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Eomes : Eomesodermine 

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 

F : 
FasL : Fas Ligand 

Fezf2 : Fez family zinc finger 2 

Foxp3 : Forkhead box protein P3 

G : 
GVHD : Graft Versus Host Disease 

H : 
HEV : Veinule à Endothélium Épais 

HSP : Heat Shoc Protein 

I : 
ICOS : Inducible T-cell COStimulator 

IEL : lymphocytes intra-épithéliaux 

IFN : Interféron 

Ig : Immunoglobuline 

IL : Interleukine 

iNOS : Inductible Nitric Oxid Synthase 

iNKT : NKT invariant 

IP3 : Inositol TriPhosphate 

iTreg : Lymphocyte T régulateur induit 
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KK : 
KLRG1 : Killer cell Lectin Like Receptor subfamily G 
member 1 

L : 
LAG-3 : Lymphocyte Activation Gene 3 

LED ou LES : Lupus Érythémateux Disséminé ou 
Systémique 

lpr : lymphoprolifération 

LPS : Lipopolysaccharides 

LRBA : LPS-Responsive vesicle trafficking, Beach- and 
Anchor-containing 

M : 
MAIT : Mucosal-Associated Invariant T cell 

MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cell 

miR : microARN 

MPC : memory precursor cell 

MPEC : Memory Precursor Effector Cell 

MFI : Mean/Median Fluorescence Intensity 

mTEC : cellule Épithéliale de la Médulla Thymique 

N : 
NET : Neutrophil Extracellular Trap 

NFAT : Nuclear Factor of activated T cells 

NF-κB : Nuclear Factor kappa B 

NK : Natural Killer 

NKT : Natural Killer T lymphocyte 

nTreg : Lymphocyte T régulateur naturel 

P : 
PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns 

Panx1 : pannexine-1  

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PD-1 : Programmed cell Death 1 

PLAD : Pre-Ligand Assembly Domain 

PLC : PhosphoLipase C 

PRR : Pattern Recognition Receptor 

PS : PhosphatidylSérine  

PSGL-1 : Ligand de la P-Sélectine 1 

pTEC : progéniteur des Cellules Épithéliales Thymiques 

Q : 
QPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction 

R: 
RAG : Recombinant-Activating Gene 

RCPG : Récepteur Couplé au Protéines G 

RORγ : Retinoid acide receptor-related Orphan 
Receptor gamma 

S : 
SLEC : Short Lived Effector Cell 

PLZF : Promyelocytic Leukemia Zinc Finger 

SNC : Système Nerveux Central 

SP : Simple Positif CD4+ ou CD8+ 

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription 

T : 
TACE : TNF-α Converting Enzyme 

TCR : T-Cell Receptor 

TEC : Cellule Épithéliale Thymique 

TGF : Transforming Growth Factor 

Tconv : Lymphocyte T conventionnel 

Th : Lymphocyte T helper 

ThPOK : Th Inducing POZ-Kruppel Factor 

TIM : T cell/transmembrane Ig and Mucin 

TLR : Toll Like Receptor 

TRAIL : TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

Treg : Lymphocyte T régulateur 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

Y : 
Yaa : Y-linked Autoimmune Accelerating 

EYFP : Enhanced Yellow Fluorescent Protein 
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 RRésumé 

Mon étude a porté sur le rôle du récepteur purinergique P2X7 (P2X7R) dans les processus 

physiopathologiques impliqués dans le développement des maladies auto-immunes de type lupique. Les 

souris MRL/lpr, déficientes en récepteurs d’apoptose Fas (mutation lpr), développent spontanément un 

lupus érythémateux systémique suite à l’accumulation de lymphocytes T pathogéniques CD4−CD8− (DN) 

B220+ dans les organes lymphoïdes secondaires. Nous avons observé que ces lymphocytes ont un déficit 

d’expression en P2X7R à leur surface ce qui nous a amené à postuler que P2X7R pourrait jouer un rôle clef 

dans l’homéostasie des lymphocytes T et le développement du lupus. Afin de vérifier notre hypothèse, nous 

avons produit des souris C57BL/6J (B6) déficientes simultanément pour Fas (lpr) et P2X7R (P2X7KO). Les 

souris B6/lpr-P2X7KO présentent une accumulation massive de lymphocytes T DN B220+, des titres très 

élevés en auto-anticorps et une forte dérégulation de l’expression des cytokines ce qui n’est pas le cas pour 

les souris B6 simples mutantes pour lpr ou P2X7KO confirmant pour la première fois l’implication de P2X7R 

dans l’homéostasie des lymphocytes T, en synergie avec le récepteur Fas. Les lymphocytes T DN 

pathogéniques, responsables de la lymphoaccumulation, sont issus majoritairement de la sous-population 

des lymphocytes T CD8+. L’inflammation chronique présente chez les souris B6/lpr-P2X7KO induit 

l’activation de l’ensemble des populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+ naïves conduisant à 

l’accumulation de lymphocytes T Effecteurs/Mémoires de type EM (effecteur mémoire) et CM (central 

mémoire) qui atteignent parfois le stade exhausted PD1+TIM3+. Les lymphocytes T CD4+, CD8+ et DN B220+ 

qui s’accumulent chez les souris B6/lpr-P2X7KO ont une capacité de réactivation réduite. Ce biais 

fonctionnel et phénotypique a été montré en comparant la réponse immunitaire adaptative, contre un 

vecteur adénoviral codant pour l’ovalbumine, entre des souris déficientes en Fas et/ou P2X7R. Les réponses 

cellulaires et humorales sont moins importantes dans les souris B6/lpr-P2X7KO que B6 et B6-P2X7KO. Dans 

les souris B6/lpr, on observe un niveau de réponses antigéniques intermédiaire. L’ensemble de ces résultats 

renforcent notre hypothèse sur le rôle synergique des récepteurs Fas et P2X7R dans l’homéostasie des 

lymphocytes T et le développement du lupus. Étant donné que le taux d’apoptose induit par l’activation de 

chacun des récepteurs Fas ou P2X7R est moins important dans les lymphocytes T CD8+ que CD4+, nous en 

concluons que la synergie entre les récepteurs Fas et P2X7 serait nécessaire pour l’homéostasie des 

lymphocytes T CD8+. Afin de préciser les mécanismes à l’origine de la maladie développé par les souris 

B6/lpr-P2X7KO et d’identifier l’impact de chaque récepteur sur l’expression des loci de susceptibilité au 

lupus, nous avons séquencé les ARNm exprimés dans la rate et les ganglions lymphatiques des souris 

MRL/lpr avant et après le développement de l’auto-immunité ainsi que chez les souris B6, B6/lpr, 

B6-P2X7KO et B6/lpr-P2X7KO et identifié trente gènes candidats. 
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 IIntroduction 

Les lymphocytes T et B jouent un rôle central dans la réponse immunitaire adaptative. Comme 

toutes les cellules hématopoïétiques, les lymphocytes T sont issus de cellules souches de la moelle osseuse. 

Cependant, à la différence des autres cellules, elles subissent leur maturation dans le thymus, d’où leur 

nom 24. La maturation des lymphocytes T consiste en trois évènements majeurs qui sont : 1) les 

réarrangements aléatoires des gènes codant pour les chaines α et β du récepteur d’antigène (TCR, T-Cell 

Receptor) ce qui assure une immense diversité de reconnaissance antigénique (potentiellement de 1015 à 

1020 TCR différents) ; 2) le mécanisme de sélection positive qui élimine les lymphocytes T dont le TCR n’est 

pas capable de reconnaître les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de l’individu 

générant un répertoire de lymphocytes T capables de reconnaitre les peptides antigéniques présentés par 

les molécules du CMH du soi ; 3) le mécanisme de sélection négative élimine du pool de lymphocytes T 

sélectionnées positivement ceux qui reconnaissent les molécules de CMH associées aux peptides du soi 

avec une trop forte avidité afin de réduire les risques d’auto-immunité. Les lymphocytes T, de phénotype 

CD4+ ou CD8+, qui ont survécu à ces trois mécanismes quittent alors le thymus pour rejoindre les organes 

lymphoïdes secondaires avec un phénotype mature naïf c’est-à-dire de lymphocytes n’ayant encore jamais 

rencontré d’antigènes en périphérie 19,25,26. 

Les lymphocytes T matures naïfs sont activés au niveau des organes lymphoïdes secondaires, rate 

et ganglions lymphatiques (environ 800 chez l’Homme), par des cellules dendritiques (DC) ayant capturé 

l’antigène au site de l’infection. Les DC (myéloïde et plasmacytoïde) ont un phénotype immature dans les 

tissus où elles résident et acquièrent un état activé après capture de l’antigène et migration vers le ganglion 

lymphatique le plus proche où elles le présentent sous forme de peptides, par leurs molécules de CMH de 

classe I et/ou de classe II, aux lymphocytes T CD8+ ou CD4+ matures. L’activation des lymphocytes T matures 

naïfs par l’antigène ainsi que leur différenciation en cellules effectrices peuvent être suivies grâce à 

l’expression de molécules de surface comme le marqueur d’activation précoce CD69 ou « very early 

activation marker » ou à la diminution du taux d’expression membranaire de protéines comme la 

phosphatase CD45RB qui passe d’un niveau élevé (CD45RBhigh) à un niveau faible (CD45RBlow) après 

activation par l’antigène. 

Après activation, les lymphocytes T entrent dans une phase de multiplication intense, d’une durée 

de 4 à 5 jours, suite à la production autocrine d’IL-2 et à l’expression de la chaine α (CD25) du récepteur de 

haute affinité pour l’IL-2 (IL-2Rα). À la fin de cette phase d’expansion clonale, les cellules se différentient en 
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lymphocytes T effecteurs exprimant à leur membrane un taux élevé en molécules d’adhérence CD44 

(CD44high) et faible en molécules L-sélectine (CD62L) responsables de la domiciliation (homing) aux organes 

lymphoïdes secondaires ce qui favorise leur capacité à migrer vers les sites inflammatoires. Afin de 

maintenir l’homéostasie des lymphocytes T, le pool de lymphocytes T effecteurs est réduit par une 

apoptose dépendante de la voie mitochondriale Bim en fin de réponse immunitaire primaire ou de la voie 

des récepteurs de mort Fas en fin de réponse immunitaire secondaire. Il est généralement considéré que 

les lymphocytes T mémoires sont issus des lymphocytes T effecteurs qui n’ont pas été éliminés par 

apoptose. 

 

II. Développement et maturation des lymphocytes T 

Les lymphocytes T doivent leur nom à l’organe responsable de leur maturation, le thymus. Son 

rôle consiste à générer des lymphocytes T compétents, c’est-à-dire capables à la fois de reconnaitre des 

antigènes présentés par les molécules du CMH et d’être tolérants aux antigènes du soi. La maturation des 

thymocytes est le résultat d’interactions permanentes et réciproques entre les thymocytes et les cellules 

épithéliales du thymus (TEC, Figure 1). Les cellules épithéliales du cortex thymique (cTEC) ainsi que leurs 

progéniteurs (pTEC) assurent le recrutement dans le thymus des progéniteurs des cellules lymphoïdes (CLP) 

de la moelle osseuse (Figure 1). Les cTEC sont également responsables de leur différenciation en 

thymocytes CD4−CD8− (DN). La maturation des thymocytes DN en lymphocytes T débute par les 

réarrangements aléatoires des segments géniques codant les chaines β (Vβ, Dβ, Jβ) puis α (Vα, Jα). Le panel 

d’environ 1013 TCR différents qui est produit par individu à ce stade de maturation comprend les récepteurs 

capables ou non d’interagir avec les molécules du CMH ainsi que les récepteurs présentant ou non une 

auto-réactivité. À l’issu du réarrangement de la chaine du β du TCR stimulé par les cTEC, les thymocytes 

acquièrent le phénotype double positif CD4+CD8+ 19,25,26 (DP, Figure 1, Figure 3). Afin de produire des 

lymphocytes T utiles et non auto-immuns, les lymphocytes T subissent successivement deux mécanismes 

de sélection appelés sélection positive et négative 27-29 (Figure 1). 

