exprimé principale-
ment dans le placenta humain [24].
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Figure 2. Dendrogramme représen-
tant les parentés de structure entre
récepteurs P2Y et leurs voisins les
plus proches au sein de la superfa-
mille des récepteurs couplés aux
protéines G.

Extracellulaire

Intracellulaire

Ce récepteur est analysé en détail ci-
apres. Il faut ajouter que les ADNc
de plusieurs autres sous-types de
récepteurs P2Y et P2X ont été clonés
dans notre laboratoire et dans
d’autres, et sont a différents stades
de caractérisation. Enfin, il ressort
d’une comparaison de séquences
que le récepteur orphelin 6H1, dont
I’ADNc a été cloné a partir de lym-
phocytes T activés, pourrait lui aussi
appartenir a la famille P2Y, bien
qu’une réponse fonctionnelle aux
nucléotides n’ait pas encore été mise
en évidence jusqu’a présent [25]. La
figure 2 illustre les parentés structu-

rales au sein de la famille des récep-
teurs P2Y. Elle montre aussi que
curieusement le récepteur heptahéli-
coidal le plus proche de la famille
P2Y est le récepteur de la thrombine.
L’examen de la séquence des récep-
teurs P2X a révélé la présence dans
la boucle extracellulaire de motifs
apparentés a G(X,)GK (G = Gly, X =
n’importe quel acide aminé, K =
Lys), séquence consensus retrouvée
dans de nombreuses protéines qui
lient ’ATP [18, 19]. En revanche, ce
motif ne se retrouve pas dans la
séquence des récepteurs P2Y [10,
12]. Des expériences de mutagenése

4000 T cpm [SH] |P3
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2500 A
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1000 A
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e

10 100
Concentration en agoniste (uUM)

Figure 3. Le récepteur P2Y, A. Représentation graphique du récepteur P2Y,. Les cercles roses représentent une sé-
quence consensus commune a tous les récepteurs P2Y clonés a ce jour. Les cercles bistres représentent les acides
aminés conservés entre le récepteur P2Y, et le récepteur P2Y,. Les cercles rouges représentent les trois acides ami-
nés chargés positivement, dont la mutagenése dirigée a montré qu’ils jouaient un réle critique dans la liaison de
I’ATP et de I'UTP au récepteur P2Y, et qui sont parfaitement conservés dans le récepteur P2Y,. Les cercles gris re-
présentent des sites de phosphorylation potentiels par la kinase C et les kinases calmoduline-dépendantes. A noter
I’'absence de sites potentiels de N-glycosylation dans la partie exofaciale, une caractéristique peu fréquente parmi les
récepteurs couplés aux protéines G. B. Expression fonctionnelle du récepteur P2Y, dans les cellules 1321N1. Cette li-
gnée cellulaire provient d’un astrocytome humain. A la différence de la plupart des lignées cellulaires, elle a I'avan-
tage d’étre dépourvue de récepteurs P, endogénes. La figure montre I’'accumulation d’inositol triphosphate (IP;) en
réponse aux nucléotides.
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dirigée ont mis en évidence le role
de résidus chargés positivement, pré-
sents a 'extrémité extracellulaire des
domaines transmembranaires 6 et 7,
dans la liaison de 'ATP et de 'UTP
au récepteur P2Y, [26]. La mutation
de His*?, Arg ou Arg*? réduit dra-
matiquement I’affinité de 'ATP, sug-
gérant que ces acides aminés inter-
viennent dans la neutralisation des
charges négatives de ’ATP* qui, rap-
pelons-le, est la forme d’ATP qui se
lie aux récepteurs.

Existence de récepteurs
pyrimidinergiques

A la fin des années 1980, il est appa-
ru que 'UTP extracellulaire exerce
des effets sur de nombreux tissus et
cellules, d’'une maniére similaire a
IATP. A I'époque, il a été proposé
que les effets de 'UTP seraient
relayés par des récepteurs pyrimidi-
nergiques spécifiques, distincts des
récepteurs purinergiques P, [27].
L’existence de récepteurs nucléoti-
diques ou P,;, communs a 'ATP et
I’UTP, constituait évidemment une
explication alternative en faveur de
laquelle des arguments expérimen-
taux se sont progressivement accu-
mulés, en particulier I’absence
d’additivité et la désensibilisation
croisée des réponses a ’ATP et
I'UTP. La démonstration finale de ce
concept est venue avec le clonage de
I’ADNc et I’expression fonctionnelle
du récepteur P2Y,, qui est activé de
maniére équivalente par UATP et
I’'UTP. Cependant, le clonage du
gene codant pour le récepteur P2Y,
relance la question. Ce récepteur,
dont le géne a été cloné a partir
d’ADN génomique humain [24], est
plus proche du récepteur P2Y, (51 %
d’identité en acides aminés) que du
P2Y, (35 % d’identité en acides ami-
nés) (figure 2): en particulier les trois
acides aminés chargés positivement
qui jouent un role dans la liaison des
nucléotides au récepteur P2Y, sont
parfaitement conservés dans le
récepteur P2Y, (figure 3A). Dans des
cellules transfectées synthétisant ce
récepteur de maniere stable, la for-
mation d’inositol phosphates est
stimulée par 'UTP et 'UDP (figu-
re 3B); en revanche, ’ATP se com-
porte comme un agoniste partiel de

faible affinité et I’effet de ’ADP est a
peine détectable. On peut donc
conclure que le récepteur P2Y, se
comporte fonctionnellement comme
un récepteur pyrimidinergique bien
que, structurellement, il appartienne
a la famille des récepteurs puriner-
giques P2Y. Cette famille comporte
donc des récepteurs purinergiques
sélectifs (P2Y,), des récepteurs com-
muns aux nucléotides adényliques et
uridyliques (P2Y,) et des récepteurs
pyrimidinergiques (P2Y,). Bien que
la présence d’'UTP ou d’UDP dans
I’espace extracellulaire soit trés peu
documentée, la simple existence des
récepteurs P2Y, suggére que les
nucléotides uridyliques jouent un
role de médiateurs intercellulaires,
indépendamment des nucléotides
adényliques.

En conclusion, la biologie moléculai-
re a permis non seulement de cloner
des récepteurs dont I'existence avait
été établie sur la base de critéres
pharmacologiques, mais aussi d’en
découvrir de nouveaux dont la signi-
fication physiologique reste a déter-
miner. Au rythme ou évoluent les
clonages dans différents laboratoires,
on peut s’attendre a un foisonne-
ment de récepteurs P, dans les pro-
chaines années ®m
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