 

.I.1 Recrutement et maturation des progéniteurs lymphoïdes dans le thymus 

Les CLP de phénotype DN sont recrutées dans le cortex thymique à partir de la moelle osseuse 

grâce aux récepteurs de chimiokines CCR7, CCR9 et CXCR4 et à leurs chimiokines respectives CCL21, CCL25 

et CXCL12 produites par les cellules épithéliales thymiques cTEC et pTEC 19,25,30-32 (Figure 1, signal a). Les 

taux d’expression en molécules CD44 et CD25 permettent de classer les thymocytes DN en quatre stades 
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de différentiation (DN1 à DN4) de phénotype, respectivement, CD44+CD25−, CD44+CD25+, CD44−CD25+, 

CD44−CD25− 33 (Figure 3). Les DN1 (CLP arrivées dans le cortex thymique) prolifèrent suite à leur activation 

par l’Interleukine-7 (IL-7) et Delta-Like Ligand 4 (DLL4), le ligand du récepteur Notch1, qui sont fortement 

exprimés par les cTEC 34,35. Ces signaux d’activation sont responsables de l’expression des protéines 

recombinases (RAG, Recombinant-Activating Gene) 1 et 2 et donc du réarrangement des segments géniques 

V, D, J du locus β du TCR ainsi que de l’expression membranaire du CD25 aux stades DN2 et DN3. La chaine 

β réarrangée s’associe avec la pseudo chaine α (pTα) pour former des complexes pré-TCR (pTα :TCRβ). 

L’adressage à la membrane plasmique des complexes pré-TCR induit les réarrangements des segments 

géniques V et J du locus α (TCRα) par les protéines recombinases RAG ainsi que l’expression des récepteurs 

CD4 et CD8 à la membrane plasmique. Les cellules présentent alors le phénotype TCR αβlowCD4+CD8+ 

(DP) 36,37(Figure 1, signal c). 

 
 

.I.2 SSélections thymiques 

.I.2.a Sélection positive 

Les thymocytes TCR αβlowCD4+CD8+ (DP) possèdent des récepteurs (environ 1013 TCR 

différents/individu) capables ou non d’interagir avec les molécules de classe I ou II du CMH. La sélection 

positive est le mécanisme qui permet d’éliminer les cellules incapables de réaliser cette interaction au 

niveau des cellules épithéliales du cortex thymique, cTEC, dont la particularité est d’exprimer les molécules 

de classe I et II du CMH (CMHI et CMHII) (Figure 2). Ces lymphocytes DP meurent par une apoptose 

dépendante de la molécule Bim, un membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2 (sous-famille BH3-only). 

Bim induit l’apoptose en séquestrant dans le cytosol la protéine anti-apoptotique Bcl-2 permettant ainsi à 

Figure  1  : RRésumé des principales étapes de maturation des 
lymphocytes T dans le thymus 

Les progéniteurs des cellules épithéliales thymiques (pTEC) assurent 
le recrutement des cellules lymphoïdes progénitrices (CPL) (signal 
a). Les thymocytes DN induisent la différentiation des pTEC (signal 
b) en cellules épithéliales corticales (cTEC). Ces dernières créent 
l’environnement (signal c) responsable de la maturation des 
thymocytes DN en lymphocytes DP TCR αβlow. Les cTEC sont 
également responsables de la différentiation des lymphocytes DP 
en lymphocytes SP (CD4+ ou CD8+) (signal d ou sélection positive). 
Les lymphocytes SP sont eux-mêmes requis (signal e) pour la 
différentiation des pTEC en cellules épithéliales médullaires (mTEC). 
Les mTEC induisent alors la sélection négative (signal f) des 
lymphocytes T SP. Les lymphocytes T matures survivants rejoindront 
alors la périphérie.  19 
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Bak et Bax de former un pore mitochondrial pour la libération du cytochrome c 38. À l’inverse, survivront les 

lymphocytes T DP capables d’une interaction, même de faible affinité, entre leurs TCR et les complexes 

formés entre un peptide du soi et une molécule de classe I ou de classe II du CMH (peptide-CMH) (Figure 1, 

signal d et Figure 2). Environ 1 à 5 % des lymphocytes T DP survivent et se différencient en lymphocytes T 

SP CD4+ ou CD8+ (Figure 2). L’interaction du TCR avec le complexe peptide-CMH induit l’activation, dans le 

lymphocyte T, de la phospholipase C γ 1 (PLC γ1) responsable de la production de diacylglycerol (DAG) et 

d’Inositol triphosphate (IP3). Ces deux messagers induisent, respectivement, l’activation de la voie 

RAS/MAPK (Erk) et l’augmentation du taux de calcium (Ca2+) cytosolique, lui-même, responsable de 

l’activation du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of activated T cells). NFAT et Erk activés sont 

responsables de la survie du lymphocyte T 10,33. À la fin de la sélection positive, les lymphocytes T acquièrent 

le phénotype TCR αβhigh CD4+CD8− ou CD4−CD8+ 10,29,33,36. Les lymphocytes T SP migrent alors vers la médulla 

du thymus pour y subir le mécanisme de la sélection négative. 

 

..I.2.b Sélection négative 

Le mécanisme de sélection négative ou tolérance centrale vise à éliminer les lymphocytes T 

auto-réactifs et potentiellement auto-immuns (Figure 1 et Figure 3). L’interaction TCR/peptide-CMH, avec 

Figure 22 :: Apprêtement des antigènes du soi 
dans les cTEC lors de la sélection positive 

Les peptides du soi issus des protéines 
cytoplasmiques sont dégradés dans le 
thymo-protéasome contenant la sous-unité 
spécifique β5T puis sont transportés dans le 
réticulum endoplasmique par les 
transporteurs TAP. Les peptides sont 
chargés sur les molécules du MHCI avant 
d’être adressées à la membrane plasmique. 
Les peptides issus de la dégradation des 
protéines du soi par les lysosomes lors de 
processus tel que l’autophagie sont 
chargées sur des molécules de CMHII. 
L’autophagie est constitutivement active 
dans les cTEC. La cathepsine L est impliquée 
dans la dégradation endosomale de la 
chaine invariante li associée aux molécules 
du MHCII ainsi que dans la production des 
peptides du soi qui leurs sont associés. Le 
peptide CLIP est éliminé par la molécule de 
CMH invariant HLA-DM permettant le 
chargement de la molécule du CMHII en 
peptides. 10 
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une forte avidité (Figure 4), induit l’apoptose des lymphocytes T SP par l’augmentation du taux d’expression 

de la molécule Bim et son activation par phosphorylation 39. Il a lieu au niveau de la médulla thymique grâce 

aux cellules épithéliales (mTEC) et aux cellules dendritiques (DC) (Figure 1, signal f ; Figure 3). Les DC, en 

revanche, ne semblent pas impliquées dans le mécanisme de sélection positive 40. Les DC thymiques sont 

dérivées soit de précurseurs d’origine thymique 41 soit de DC périphériques qui rejoignent le thymus de 

façon continue par la circulation sanguine 42. Les TEC expriment le facteur de transcription appelé AIRE 

(auto-immune regulator) qui leur est propre et dont le rôle est essentiel pour la sélection négative à travers 

l’expression ectopique des protéines d’organes endocriniens (ovaires, testicules, glandes salivaires, glandes 

lacrymales, pancréas, glandes surrénales, thyroïdes et parathyroïde) et non endocrinien (foie et estomac) 

et leur présentation peptidique par les molécules du CMH 43. Les mTEC expriment également des molécules 

de costimulation dont B7 et CD40 43,44 et sécrètent les chimiokines CCR19 et CCR21 (ligands du CCR7) afin 

de recruter vers la médulla les lymphocytes SP sélectionnés positivement dans le cortex. Dans les souris 

déficientes pour CCR7 ou ses ligands, les thymocytes SP échappent à la sélection négative en rejoignant 

directement la périphérie grâce au signal chimiotactique sphingosine-1-phosphate (S1P). Ces souris 

développent des syndromes inflammatoires et auto-immuns des glandes lacrymales et salivaires 

(dacryoadénite et sialadénite chroniques) 45. Seuls les lymphocytes T SP n’ayant pas ou peu interagi avec les 

mTEC se différentient en lymphocytes T matures CD4+ ou CD8+ exprimant les récepteurs pour la S1P (S1P1) 

ce qui leur permet de quitter le thymus et de rejoindre les organes lymphoïdes périphériques. 

 

FFigure 33  :: Maturation des tthymocytes  

Les progéniteurs lymphoïdes (CLP) migrent de la 
moelle osseuse au cortex thymique où ils acquièrent le 
phénotype DN1 (CD44+CD25−). Ils se différencient 
ensuite du stade DN2 à DN4 (CD44+CD25+, 
CD44−CD25+ et CD44−CD25−) et prolifèrent grâce à 
l’environnement cortical. Au stade DN4, les 
thymocytes expriment le pré-TCR ce qui déclenche le 
réarrangement de la chaine α du TCR et l’expression 
des corécepteurs CD4 et CD8 aboutissant au stade DP 
des lymphocytes T. L’interaction des lymphocytes DP 
avec les cTEC induit leur différenciation en 
lymphocytes SP CD4+ ou CD8+ selon le complexe 
reconnu, peptide-CMHII ou peptide-CMHI. Les 
lymphocytes T DP n’ayant pas réussi à interagir avec 
les cTEC meurent par apoptose. Les lymphocytes T SP 
subissent, ensuite, la sélection négative dans la 
médulla. L’interaction des lymphocytes T SP fortement 
auto-réactifs avec les mTEC induit leur apoptose. Les 
lymphocytes SP peu ou pas auto-réactifs se 
différencient en lymphocytes T matures avant de 
rejoindre la périphérie. 221 
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..I.2.c Autres sous-populations lymphocytaires T produites dans le thymus 

En plus des lymphocytes T conventionnels (Tconv) CD4+ ou CD8+ (αβ), le thymus est responsable 

du développement d’autres sous-populations lymphocytaires T comme les lymphocytes T régulateurs 

(Treg), les Natural Killers T (NKT), les lymphocytes intraépithéliaux CD8αα et les Mucosal-Associated 

Invariant T cells (MAIT). 

 

.I.2.c.1 Développement des lymphocytes T régulateurs 

La sélection négative a été longtemps considérée comme le mécanisme majeur d’induction de 

tolérance au soi. En plus de ce rôle, le thymus est responsable du développement et de la maturation de 

populations suppressives et régulatrices de la réponse immunitaire notamment les lymphocytes T 

régulateurs (Treg). Lors de la sélection négative (paragraphe .I.2.b, page 17), une partie des lymphocytes T 

SP CD4+ ayant eu une interaction TCR/peptide-CMHII de forte avidité avec les mTEC se différencient en 

lymphocytes Treg au lieu de mourir par apoptose 16 (Figure 4 et Figure 5). Le récepteur de costimulation 

CD28 et ses ligands CD80/CD86 (B7-1/B7-2) sont nécessaires pour cette différenciation 46-48. L’ensemble de 

ces stimuli (TCR/CMH et CD28/B7) induit l’activation des facteurs de transcription NFAT et c-Rel 

responsables de l’expression du facteur de transcription Foxp3 dans les lymphocytes T SP CD4+ et leur 

différentiation en lymphocytes Treg (Figure 4 et Figure 5). L’inactivation de ces facteurs induit une forte 

déficience en lymphocytes Treg thymiques (Treg naturel ou nTreg) mais également en lymphocytes Treg 

induit en périphérie (iTreg) à partir des lymphocytes T conventionnels 49-51. D’autres récepteurs de 

Figure 44 :: Laa survie  des thymocytes dépend de 
ll’avidité du TCR pour les complexes 
ppeptide-CMH lors de la sélection négative. 

Dans la médulla thymique, les lymphocytes T 
SP entrent en apoptose si l’avidité de leurs 
TCR pour les complexes peptide-CMH 
exprimés par les mTEC ou les DC est 
globalement élevée. Le taux d’avidité reflète 
le taux d’expression de la protéine du soi 
dans le thymus.  20 
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costimulation semblent être impliqués dans la différenciation des nTreg dans le thymus notamment le CD40 

et son ligand CD154 (CD40L) 52. La régulation cytokinique est également un élément important dans la 

différenciation des lymphocytes Treg thymiques et périphériques. Du fait que les lymphocytes Treg 

expriment des taux élevés de la chaine α du récepteur à l’IL-2 (CD25), il a été initialement suggéré que la 

signalisation par l’IL-2 jouerait un rôle important dans le développement thymique des lymphocytes nTreg 

mais cette voie n’est pas exclusive car les souris déficientes pour l’IL-2 ou son récepteur CD25 ont une 

réduction du nombre de lymphocytes nTreg de 50 % seulement 53. La déficience en l’IL-2 dans le thymus 

peut être compensée par d’autres cytokines pouvant interagir avec la chaine γ du récepteur à IL-2 (IL-2Rγ, 

CD132) comme l’IL-7 et l’IL-15 54,55. De même, en plus de son rôle dans la différenciation en périphérie des 

lymphocytes T CD4+ conventionnels en lymphocytes iTreg, le TGF-β semble être crucial dans la 

différenciation des nTreg dans le thymus. Il peut donc également compenser la déficience en IL-2. À 

l’inverse, les souris déficientes à la fois pour le TGF-β et l’IL-2 sont complètement dépourvues de 

lymphocytes nTreg. L’association des deux cytokines est donc nécessaire pour la différenciation des 

lymphocytes nTreg dans le thymus, en particulier, en induisant l’expression de Foxp3 56,57 (Figure 5). 

 
 

.I.2.c.2 Développement des lymphocytes NKT 

Les lymphocytes NKT se développent également dans le thymus. Ils constituent un groupe 

hétérogène qui partage certaines propriétés phénotypiques et fonctionnelles avec les cellules NK et les 

lymphocytes T conventionnels d’où leur nom. Le mécanisme de développement des NKT le plus connu est 

celui des iNKT (NKT invariant ou de type 1) responsables de la reconnaissance d’antigènes lipidiques et 

glycolipidiques présentés par la molécule non polymorphe CD1d 2. Les cellules iNKT se caractérisent 

FFigure  55  ::  MMaturation des llymphocytes T rééggulateurs 
ddans le thymus   

Les TCR des lymphocytes T SP CD4+ ayant une forte 
avidité pour les complexes peptide-CMHII sont 
éliminés par apoptose dans la médulla. Les 
lymphocytes T auto-réactifs peuvent cependant 
échapper à cette mort cellulaire suite à une 
stimulation par l’IL-2 ou le TGF-β et se différentier en 
lymphocytes T régulateurs. 16 
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également par l’expression du facteur de transcription PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) 

responsable de leurs propriétés effectrices. À l’inverse des lymphocytes T dont les TCR αβ présentent une 

grande diversité, les iNKT possèdent une chaine α du TCR invariante (Vα14-Jα18 chez la souris, Vα24-Jα18 

chez l’Homme) couplé à des chaines β de diversité limitée (Vβ8.2, Vβ7, Vβ2 chez la souris, Vβ11 chez 

l’homme). Comme pour les lymphocytes T, leur sélection positive a lieu dans le cortex thymique mais 

dépend de leur capacité à reconnaitre les complexes CD1d-glycolipide présents à la surface des 

lymphocytes T DP et non des cTEC 58 (Figure 6). Les précurseurs des iNKT migrent ensuite vers la médulla 

grâce à la stimulation de leur récepteur CCR7 par la chimiokine CCL21 secrétée par les mTEC 59. Tout comme 

les lymphocytes T, les cellules iNKT sont soumises au mécanisme de la sélection négative. La maturation 

des iNKT dans la médulla dépend de leur interaction avec les mTEC et implique des molécules de 

costimulation de la famille B7 ainsi que la cytokine IL-15 60. Le facteur de transcription AIRE ne semble pas 

impliqué dans la maturation des iNKT bien que son expression par les mTEC dépende d’une interaction 

entre les molécules RANKL et RANK exprimées, respectivement, par les précurseurs des iNKT et des 

mTEC 2,61 (Figure 1, signal e; Figure 6). Chez l’Homme et la souris, les iNKT quittent le thymus avec un 

phénotype majoritairement de type CD4+ ou DN pour rejoindre le foie ou la rate et plus rarement les 

ganglions lymphatiques. 

 

FFigure 66:: MMaturation  ddes  llymphocytes  iiNKT dans le thymus  

Les thymocytes DN TCR/CD3+ précurseurs des lymphocytes 
iNKT subissent une sélection positive dans le cortex thymique 
au contact des complexes CD1-glycolipides des lymphocytes T 
DP. Les thymocytes capables de cette interaction survivent et 
migrent vers la médulla grâce au signal chimioattractant 
CCL21/CCR7. Ces thymocytes ont un phénotype 
CD24+CD44−NK1.1− appelé stade 0 (St. 0). Grâce à 
l’environnement médullaire, ils se différencient en 
thymocytes de stade 1 (St. 1) de phénotype 
CD24+CD44+NK1.1−. À ce stade et avant leur différenciation 
en thymocytes de stade 2 (St. 2 : CD24−CD44+NK1.1−), ils 
induisent la différenciation des progéniteurs des mTEC en 
mTEC matures AIRE+ par l’interaction RANK/RANKL. 
L’interaction des thymocytes St. 2 avec les mTEC associée à 
une costimulation par B7 et l’IL-15 leur permet d’exprimer le 
récepteur NK1.1 et d’atteindre le stade 3 (St. 3 : 
CD24−CD44+NK1.1+). Ils quittent alors le thymus en tant que 
lymphocytes iNKT matures. 22 
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.I.2.c.3 Développement des lymphocytes T γδ 

Les lymphocytes T γδ ont été découverts en 1984. Ils sont appelés ainsi car leurs TCR sont 

constitués des chaines γ et δ au lieu des chaines conventionnelles α et β. Les lymphocytes T γδ présentent 

à plus de 70 % le phénotype DN. Ils peuvent cependant exprimer les phénotypes CD4−CD8+ (30 %) et 

CD4+CD8− (< 1 %). Leurs fonctions sont diverses et ils participent aux réponses immunitaires 

anti-infectieuses, antitumorales, à la régulation des réponses immunitaires ou encore à la réparation 

tissulaire 62. Ils représentent environ 5 % des lymphocytes T chez l’Homme et la souris et sont très présents 

dans les épithéliums et les muqueuses. Ils sécrètent préférentiellement les cytokines IFN-γ et IL-17 grâce à 

l’expression des facteurs de transcription T-bet et RORγt 63. Ils se développent dans le cortex thymique à 

partir des thymocytes au stade DN3 (Figure 3) grâce à la lymphotoxine β sécrétée par les 

lymphocytes T DP 64. Le stade DN3 est celui auquel un thymocyte s’engage dans le lignage αβ ou γδ en 

fonction de différents facteurs. Les thymocytes DN3 induisent les réarrangements des segments géniques 

V(D)J des chaines β, γ et δ du TCR en réponse à un signal Notch/Delta-Like Ligand 1 (DLL1). Les DN3 ayant 

échoué à adresser correctement les pré-TCR (pTα : TCRβ) à la membrane, et à recevoir le signal Notch/DLL1 

se différencient en thymocytes précurseurs des lymphocytes T γδ. De même, en cas de déficience en 

Notch/DLL1, les thymocytes DN3 se différencient exclusivement en lymphocytes T de TCR γδ et pas αβ 65. À 

ce jour, il n’est pas connu de mécanisme de sélection négative pour les lymphocytes T γδ. 

 

.I.2.c.4 Développement des lymphocytes T intraépithéliaux CD8αα  

Les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) constituent une sous-population hétérogène de 

lymphocytes T retrouvée dans l'épithélium intestinal où ils jouent un rôle de première ligne de défense 

contre les infections tout en préservant l'intégrité de la muqueuse instestinale. Le thymus produit deux 

sous-populations d’IEL dites naturelles (nIEL) qui expriment un TCR αβ ou γδ. La sous-population exprimant 

le TCR αβ se développe par un mécanisme de sélection positive à partir d’un précurseur thymique triple 

positif CD4+CD8αβ+CD8αα+. Leur sélection et maturation est induite par une forte reconnaissance des 

antigènes du soi. Ils acquièrent alors un phénotype de type mémoire CD4−CD8αβ−CD8αα+ et migrent vers 

l’épithélium intestinal après l’expression de l’intégrine α4β7 et du récepteur de homing pour l’intestin 

CCR9 66-68. 
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.I.2.c.5 Mucosal-Associated Invariant T cells  

Les Mucosal-Associated Invariant T cells (MAIT) expriment un TCR αβ mais pas les corécepteurs 

CD4 et CD8 et représentent 1 à 10% des lymphocytes T sanguins, 10% des IEL et environ 45% des 

lymphocytes T intrahépatiques. Leurs TCR αβ, dont la chaîne α possède une diversité limitée (Vα7.2-Jα33 

chez l’homme), reconnaissent des métabolites microbiens, dont les dérivés de riboflavine (vitamine B2) des 

champignons et bactéries, présentés par des molécules non polymorphes du CMHIb (MR1). Les MAIT ne 

reconnaissent pas les agents infectieux ne produisant pas de riboflavine. Comme pour les iNKT, ils sont 

sélectionnés positivement par les lymphocytes DP du cortex thymique selon qu’ils reconnaissent ou non 

des molécules MR1. Deux sous-populations de MAIT ont été décrites, une exprimant le facteur de 

transcription T-bet et l’autre RORγt et sécrétant, respectivement, de l’IFN-γ ou de l’IL-17 69. 

 

..II Lymphocytes T αβ du stade naïf au stade mémoire 

.II.1 Circulation et homing des lymphocytes T  

À leur sortie du thymus, les lymphocytes T αβ conventionnels matures migrent vers les organes 

lymphoïdes secondaires, rate et ganglions lymphatiques qui contiennent des zones distinctes riches en 

lymphocytes T (zone T) et en lymphocytes B (zone B) 70. Un lymphocyte T CD4+ ou CD8+ mature dit « naïf » 

(n’ayant jamais rencontré d’antigènes) présente le phénotype CD62L+CD45RA/RBhighCD44low (CD45RB chez 

la souris, CD45RA chez l’Homme) et se trouve en phase G0 du cycle cellulaire (état quiescent). Cependant, 

il possède une activité circulatoire importante et aléatoire d’un organe lymphoïde secondaire à l’autre par 

la circulation sanguine et lymphatique. Les lymphocytes T naïfs entrent dans l’organe lymphoïde par la 

circulation sanguine et en ressortent, à l’exception notable de la rate, par la circulation lymphatique avant 

un retour vers la circulation sanguine. Ils répètent ce processus, pendant toute leur vie qui peut durer 

plusieurs mois, à la recherche d’antigènes étrangers dont ils sont spécifiques 71,72. Leur survie est assurée 

grâce à la cytokine IL-7 présente dans les zones T des organes lymphoïdes secondaires et dont la déficience 

induit une réduction drastique du nombre des lymphocytes T naïfs 73,74. L’activation des lymphocytes T naïfs, 

qui n’a lieu que dans les organes lymphoïdes secondaires, permet leur survie et induit leur prolifération et 

migration aux sites infectieux afin de participer à la réponse immunitaire. Pour accéder aux organes 

lymphoïdes secondaires, en particulier les ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer de l’intestin grêle, 

les lymphocytes T matures naïfs doivent traverser les parois des veinules à endothélium épais (HEV) dont la 

fonction est de recruter les lymphocytes T naïfs (et mémoire central, T CM), à partir de la circulation 

sanguine (Figure 7). Contrairement aux autres organes lymphoïdes secondaires, la rate n’est pas reliée au 

réseau lymphatique. De plus, elle est dépourvue de HEV bien que les lymphocytes T circulant puissent 
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accéder à la zone T qui entoure les artérioles de la pulpe blanche. À l’inverse, des HEV peuvent se 

développer dans les organes non lymphoïdes lors d’inflammation chronique. Les HEV expriment les 

molécules d’adhérence CD34, GlyCAM, ICAM-1 et sécrètent la chimiokine CCL21, alors que, les 

lymphocytes T expriment leurs ligands LFA-1 et CD62L ainsi que le récepteur de chimiokine CCR7. Le 

franchissement des HEV par les lymphocytes T naïfs nécessite plusieurs étapes. La liaison des molécules 

CD62L des lymphocytes T avec les molécules d’adhérence cellulaire, GlyCAM et CD34, exprimées par les 

HEV permettent aux récepteurs CCR7 des lymphocytes T d’interagir avec son ligand CCL21 sécrété par les 

HEV. La signalisation induite par CCL21/CCR7 entraine une activation de LFA-1 et sa liaison avec son ligand 

ICAM-1 ce qui permet aux lymphocytes T de s’accrocher fermement aux épithéliums du HEV avant de 

rentrer par diapédèse (extravasion) dans le ganglion lymphatique 70 (Figure 7). Le facteur de transcription 

Foxo1 est impliqué dans l’ensemble de ces phénomènes, survie et homing, en régulant l’expression de 

CD62L, CCR7 et CD127 (chaine α du récepteur à l’IL-7) dans les lymphocytes T naïfs 75. Un lymphocyte T 

mature naïf séjourne dans un ganglion lymphatique durant quelques heures avant de rejoindre un autre 

ganglion en absence d’activation par son antigène spécifique. Le mécanisme de sortie est, comme dans le 

thymus, dépendant du récepteur S1P1 et de son ligand, S1P, qui est présent à un taux élevé dans le sang et 

la lymphe 70,76. 

 

FFigure 77  :: HHoming des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires  

La molécule L-sélectine (CD62L), exprimée à la surface des lymphocytes T au stade naïf et mémoire central, est 
nécessaire pour les premières étapes de homing. L’interaction de CD62L avec ses ligands, CD34 et GlyCAM-1, à la paroi 
des veinules à endothéliums épais (HEV) des organes lymphoïdes secondaires déclenche l‘étape de « rolling » nécessaire 
pour l’entrée (homing) du lymphocyte T dans l’organe lymphoïde secondaire. Le taux d’expression de CD62L à la surface 
d’un lymphocyte T dépend de son stade d’activation/maturation. 88 
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.II.2 RRéponse immunitaire des lymphocytes T 

Chez la souris comme chez l’Homme, il existe entre 20 et 1000 lymphocytes T CD8+ ou CD4+ naïfs 

spécifiques d’un antigène. La réponse immunitaire des lymphocytes T à un antigène se résume à cinq 

grandes phases : 1) Activation, 2) Expansion clonale, 3) Différenciation, 4) Contraction clonale et 

5) Mémoire. La cellule dendritique est le principal type cellulaire responsable des phases d’activation et de 

différenciation des lymphocytes T 77-79. 

 

.II.2.a Activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont des cellules spécialisées dans la capture, l’apprêtement et la 

présentation des antigènes aux lymphocytes T. Elles sont également dotées de capacités migratoires. Au 

stade immature, les DC expriment des taux faibles de complexes peptide-CMH et présentent des antigènes 

du soi. Après capture d’un antigène par phagocytose ou pinocytose, les DC possèdent une très grande 

capacité de présentation antigénique, comparé aux autres cellules présentatrices d’antigènes (CPA), grâce 

à la production d’un nombre plus important de complexes peptides-CMH notamment de classe II, et de très 

grandes capacités de costimulation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ par leurs molécules CD40, CD80 et 

CD86 (Figure 8) ce qui en fait la sous-population cellulaire majeure pour la présentation de peptides 

antigéniques aux lymphocytes T voire exclusive si les lymphocytes T sont naïfs. De plus, la même DC peut 

activer, simultanément, des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques du même antigène grâce au 

mécanisme de présentation croisée des antigènes (ou cross presentation) par les molécules de classe I du 

CMH 80. 

Les antigènes peuvent atteindre les organes lymphoïdes secondaires par deux voies. L’antigène 

libre peut atteindre la rate par la circulation sanguine et les ganglions lymphatiques par la lymphe. Des 

complexes peptides-CMH peuvent être alors exprimés par les DC résidents dans les organes lymphoïdes 

secondaires qui activeront, en quelques heures, les lymphocytes T naïfs spécifiques de l’antigène. Une voie 

plus lente d’activation des lymphocytes T, pouvant nécessiter plusieurs jours, est celle de la migration des 

DC exprimant CCR7 du foyer inflammatoire aux ganglions lymphatiques suite à la reconnaissance des motifs 

antigéniques associés aux pathogènes PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns) par leurs PRR 

(Pattern Recognition Receptor) membranaires et cytoplasmiques (Toll-like receptor, C-type lectin receptor, 

C-type lectin receptor, Mannose receptor, asialoglycoprotein receptor family, NOD-like receptor, RIG-I-like 

receptor) 70,81,82. Comme pour les lymphocytes T, la migration des DC vers les zones T des ganglions 
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lymphatiques les plus proches dépend de l’expression du récepteur CCR7 par les DC et de la sécrétion des 

chimiokines CCL19 et CCL21 par les cellules stromales du ganglion 82,83. 

 

L’activation d’un lymphocyte T naïf requière un contact physique avec une DC à travers les 

interactions TCR/peptide-CMH et CD28/B7 (CD80/CD86, Figure 8). La forte mobilité des lymphocytes T à 

l’intérieur du ganglion lymphatique augmente les chances d’interaction des lymphocytes T spécifiques avec 

les antigènes présentés par les DC. La liaison TCR/peptide-CMH induit une réorganisation locale des 

protéines du cytosquelette pour former la synapse immunologique. Le complexe TCR/peptide-CMH, les 

corécepteurs CD4 ou CD8 et les protéines de costimulation CD28/B7 occupent la partie centrale de la 

synapse. La partie périphérique de la synapse est occupée par les molécules d’adhérence CD44 et 

LFA-1/ICAM-1, la sialomucine CD43 ainsi que la phosphatase CD45 84,85 (Figure 8). L’ensemble de ses 

FFigure  88  :: MMoolécullees  eet  lligands  dde costimulation et coinhibition eexprimés par les DC et les lymphocytes T    

Selon la nature du deuxième signal transmis par les DC aux lymphocytes T, leur niveau d’activation est amplifié ou 
inhibé. Les molécules de costimulation stimulent les fonctions effectrices des lymphocytes T alors que les molécules de 
coinhibition les régulent négativement. Les molécules de costimulation et de coinhibition appartiennent à trois 
superfamilles : 1) TNF/TNFR ; 2) immunoglobulines et 3) TIM. Les molécules de costimulation et de coinhibition ainsi 
que leurs ligands sont exprimées par les APC et les lymphocytes T mais également par des cellules non lymphoïdes ou 
des cellules cancéreuses. 44,5 
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interactions au niveau de la synapse immunologique induit en moins de deux heures l’expression du 

marqueur d’activation précoce, CD69, à la surface des lymphocytes T qui forme lors un complexe avec le 

récepteur S1P1 induisant son inhibition, son internalisation et sa dégradation par le protéasome ce qui 

assure la rétention des lymphocytes T récemment activés dans l’organe lymphoïde secondaire pendant 

toute la durée de l’expansion clonale. Les cytokines, dont les IFN-α et β, peuvent également induire 

l’expression de CD69 et bloquer la sortie des lymphocytes T du ganglion 86. L’état d’activation des DC peut 

être maintenu dans le ganglion lymphatique grâce à la présence de macrophages résidents sécrétant les 

cytokines proinflammatoires TNF-α et IL-1 et de lymphocytes T CD4+ récemment activés exprimant la 

molécule de costimulation CD40L. Ses signaux d’activation permettent aux DC de maintenir un taux élevé 

d’expression des complexes peptide-CMH et des différentes molécules de costimulation CD40 et 

CD80/CD86 80. 

 

..II.2.b Expansion clonale des lymphocytes T 

Le nombre de lymphocytes T naïfs spécifiques d’un même antigène est très réduit du fait de la 

très grande diversité du répertoire généré lors de la maturation thymique (paragraphe .I.2, page 16). Pour 

être efficace, une réponse immunitaire requière donc une augmentation considérable du nombre de 

lymphocytes T spécifiques. Suite à leur activation par les DC, les lymphocytes T naïfs entrent dans une phase 

de division cellulaire intense appelée « expansion clonale ». Celle-ci comporte de 10 à 20 cycles de divisions 

cellulaires dont chacun dure entre 4 et 6 heures multipliant par au moins 5.104 le nombre de lymphocytes T 

spécifiques de l’antigène 87,88. L’intensité de l’expansion clonale varie, en fait, avec la sous-population de 

lymphocytes T activés. Ainsi, il a été estimé que le nombre de lymphocytes T CD8+ spécifiques peut être 

augmenté d’un facteur 100 000 au pic de l’infection alors qu’il n’est « que » d’environ 10 000 pour les 

lymphocytes T CD4+. Après activation, les lymphocytes T naïfs, quiescents, changent de façon drastique leur 

métabolisme en multipliant leur consommation de glucose, d’acides aminées et de fer 89. En tant que 

facteur de croissance des lymphocytes T, l’IL-2 joue un rôle central dans le maintien de cette prolifération. 

Il est sécrété de façon autocrine dès l’activation du lymphocyte T naïf et son effet est maintenu tout au long 

de la phase d’expansion clonale. L’expression de l’IL-2 ainsi que celle de la chaine α de son récepteur, IL-2Rα 

ou CD25, sont induites par les voies de signalisation impliquant le TCR et CD28 88 (Figure 9). CD28 participe 

plus particulièrement à la transcription du gène de l’IL-2 en stimulant l’activité des facteurs de transcription 

NFAT, NF-κB (Nuclear Factor kappa B) et AP-1 (Activator Protein 1). En plus de son rôle transcriptionnel, 

CD28 est impliqué dans la stabilité des ARNm codant pour l’IL-2 90. L’expression du gène codant CD25 est 

également dépendante de l’activation des facteurs NF-κB, NFAT et AP-1 91. Les lymphocytes T naïfs 
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expriment constitutivement un récepteur de faible affinité à l’IL-2 formé de deux chaines β et γ (IL-2Rβγ, 

Kd ~ 10−9 M). Environ 20 heures après activation, les lymphocytes T naïfs induisent à leur surface 

l’expression de la chaine α mais à un faible taux (CD25low). L’association des trois chaines confère au 

récepteur une très forte affinité pour l’IL-2 (IL-2Rαβγ, Kd ~ 10−11 M) ce qui favorise son activation par de 

faibles quantités d’IL-2. Environ 24 heures après l’activation des lymphocytes T naïfs, l’IL-2 sécrété induit 

une forte augmentation du taux d’expression de CD25 en activant la voie de signalisation IL-2Rαβγ/STAT5 

(Signal Transducer and Activator of Transcription 5). Seuls les lymphocytes T CD25high peuvent alors 

proliférer 92. La fixation de l’IL-2 sur son récepteur, IL-2Rαβγ, induit la phosphorylation de STAT5 qui alors 

peut inhiber la transcription du gène de l’IL-2. À l’inverse, la signalisation par le TCR/CD28 inhibe la 

phosphorylation de STAT5 favorisant une production continue d’IL-2. Environ 48 heures après l’activation 

des lymphocytes T, l’accumulation d’IL-2 rend la voie IL-2R/STAT5 prépondérante sur la voie TCR/CD28. La 

production d’IL-2 atteint alors son maximum. Étant donné que la voie IL-2R/STAT5 stimule l’expression de 

CD25, on observe un épuisement de l’IL-2 dans les 5 jours après activation des lymphocytes T 87,92 (Figure 

9). L’IL-15 produite par les DC semble indispensable pour la prolifération des lymphocytes T CD8+ activés. 

 

L’activation par les voies TCR/CD28 induit également l’expression de la molécule CTLA-4 (Cytotoxic 

T-Lymphocyte Antigen-4 ou CD152) à la surface des lymphocytes T. Comme CD28, elle interagit avec les 

molécules B7 (CD80 ou CD86) des DC mais avec une affinité bien supérieure. Contrairement à CD28, CTLA-4 

est un régulateur négatif de la prolifération des lymphocytes T induite par l’IL-2 dont la fonction est de 

FFigure 99  :: RRôle des voies TCR/CD28 et IL--22/IL--22R dans l’’exppansion clonale des lymphocytes  TT    
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terminer la phase d’expansion clonale. La distribution subcellulaire de CTLA-4 est inhabituelle. Environ 90% 

des molécules sont localisées au niveau intracellulaire. Elles sont endocytées et réexprimées à la membrane 

cytoplasmique de façon continue. L’activation des lymphocytes T augmente le turnover du CTLA-4 à la 

surface cellulaire tout en maintenant l’endocytose 93. Les souris déficientes en CTLA-4 présentent des 

syndromes auto-immuns très sévères liés à une lympho-prolifération (paragraphe .V.4.d.2, page 69). 

 

..II.2.c Différenciation et fonctions des lymphocytes T effecteurs 

.II.2.c.1 Différenciation et fonctions des lymphocytes T cytotoxiques 

.II.2.c.1.1 Lymphocytes T cytotoxiques CD8+ 

Les DC matures sont responsables de l’activation des lymphocytes T CD8+ naïfs et de leur 

différenciation en lymphocytes T cytotoxiques (CTL, Cytotoxic T Lymphocytes) grâce à leur capacité à 

présenter les antigènes de façon directe ou croisée par les molécules de classe I du CMH et à fournir un 

environnement cytokinique adapté. Environ 5 à 10 % des lymphocytes T CD8+ activés se différencieront en 

lymphocytes T CD8+ mémoires. L’infection fournit généralement un contexte inflammatoire suffisant pour 

permettre l’activation/différenciation des lymphocytes T CD8+ indépendamment de l’aide des 

lymphocytes T helper. Les cytokines requises pour la différenciation des CTL sont l’IFN-α/β, l’IL-15 et/ou 

l’IL-12. L’IL-15 est également impliqué dans la survie des CTL. Les cytokines produites par les DC, suite à 

l’activation de leurs TLR, varient avec le type d’agent infectieux. Par exemple, l’IL-15 est requis pour induire 

une réponse lymphocytaire T CD8+ contre le HSV mais pas l’IL-12. Quand les signaux inflammatoires 

exprimés par les DC sont insuffisants (cas du virus HSV), les lymphocytes T helper peuvent alors permettre 

une maturation optimale des DC à travers l’activation de leurs récepteurs CD40 80,94. 

La sortie des CTL des ganglions lymphatiques et leur migration aux foyers inflammatoires par la 

circulation sanguine et lymphatique nécessite la réexpression de S1P1 à leur surface 95. Cette migration est 

facilitée par le clivage de CD62L, la diminution du taux d’expression de CCR7 à la surface des CTL ainsi que 

l’augmentation de l’expression de molécules d’adhérence dont CD44 et PSGL-1 (ligand de la P-sélectine) et 

des récepteurs CCR5 et CXCR3 pour la chimiokine CXCL9. Au niveau du site infectieux, la seule 

reconnaissance du peptide antigénique à la surface des cellules cibles par le TCR suffit à activer les fonctions 

effectrices des CTL. Celles-ci consistent à activer l’apoptose des cellules cibles par les voies 

Perforine/Granzyme et Fas/Fas ligand (FasL). Les CTL ont également la capacité de sécréter de grandes 

quantités de cytokines proinflammatoires dont l’IFN-γ et le TNF-α 80,96. L’expression des molécules 

Perforines et Granzymes dans les CTL (et les NK) est sous le contrôle du facteur de transcription 



30 

Eomesodermine (Eomes). L’expression de l’IFN-γ est sous le contrôle d’Eomes et de son paralogue 

T-bet 97,98. D’autre part, le développement de la mémoire immunitaire est couplé avec une augmentation 

du taux d’expression d’Eomes dans les lymphocytes T CD8+ effecteur et d’une diminution du taux 

d’expression de T-bet 99,100. Les lymphocytes T CD8+ activés peuvent s’orienter vers soit le stade effecteur 

(TEC, terminal effector cell) soit le stade mémoire (MPC, memory precursor cell). Ainsi l’activation de Notch 

favorise la production de lymphocytes T effecteurs nécessaires pour l’élimination d’une infection aigue. À 

l’inverse, un défaut d’activation par les molécules Notch conduit à l’établissement de la mémoire. 

L’expression de Notch est induite dans les lymphocytes T CD8+ naïfs par les cytokines inflammatoires 

(IFN-α/β) et l’IL-2 grâce à la kinase mTOR et au facteur de transcription T-bet. Ces deux voies de signalisation 

sont ensuite amplifiées par Notch créant ainsi une boucle d’amplification positive 101. 

 

.II.2.c.1.2 Lymphocytes T cytotoxiques CD4+ 

L’existence de CTL de phénotype CD4+ est connue depuis plus de trente ans 102. Comme les CTL 

CD8+, leur pouvoir cytotoxique est dépendant des voies Perforine/Granzyme et Fas/FasL. De plus, elles 

expriment le facteur de transcription Eomes. Bien qu’ils soient majoritairement issus des lymphocytes Th1, 

ils peuvent également se développer à partir des lymphocytes Th2, Th17 et même Treg. Leur différenciation 

est favorisée par l’activation des voies de costimulation OX-40/OX-40L et 4-1BB/4-1BBL (CD137/CD137L) 

ainsi que la présence des cytokines TGF-β, IFN-α/β et IL-2. Ces signaux favoriseraient l’expression des 

facteurs de transcription Eomes, Runx3 et T-bet et l’inhibition du facteur ThPOK. Le facteur Runx3, qui est 

exprimé dans les CTL CD8+, est inhibé dans les lymphocytes Th par le facteur ThPOK 103 dans lesquels il est 

spécifiquement exprimé afin d’inhiber le développement de leurs fonctions cytotoxiques. L’expression 

antagoniste de ThPOK et Runx3 dicte, non seulement, la stabilité du lignage CD4+ et CD8+ mais détermine 

également l’établissement du lignage CTL CD4+ 103. Cependant, de nombreuses inconnues demeurent sur la 

façon dont l’environnement cellulaire et cytokinique contrôle les taux relatifs d’expression de ThPOK et de 

Runx3 et si l’activation antigénique, des lymphocytes T CD4+, participe à ce contrôle. À ce jour, la fonction 

cytotoxique des lymphocytes T CD4+ a surtout été observée dans des contextes infectieux et s’exercerait 

contre les CPA présentant des complexes peptides viraux-CMHII 104. 

 

.II.2.c.2 Différenciation et fonctions des lymphocytes Th1, Th2, Th17 ou iTreg 

La phase d’expansion clonale est suivie d’une phase de différenciation en lymphocytes T CD4+ 

effecteurs ou helper (Th). Contrairement aux lymphocytes T CD8+, les lymphocytes T CD4+ présentent une 

grande diversité de choix lors de leur différenciation en lymphocytes T effecteurs (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 
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ou iTreg, Figure 11, Tableau 1). L'environnement cytokinique présent lors de l’activation par les DC et durant 

les premières divisions cellulaires des lymphocytes T CD4+ dicte principalement la phase de différenciation. 

Les macrophages inflammatoires participent également à la signature cytokinique. L’intensité du signal 

transduit par le TCR et la qualité de la costimulation influencent également la polarisation des lymphocytes T 

CD4+ activés. Par exemple, une faible transduction du signal (peu d’antigènes ou antigènes de faible affinité) 

associée à une production d’IL-4 induit une différenciation en lymphocyte Th2. À l’inverse, une forte 

transduction du signal (beaucoup d’antigènes ou antigènes de haute affinité) associée à une production 

d’IL-12 induit la différenciation en lymphocytes Th1 11. Les récepteurs Notch des lymphocytes T CD4+, et 

leurs ligands exprimés par les DC après endocytose des antigènes, participent également à la différenciation 

en lymphocytes Th. Par exemple, les bactéries ou virus induisent l’expression des ligands Delta-Like 1 et 4 

(DLL1 et DLL4) du récepteur Notch 3 à la surface des DC. L’activation du récepteur Notch 3 des 

lymphocytes T conduit à l’expression du gène codant le facteur de transcription T-bet spécifique des 

lymphocytes Th1. En cas d’infections parasitaires ou lors de la rencontre d’allergènes ou de toxines, les DC 

expriment à leur surface les ligands Jagged 1 et 2 des récepteurs Notch 1 et 2. L’activation des récepteurs 

Notch 1 ou 2 des lymphocytes T conduit à l’expression du gène codant le facteur de transcription GATA3 

spécifique des lymphocytes Th2 18 (Figure 10). 

La différenciation des lymphocytes CD4+ en Th17 nécessite trois étapes : initiation, auto-

amplification, stabilisation. Elle est initiée par l’activation des lymphocytes T CD4+ en présence de la cytokine 

immunosuppressive TGF-β et de la cytokine proinflammatoire I’IL-6. La polarisation en lymphocytes Th17 

est ensuite amplifiée par la production autocrine de la cytokine IL-21 (induite par l’IL-6) qui est responsable 

également de l’expression du récepteur à l’IL-23 à leur surface et du facteur de transcription RORγt lui-

même nécessaire à la production d’IL-17A et d’IL-17F. L’IL-23 (famille IL-6/IL-12) produite par les DC activées 

est responsable de la stabilisation du phénotype Th17 et de la survie des cellules 105. Le facteur de 

transcription STAT3 joue un rôle important dans la mise en place et le maintien du phénotype Th17 en 

assurant la transduction du signal induit par l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23 et donc l’expression de RORγt. Des 

expériences conduites in vitro indiquent que la différenciation en lymphocytes Th17 nécessite une forte 

transduction du signal par le TCR en plus de la présence des cytokines TGF-β et IL-6 106. Concernant 

l’implication des récepteurs Notch, il a été montré que l’inactivation de la voie Notch inhibe la polarisation 

en lymphocytes Th17 107. Cependant, le role respectif des différents ligands et récepteurs de la voie Notch 

demeure discuté 108. 

Une activation des lymphocytes T CD4+ naïfs par les DC en présence de TGF-β et d’IL-2 induit 

l’expression du facteur de transcription Foxp3 et leur différenciation en lymphocytes iTreg 109 (Figure 11). 
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L’importance physiologique des lymphocytes iTregs a été démontrée grâce à des souris déficientes en TGF-β 

qui présentent un déficit en lymphocytes T régulateurs d’origine périphérique mais pas thymique. Ces souris 

déficientes en iTreg présentent des infiltrations lymphocytaires dans de nombreux organes et développent 

des syndromes auto-immuns équivalents à ceux des souris déficientes pour Foxp3 110. La voie de 

signalisation Notch, en synergie avec celle du TGF-β, joue un rôle central dans l’expression du facteur Foxp3 

dans les lymphocytes iTreg 111. 

 

.II.2.c.3 Fonctions des lymphocytes Th1 

Les lymphocytes Th1 sont impliqués dans les réponses immunitaires contre les bactéries et les 

virus intracellulaires 112,113 (Figure 11, Tableau 1). Ils expriment le facteur de transcription T-bet responsable 

FFigure 110  :: Rôlle de NNotch dans la différenciation en lymphocytes Th1 ou Th2   

Les récepteurs Notch sont exprimés à la surface des lymphocytes T sous forme d’hétérodimères constitués d’un domaine 
extracellulaire lié de façon non-covalente à un polypeptide transmembranaire. L’interaction du récepteur Notch avec ses 
Ligands DLL ou Jagged exprimés à la surface des CPA activées par l’antigène entraîne un clivage du domaine 
transmembranaire du récepteur Notch par des métalloprotéases de la famille ADAM libérant sa partie intracellulaire dans 
le cytosol. Celle-ci migre alors au noyau et interagit avec le complexe complexe formé du facteur de transcription RBPJ et 
de ses corépresseurs fixés aux promoteurs des gènes cibles de Notch. Le domaine intracellulaire du récepteur Notch déplace 
les corépresseurs et recrute des coactivateurs comme MAML1 (Mastermind-like 1) afin de déclencher la transcription des 
gènes cibles. 118 
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de la production d’IFN-γ 114. Les lymphocytes Th1 qui reconnaissent les complexes peptides-CMHII des 

macrophages inflammatoires de l’immunité innée ont la capacité de les réactiver et de leurs faire acquérir 

une très forte activité microbicide afin de permettre une élimination efficace des agents infectieux qu’ils 

ont phagocytés 115. La réponse immunitaire adaptative peut ainsi permettre d’éradiquer les pathogènes qui, 

en évoluant, sont devenus résistants à l'immunité innée. Les lymphocytes Th1 réactivent les macrophages 

inflammatoires par des interactions CD40L/CD40 116 et par la liaison de l'IFN-γ à son récepteur des 

macrophages qui stimulent alors : 1) l’expression de l’enzyme oxyde nitrique synthase (iNOS, Inductible 

Nitric Oxid Synthase) dont le produit (monoxyde d’azote) est antiprolifératif et cytotoxique pour les 

bactéries 117, 2)  l’expression des récepteurs à Fc à leur surface augmentant ainsi leur capacité de 

phagocytose et de cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC, Antibody-Dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity), 3) l’expression des molécules de costimulation dont B7 et la présentation antigénique par les 

complexes CMH afin d’amplifier la réponse immunitaire adaptative dépendante des lymphocytes T, 4) la 

sécrétion de cytokines proinflammatoires dont l’IL-12, l’IL-1 et le TNF-α. L’IFN-γ sécrété par les 

lymphocytes Th1 agit également sur les lymphocytes B permettant une commutation isotypique vers les 

classes d’anticorps IgG1 et IgG3 (Homme) ou IgG2b et IgG3 (souris) qui fixent le complément favorisant ainsi 

la cytotoxicité cellulaire et l’opsonisation des agents infectieux et donc l’ADCC 118. Les individus atteints de 

déficiences héréditaires dans le développement ou le fonctionnement des lymphocytes Th1 sont sensibles 

à certains microbes intracellulaires, normalement inoffensifs, particulièrement les mycobactéries 

atypiques 119. 

 

.II.2.c.4 Fonctions des lymphocytes Th2 

Les lymphocytes Th2 quant à eux sont impliqués dans la réponse immunitaire antiparasitaire par 

leur action sur les lymphocytes B, les mastocytes et les polynucléaires éosinophiles 120,121 (Figure 11, Tableau 

1). Le facteur de transcription GATA3 exprimé par les lymphocytes Th2 assure la transcription des gènes 

codant les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 qui agissent à plusieurs niveaux des réponses antiparasitaires 122. Au 

niveau des lymphocytes B, la cytokine IL-4 induit une commutation isotypique vers les classes d’anticorps 

IgE et IgG1 (souris) 123 ou IgG4 (Homme) 124 ne fixant pas le complément alors que l’IL-5 induit la 

commutation vers les IgA qui assurent l’immunité des muqueuses 125,126. L’IL-6 sécrétée par les lymphocytes 

Th2 induit la prolifération des lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes 127 alors que l’IL-5 est 

responsable de l’activation et la prolifération des polynucléaires éosinophiles 128. La reconnaissance des vers 

parasites par les IgE ou les IgG1/IgG4 spécifiques suivie de leur opsonisation par les éosinophiles induit la 

libération de granules riches en enzymes cytotoxiques pour les parasites (catalases, phospholipidases…) 129. 



34 

L’IL-4 en association avec L’IL-13 permet également : 1) l’augmentation de la perméabilité épithéliale 

notamment au niveau des intestins, 2) la production de mucus au niveau des épithéliums 130, 3) la 

contraction des cellules musculaires lisses ce qui facilite l’accessibilité des cellules immunitaires au site 

infectieux 131. 

La polarisation des lymphocytes Th0 en Th1 induite par l’IL-12 est dépendante de l’activation du 

facteur de transcription STAT4 qui lui-même induit l’expression du facteur de transcription T-bet. La 

polarisation en lymphocyte Th2 induite par l’IL-4 est dépendante de l’activation du facteur de transcription 

STAT6 qui à son tour active l’expression du facteur GATA3. Les facteurs GATA3 et T-bet ont la capacité 

d’inhiber mutuellement leur expression ce qui amplifie la polarisation vers l’un ou l’autre des deux types 

cellulaires 132,133 (Figure 11, Tableau 1). 

 

.II.2.c.5 Fonctions des lymphocytes Th17 

Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans l’immunité des muqueuses contre les bactéries 

extracellulaires et les champignons mais ils sont également présents dans les sites inflammatoires (Figure 

11, Tableau 1) d’où leur association aux maladies auto-immunes et inflammatoires chroniques qui est 

fréquemment retrouvée dans la littérature. Ils expriment le facteur de transcription RORγt responsable de 

la production d’IL-17A et IL-17F 134. La cytokine proinflammatoire IL-17 assure le recrutement de 

polynucléaires neutrophiles au site inflammatoire 135 et l’expression de peptides antimicrobiens par les 

cellules épithéliales 136. Comme mentionné précédemment (page : 30), ils sécrètent également de l’IL-21 

afin de maintenir leur phénotype à travers l’expression des récepteurs à l’IL-23. Certaines sous-populations 

de lymphocytes Th17 expriment également de l’IFN-γ rendant difficile leur distinction avec les 

lymphocytes Th1 137. Il est maintenant admis que les lymphocytes Th17 regroupent des sous-populations 

aux potentiels inflammatoires différents allant de cellules qui possèdent de faibles capacités inflammatoires 

à des cellules qui sécrètent du GM-CSF et de l’IFN-γ et qui sont fortement inflammatoires. De plus, les 

lymphocytes Th17 sont dotés d’une très grande plasticité leur permettant de se différencier en 

lymphocytes Th1, iTreg ou Tfh aussi bien dans des conditions physiologiques que pathologiques 138. 
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..II.2.d Molécules de costimulation dans la différenciation des lymphocytes T 

À côté des molécules B7/CD28 et CD40/CD40L, de nombreuses autres molécules de costimulation 

sont impliquées dans la différenciation des lymphocytes T CD4+ (Figure 8). 

.II.2.d.1 Molécules de costimulation ICOS/ICOSL 

La molécule de costimulation ICOS (CD278) appartient à la famille du CD28. Son activation n’induit 

cependant pas la production d’IL-2. ICOS est peu exprimé par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ naïfs et son 

expression est induite par l’activation des voies TCR/CD28 139,140. Il est alors fortement exprimé à la surface 

des lymphocytes T effecteurs, notamment Tfh et Treg, et des lymphocytes T mémoires. Son ligand ICOSL 

(B7RP-1/CD275) est exprimé constitutivement par les DC, les lymphocytes B ainsi que certains tissus non 

hématopoïétiques 5. La voie ICOS/ICOL joue un rôle essentiel dans les réponses des lymphocytes B contre 

les antigènes de type thymo-dépendant. Ainsi, la déficience en ICOS entraîne une absence de centres 

germinatifs dans la rate et de commutation de classe des immunoglobulines 139,141. Elle est également 

Figure 111: DDifférenciation eet polarisation ddes lymphocytes T CCD4+  en sous--populations effectrices  

Les différentes sous-populations de lymphocytes T helper se distinguent par : 11) l’intensité de la signalisation par le TCR 
et l’environnement cytokinique lors de l’activation (rouge) ; 22) les facteurs de transcription induits par les voies de 
signalisation activées en 1) (orange), 3) les cytokines et récepteurs aux chimiokines induits par les facteurs de 
transcription activés en 2) (bleu), 4) les fonctions effectrices induites par les cytokines produites en 3) (encadré bleu). 
Les récepteurs aux chimiokines induits en 3) assurent la migration des lymphocytes Th vers le site infectieux. 11 
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responsable d’un défaut de différenciation des lymphocytes T CD4+ en T helper et de leur survie, en 

particulier, pour les lymphocytes Th2 et nTreg. Il a également été montré que la voie ICOS/ICOSL est 

impliqué dans la polarisation des lymphocytes T CD4+ en Th1, Th2, Th17 et Tfh 5,139,142-146. Malgré 

l’expression d’ICOS sur les lymphocytes T CD8+ activés, son rôle dans leur différenciation est peu étudié. 

 
 

.II.2.d.2 Molécules de costimulation OX-40/OX-40L 

La molécule de costimulation OX-40 (CD134) appartient à la famille du TNFR. Elle est absente des 

lymphocytes T conventionnels CD4+ et CD8+ au stade naïf, effecteur ou mémoire. En revanche, elle est 

exprimée de façon transitoire par les lymphocytes T récemment activés par les voies TCR/CD28. Son ligand 

OX-40L (CD252), qui appartient à la famille des TNF, est induit sur les DC, les lymphocytes B et les 

macrophages après activation par les TLR ou CD40 147. Les lymphocytes T déficients en OX-40 se divisent 

normalement mais ne sont pas capables de maintenir cette capacité au cours du temps et meurent. La voie 

OX-40L/OX-40 prolonge la phase d’expansion clonale grâce à l’expression de la protéine Survivin 148 ainsi 

que la survie des lymphocytes T en induisant l’expression des molécules antiapoptotiques Bcl-2 et 

Bcl-xL 149,150. Bien qu’elle soit impliquée dans la survie des lymphocytes Th1 et Th2, elle ne participe qu’à la 

TTableau 11  :: Caractéristiques fonctionnelles des différentes sous--ppopulations lymphocytaires T  
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différenciation des lymphocytes T CD4+ en Th2 en induisant l’expression de l’IL-4 et en inhibant celle de 

l’IFN-γ 151-153. La voie OX-40L/OX-40 est également impliquée dans la survie des Tregs 154 mais semble 

influencer négativement le développement des iTreg puisque, lors de la différenciation des lymphocytes T 

CD4+, la stimulation d’OX-40 inhibe l’expression de Foxp3 155,156. Son implication dans leurs fonctions 

effectrices reste encore débattue. 

 

.II.3 RRégulation de la réponse immunitaire 

.II.3.a Lymphocytes T régulateurs CD4+ 

Les lymphocytes Treg représentent 5 à 10 % des lymphocytes T CD4+. Ils interviennent dans 

l’induction de tolérance au soi, aux aliments, aux microbiotes et dans la régulation négative de la réponse 

inflammatoire. Ils inhibent l’activation et la prolifération des lymphocytes T, la sécrétion de cytokines et 

l’expression des molécules de costimulation à la surface des APC et induisent l’anergie des lymphocytes T 

et B 157. Leur origine peut être thymique (nTreg, paragraphe .I.2.c.1, page 19) ou périphérique lors d’une 

réponse immunitaire (iTreg). Les lymphocytes Treg expriment spécifiquement le facteur de transcription 

Foxp3 (Figure 12), sécrètent les cytokines TGF-β, IL-10 et IL-35 et expriment des taux élevés en récepteurs 

CD25 (IL-2Rα) et en molécules de coinhibition CTLA-4. En revanche, ils expriment peu ou pas le récepteur 

CD127 (IL-7Rα). Les lymphocytes Treg expriment des taux élevés en ecto-ATPases CD73 et CD39 qui 

catalysent l’hydrolyse de l’ATP extracellulaire en adénosine qui est inhibiteur des lymphocytes T effecteurs 

et un inducteur d’anergie 158. De façon intéressante, il a été observé qu’une fraction des lymphocytes 

Treg Foxp3+ sont capable d’éliminer des cellules NK et des CTL par la voie Perforine/Granzyme 159 (Figure 

12). La déficience en lymphocytes Treg entraîne le développement de syndromes auto-immuns, d’allergies 

et un vieillissement accéléré 160,161. Leur absence peut également causer des troubles de fertilité et de 

grossesse. À l’inverse, une activité Treg excessive favorise le développement de cancers et de maladies 

infectieuses 161. 

Certaines sous-populations de lymphocytes T TCR αβ+CD8+CD28−, de lymphocytes T γδ, de 

lymphocytes NKT, de lymphocytes B régulateurs, de macrophages (MDSC, Myeloid Derived Suppressor Cells) 

et de DC jouent un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire en sécrétant les cytokines IL-10, IL-35 

et/ou TGF-β ou en exprimant les molécules de coinhibition comme CTLA-4 161. 
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..II.3.b Cellules dendritiques tolérogènes 

Les cellules dendritiques sont une population hétérogène de CPA jouant un rôle central dans la 

régulation de la réponse immunitaire. Elles peuvent déclencher une réponse inflammatoire en activant les 

lymphocytes T et en sécrétant des cytokines inflammatoires ou peuvent l’atténuer en induisant un état de 

tolérance ou d’anergie des lymphocytes T ou leur différenciation en lymphocytes iTreg 162,163. En plus de la 

présentation antigénique des agents pathogènes, certaines DC peuvent jouer un rôle dans le maintien de 

la tolérance centrale et périphérique. Les DC tolérogènes présentent peu de molécules de costimulation à 

leur surface et sécrètent des quantités importantes de cytokines anti-inflammatoires dont l’IL-10 et le 

TGF-β. Suite à la présentation des antigènes du soi, dérivés par exemple des corps apoptotiques, les DC 

tolérogènes peuvent désactiver les lymphocytes T autoréactifs et induire la conversion des lymphocytes T 

en iTreg grâce à la sécrétion de TGF-β 163,164 (Figure 11). Ainsi, les DC CD103+ sont capables en présence de 

TGF-β et d’acide rétinoïque d’induire la différenciation des lymphocytes T CD4+ en iTreg puis leur migration 

Figure 112 :: IInduction et fonctions du facteur de transcription Foxp3 spécifique des lymphocytes Treg   

L’induction du facteur de transcription Foxp3 et le maintien de son expression sont contrôlées par les cytokines TGF-β 
et IL-2 ainsi que par des facteurs de l’environnement tissulaire tel que l’acide rétinoïque et les acides gras à chaine 
courte. À l’inverse le facteur Foxp3 est régulé négativement par les cytokines proinflammatoires TNF-α et IL-6 ainsi que 
par l’activation des TLR ou une forte stimulation des voies TCR et de costimulation. L’expression du facteur Foxp3 par 
les lymphocytes Treg est responsable de la production de cytokines anti-inflammatoires, de l’expression des récepteurs 
CTLA-4 et CD25 et de la mort des effecteurs immunitaires. 13 
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vers l’intestin grâce à l’expression des molécules de migration CCR9 et α4β7 165. Elles sont également 

capables d’induire la différentiation en lymphocytes T CD8+ sécréteurs d’IL-10. Les pDC (Cellules 

Dendritiques plasmacytoïdes) peuvent être impliquées dans l’atténuation de l’inflammation en cas 

d’asthme et d’allogreffes chez la souris 166,167. 

 

.II.4 MMarqueurs phénotypiques dans la différenciation des lymphocytes T 

La variation du taux d’expression en molécules de surface CD44, CD45RA/CD45RB, CD127, CD62L, 

CCR7 et KLRG1 est communément utilisée pour différencier les différents stades d’activation et de 

différentiation des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Ces marqueurs ont des fonctions physiologiques très 

différentes. Ainsi, la phosphatase de membrane CD45RB (souris) ou CD45RA (Homme) est impliquée dans 

les premières étapes d’activation des lymphocytes T par le TCR et la désactivation des récepteurs aux 

cytokines. CD44 et CD62L sont des protéines d’adhérence impliquées dans la migration vers les organes 

lymphoïdes secondaires ou les sites inflammatoires. KLRG1 (Killer cell Lectin Like Receptor subgamily G 

member 1) est un récepteur d’adhérence dont l’activation régule négativement la production de cytokines 

et le pouvoir cytotoxique des lymphocytes T grâce à la présence d’un motif ITIM. Il est également un 

marqueur de sénescence 168. CCR7 est un récepteur aux chimiokines CCL19 et CCL21 impliqué dans le 

homing des lymphocytes T (paragraphe .II; Page 23). CD127 est la chaine α du récepteur à l’IL-7 (IL-17Rα) 

impliqué dans la survie des lymphocytes T immatures et matures. 

 

.II.4.a CD45RA/CD45RB et CCR7 

Au stade naïf, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ expriment un taux élevé de CD45RA ou CD45RB 

(CD45RAhigh ou CD45RBhigh) et de récepteurs CCR7. Après activation des lymphocytes T CD4+, ces taux 

diminuent à chaque division cellulaire de la phase d’expansion clonale pour atteindre des niveaux faibles 

(CD45RAlow ou CD45RBlowCCR7−) au stade effecteur 6 (Figure 13 ; Tableau 2). 

 

Figure 113 :: Taux d’expression en CD45RA et CCR7 au cours de l’expansion clonale des lymphocytes T   
Adapté de Ma et al, 2004.  6 
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..II.4.b CD62L 

La molécule CD62L est également fortement exprimée à la surface des lymphocytes T naïfs et des 

lymphocytes T mémoires centraux (CM, Central Memory). Cette expression chute drastiquement après 

activation par la voie du TCR suite à son clivage par des métalloprotéases de membrane de la famille ADAM 

(A Disintegrin And Metalloproteinase) dont ADAM10 et 17 24. Cette activité protéolytique est dépendante 

de l’augmentation de la concentration en Ca2+ cytosolique et de l’activation de la kinase Zap70 (Tableau 2). 

 

.II.4.c CD44 

La molécule CD44 est peu exprimée à la surface des lymphocytes T naïfs (CD44low). Son taux 

augmente lors de l’activation antigénique des lymphocytes T et atteint son maximum aux stades effecteur 

et mémoire (CD44high) 9. CD44 joue un rôle important dans l’adhérence des lymphocytes T effecteurs à la 

matrice extracellulaire des tissus enflammés par sa capacité à interagir avec un de ses principaux 

composants, l’acide hyaluronique (Figure 14). CD44 semble également pouvoir interagir avec des molécules 

d’acide hyaluronique exprimées par l’endothélium vasculaire lors d’une inflammation 9 (Tableau 2). 

 

.II.4.d CD127 et KLRG1 

À la fin de la phase d’expansion clonale, les lymphocytes T CD44highCD62L− présentent des 

phénotypes hétérogènes qui ont été plus particulièrement étudiés dans les lymphocytes T CD8+. Cette 

hétérogénéité est mise en évidence par l’expression de CD127 et KLRG1. 

 

Figure 114: RRôle de CD44 dans la migration des lymphocytes T aaux ssites inflammatoires  
Adapté de Baaten et al, 2012. 9 
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.II.5 PPhénotype des lymphocytes T effecteurs 

Le phénotype CD44highCD62L−CD127−KLRG1− est caractéristique des lymphocytes T effecteurs 

précoces (EEC, Early Effector Cells). La majorité des EEC se différencient en lymphocytes T 

CD44highCD62L−KLRG1+CD127− appelées SLEC (Short-Lived Effector Cells) ou lymphocytes T effecteurs 

terminaux 79,169. Les lymphocytes T SLEC meurent rapidement en fin de réponse immunitaire à cause de leur 

faible capacité à se différencier en lymphocytes T mémoires. Les lymphocytes T EEC capables d’exprimer le 

récepteur à l’IL-7, CD127, se différencieront en précurseurs des lymphocytes T mémoires à longue durée 

de vie (MPEC, Mémory Precursor Effector Cells) de phénotype CD44highCD62L−KLRG1−CD127+. Les sous-

populations SLEC et MPEC présentent des fonctions effectrices identiques dont la production d’IFN-γ et le 

pouvoir cytotoxique (Fas/FasL et Perforine/Granzyme). Enfin, les lymphocytes T EEC capables d’exprimer 

simultanément KLRG1 et CD127 se différencient en lymphocytes T DPEC (Double Positive Effector Cells) de 

phénotype CD44highCD62L−KLRG1+CD127+. Ils se caractérisent par la sécrétion des cytokines 

proinflammatoires et une capacité supérieure à celle des lymphocytes T SLEC à se différencier en 

lymphocytes T mémoires 79,169,170 (Tableau 2). 

Tableau 2: Taux d’expression des marqueurs d’activation ou de différenciation des lymphocytes T conventionnels 

 
D’après Obar et al, 2011 169; Kobayashi et al, 2015 et Li et al, 2017 79. 

En cas de déficience en facteur de transcription Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation 

protein-1), les lymphocytes T CD8+ effecteurs produisent moins de SLEC et plus de MPEC au cours d’une 

infection aigue. Le facteur de transcription Blimp-1, dont l’expression est dépendante de l’activation 

antigénique en présence d’IL-2, joue alors un rôle important dans l’orientation des lymphocytes T CD8+ vers 

un phénotype effecteur de type SLEC 171. Les lymphocytes T effecteurs déficients en Blimp-1 produisent 
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moins de granzyme B et plus d’IL-2 et de TNF-α, un phénotype en accord avec leur différenciation en 

MPEC 172. 

 

.II.6 PPhénotype des lymphocytes T mémoires 

Les lymphocytes T MPEC et une partie des lymphocytes T DPEC se différencient en deux sous-

populations de lymphocytes T mémoires (CD44highKLRG1−CD127+) aux capacités migratoires différentes 

selon le niveau d’expression des récepteurs CCR7 et de CD62L : une sous-population mémoire centrale (CM, 

Central Memory) qui exprime CD62L et CCR7  et une sous-population effecteur mémoire (EM, Effector 

Memory) qui n’exprime que CCR7 79,173 (Tableau 2). Certaines études suggèrent que les lymphocytes T EM 

dérivent majoritairement des lymphocytes T DPEC. Plus récemment, des lymphocytes T mémoires, de 

phénotype CD44highKLRG1−CCR7−CD69+, ont été décrit comme résidant dans les tissus non lymphoïdes (RM, 

Resident Memory). Leur origine exacte reste à déterminer bien que pouvant dériver des trois sous-

populations MPEC, SLEC et DPEC 79,174,175. Lors d’une réponse immunitaire secondaire, les lymphocytes T CM 

sont retenus dans les organes lymphoïdes secondaires et constituent une source renouvelable de 

lymphocytes T effecteurs alors que les lymphocytes T EM et RM représentent la première ligne de défense 

de l’immunité adaptative contre une réinfection grâce à leur rapidité d’expansion clonale et de mise en 

place des fonctions effectrices 176. Dans les lymphocytes T CD8+ mémoires, le taux d’expression de 

CD45RB/RA est discuté. Certaines études considèrent que les lymphocytes T CD8+ mémoires présentent les 

deux phénotypes CD44highCD45RBhigh et CD44highCD45RBlow 177 correspondant, respectivement, aux 

lymphocytes T CD8+ CM et EM alors que d’autres études montrent que la quasi-totalité des lymphocytes T 

CD8+ mémoires CD44high présente des taux élevés de CD45RB, qu’ils soient CM ou EM 178,179. Une 

sous-population de lymphocytes T EM exprimant CD45RA (T EMRA, Effector Memory Reexpressing CD45RA 

marker) a été mise en évidence chez l’Homme en cas d’infection chronique 180,181. Les lymphocytes T EMRA 

expriment des taux faibles en molécules de homing CD62L et CCR7 (CD44highCD45RAhighCD62L−CCR7−) et en 

molécules de costimulation CD28 et CD27 182. Cette sous-population de lymphocytes T présente des signes 

de sénescence dont le raccourcissement des télomères, un pouvoir prolifératif réduit et une résistance à la 

mort cellulaire. Les CTL de phénotype EMRA présentent des capacités effectrices plus importantes que les 

CTL de phénotype effecteur grâce à des productions plus élevées de Perforine/Granzyme et d’IFN-γ 181. 
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.II.7 PPhénotype des lymphocytes T résidants mémoires 

Les lymphocytes T résidants mémoires (T RM), essentiellement définis par l'expression du 

marqueur de surface CD103, représentent un sous-ensemble de lymphocytes T mémoires résidant dans les 

tissus et peu présent au niveau sanguin 183. L'identification de facteurs de transcription spécifiques 

nécessaires à leur différenciation, tels que Hobit et Blimp1 184, a confirmé le fait que les lymphocytes T RM 

constituent une lignée de lymphocytes T à part entière. Ils dérivent des précurseurs lymphocytaires T SLEC 

et MPEC 185. Les lymphocytes T RM CD8+ sont hautement protecteurs lors de réinfections locales par leur 

fort pouvoir cytotoxique contre les cellules infectées et leur capacité à produire des cytokines et chimiokines 

capables d’amplifier le recrutement de cellules de l’immunité innée et adaptative 186,187. Dans les cancers, 

l'interaction de l'intégrine CD103 avec son ligand, l’E-cadhérine, favorise l'adhésion des lymphocytes T RM 

aux cellules épithéliales tumorales ce qui potentialise leur pouvoir cytotoxique et leur production de 

cytokines 183,188,189. L’infiltration des tumeurs par des lymphocytes T RM est corrélée à une meilleure survie 

dans plusieurs types de cancers humains 190,191. 

 

.II.8 Phénotype des lymphocytes T exhausted 

En cas d’infection chronique ou de cancer, les lymphocytes T sont exposés de façon continue à 

des antigènes et des signaux inflammatoires ce qui induit l’émergence d’une population de lymphocytes T 

à un stade de différentiation appelé exhausted 192. Ces lymphocytes T présentent un phénotype semblable 

à celui des lymphocytes T EM (CD44highCD62L−) mais ont perdu la capacité de proliférer et de se réactiver 

en présence d’antigènes. Ils se caractérisent par l’expression à leur surface de taux élevés de molécules de 

coinhibition PD-1 (Programmed cell Death 1), TIM-3, CTLA-4 et LAG-3 (Lymphocyte Activation Gene 3) 193. 

Dans les lymphocytes T CD8+, l’ectonucléotidase de membrane CD39 semble être également un marqueur 

de ce stade de différenciation 194. De plus, les lymphocytes T exhausted perdent la capacité à produire de 

l’IL-2 et de l’IFN-γ et également la granzyme B dans le cas des CTL et donc leur pouvoir cytotoxiques 192,193. 

Cette sous-population lymphocytaire T est particulièrement étudiée dans les cadre de l’immunité 

antitumorale et ses marqueurs sont ciblés lors des biothérapies anti-cancéreuses 195. 

.III Apoptose et homéostasie des lymphocytes T 

Le nombre de lymphocytes T présents chez un individu est maintenu constant au cours du temps. 

Il résulte d’un équilibre entre les taux : 1) de lymphopoïèse thymique qui décroit avec l’âge, 2) de division 

continue des lymphocytes T mémoires qui croit avec l’âge, 3) d’expansion clonale des lymphocytes T activés 
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par l’antigène, 4) de mort cellulaire des lymphocytes T effecteurs. Comme mentionné précédemment, 

l’autophagie est impliquée dans le développement thymique des lymphocytes T (Figure 2). Elle joue 

également un rôle important dans la survie à long terme des lymphocytes T CD8+ mémoires. Une forte 

activité autophagique est induite dans les lymphocytes T CD8+ effecteurs lors de la transition vers le 

phénotype mémoire 196. L’apoptose des lymphocytes T effecteurs a été initialement corrélée à la diminution 

dans leur milieu du taux de cytokines assurant leur survie (IL-2, IL-4, IL-7, IL-15) 197,198. Il a ensuite été montré 

que cette mort par défaut de facteurs de croissance concerne essentiellement les lymphocytes T qui sont 

éliminés après une seule activation par l’antigène (réponse primaire). Elle est dépendante de l’activation 

des molécules pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, de type BH3-only, Bim et Puma 199. Actuellement, on 

considère que les mécanismes responsables de la mort cellulaire des lymphocytes T effecteurs diffèrent 

avec le nombre de fois où ils ont été activés par leur antigène spécifique. Lorsque la mort survient après 

une activation répétée ou chronique par le même antigène (réponse secondaire), la voie extrinsèque 

dépendante des récepteurs de mort Fas/FasL (AICD, Activation Induced Cell Death) est alors indispensable 

pour le maintien de l’homéostasie 79,200 (Figure 15 ; Figure 16). D’autres études suggèrent que les 

mécanismes de mort varient également avec la sous-population de lymphocytes T. Ainsi, il a été montré 

que l’homéostasie des lymphocytes Th2 est dépendante de la Granzyme B 201. 

 

.III.1 VVoie intrinsèque Bim 

La protéine pro-apoptotique Bim est impliquée dans la mort cellulaire au cours de nombreux 

processus biologiques comme le développement embryonnaire ou suite à un stress cellulaire comme une 

irradiation, une restriction en facteurs de croissance ou la présence de molécules cytotoxiques. En plus de 

son rôle dans le développement thymique des lymphocytes T (partie : I, page : 15), Bim joue un rôle 

Figure 115: ÉÉvolution au cours du temps du nnombre de lymphocytes T CD8++ sspécifiques d’un peptide viral 
Adapté d’après Bouillet et al, 2009.. 17 
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important dans l’homéostasie des lymphocytes T en périphérie (Figure 17). Des souris déficientes pour 

Bim (Bim−/−) présentent une accumulation importante de lymphocytes B et T matures et développent des 

syndromes auto-immuns sévères 39,202. De façon paradoxale, ces souris accumulent massivement des 

lymphocytes Treg Foxp3+ qui peuvent représenter jusqu’à 25% des lymphocytes T CD4+ 203. Bim est donc 

responsable de la contraction du pool de lymphocytes T CD4+ effecteurs spécifiques de l’antigène après une 

réponse immunitaire primaire ainsi que des lymphocytes Treg. Dans les lymphocytes T CD8+ effecteurs, Bim 

est impliqué dans la contraction du pool des lymphocytes T MPEC et SLEC. Il est donc responsable de 

l’élimination des lymphocytes T effecteurs terminaux et de la régulation de la différenciation en 

lymphocytes T mémoires 79. La déficience en Bim n’affecte pas les fonctions effectrices des lymphocytes T 

en réponse primaire et peut même prolonger la durée pendant laquelle elles s’exercent entrainant une 

réponse secondaire exacerbée à cause de l’augmentation du nombre de lymphocytes T mémoires en 

réponse primaire 202,204. La mort cellulaire dépendante de la molécule Bim implique la perméabilisation des 

membranes mitochondriales externe par les protéines de la famille Bcl-2, Bax et Bak, afin de libérer le 

cytochrome c indispensable pour la formation de l’apoptosome dont la fonction est d’activer la 

pro-caspase 9. Celui-ci est composé de l’adaptateur APAF1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1), du 

cytochrome c et de la pro-caspase 9. Les caspases initiatrices 9 activées induisent l’apoptose en activant les 

caspases effectrices 3/6/7. L’expression et l’activité de Bim sont contrôlées au niveau transcriptionnel, 

traductionnel et post-traductionnel ainsi que par la production de différentes isoformes au potentiel pro-

apoptotique différent. L’isoforme BimEL (Extra Long, 196 et 198 aa pour la souris et l’Homme) est la plus 

abondante dans les thymocytes et les lymphocytes T alors que l’isoforme BimS (Short, 108 et 110 aa pour 

l’Homme et la souris) est quasiment indétectable 205. Son expression est régulée par différents facteurs de 

transcription qui stimulent (Foxo3a, E2F1) ou inhibent (Irf4) son expression. De nombreux microARN (miR) 

participent également à la régulation négative de l’expression de Bim. Ainsi, des souris présentant une 

expression accrue du cluster miR-17–92 dans les lymphocytes développent un syndrome lymphoprolifératif 

avec auto-immunité et meurent prématurément 206. Dans les lymphocytes T, l’activation de la kinase AKT 

par les cytokines réduit l’activité de Foxo3a et donc l’expression de Bim. De même, les miR qui régulent 

négativement l’expression de Foxo3a, tels que miR-182 ou miR-155, peuvent induire une diminution de 

l’expression de Bim et conduire à un syndrome lymphoprolifératif 207. Le facteur Irf4 réprime l’expression 

du gène codant Bim dans les lymphocytes T CD8+ activés 208. L’activation des lymphocytes T par la voie TCR 

induit l’activation du facteur de transcription E2F1 impliqué dans l’AICD et l’expression de Bim 79. Au niveau 

post-traductionnel, les MAP kinases Erk et JNK régulent l’activité de Bim par la phosphorisation de plusieurs 

résidus ce qui favorise son association avec l’inhibiteur Bcl-2 ou sa dégradation par le protéasome 209,210. 
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Dans le thymus, la déficience en Bim peut être compensée par d’autres molécules pro-apoptotiques de la 

famille BH3-only dont Puma. Cependant, les souris Puma−/− possèdent un nombre normal de lymphocytes T. 

De façon intéressante, la double déficience en Bim et Puma exacerbe la lymphadénopathie et l’hyperplasie 

thymique sans pour autant amplifier l’auto-immunité 211 (Tableau 4). À l’inverse, une double déficience en 

Bim et Fas (Bim−/− et mutation lpr du gène fas) amplifie l’auto-immunité parallèlement à la 

lymphoaccumulation 17. Bim peut également agir de concert avec la molécule pro-apoptotique Bmf (BH3-

only) dans le maintien de l’homéostasie du système immunitaire et le contrôle de l’auto-immunité. Ainsi, 

une double déficience en protéines Bim et Bmf dans le fond génétique B6 conduit à une 

lymphoaccumulation, essentiellement de lymphocytes B, et une glomérulonéphrite auto-immune 212. Dans 

les lymphocytes Th1 activés à plusieurs reprises par l’antigène, la transcription du gène Bim est 

négativement régulée par le miR-148a ce qui favorisent la persistance des lymphocytes Th1 spécifiques de 

l'antigène dans des réactions immunitaires de longue durée. L'expression de miR-148a est induite par les 

facteurs de transcription T-bet et Twist1. Les lymphocytes T de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 

présentent des taux plus élevés de miR-148a que ceux d’individus sains 213. 

 
.III.2 VVoie extrinsèque Fas/FasL 

Le récepteur de mort Fas/CD95/Apo1/TNFRsf6 est un membre de la famille des TNFR1. C’est un 

récepteur transmembranaire de type I exprimé à la membrane sous forme d’homotrimère grâce à la 

présence dans la région N-terminale du domaine PLAD (Pre-Ligand Assembly Domain) 214,215. La partie 

intracellulaire de Fas contient le Death Domaine (DD) responsable de la transduction du signal de mort 216. 

Figure 116 :: Étapes clefs du maintien de l’homéostasie des lymphocytes TT en réponse primaire et secondaire 



47 

Son ligand FasL/CD95L est un récepteur transmembranaire de type II qui appartient à la famille des TNF 217. 

Il est également exprimé à la membrane sous forme d’homotrimère 218. Comme tous les membres de la 

famille du TNF, il peut se trouver sous forme transmembranaire ou soluble après clivage par des 

métalloprotéases de membrane 219. La stimulation du récepteur Fas par son ligand membranaire induit un 

changement conformationnel permettant le recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated 

Death Domain) au niveau du DD de Fas par homologie des séquences protéiques 220. En plus du DD, FADD 

possède un Death Effector Domain (DED) responsable du recrutement des pro-caspases initiatrices 8 

et/ou 10 (absente chez la souris) 221. L’association du DD de Fas, FADD et pro-caspase-8/10 forme le 

complexe DISC (Death Inducing Signaling Complex ; Figure 17) 222. L’agrégation des procaspacases 

initiatrices au niveau du DISC permet leur transactivation en caspases 8/10 effectrices par clivage 

protéolytique 223. Dans les lymphocytes T les caspases initiatrices 8/10 activent, par clivage, directement les 

caspases effectrices 3 ou 7 qui induisent alors l’apoptose par clivage protéolytique de nombreux substrats 

cellulaires dont les lamines responsables de la structure de l’enveloppe nucléaire 224 (Figure 17). De plus, 

elles activent la DNase CAD (Caspase Activated Deoxyribonuclease) grâce à la dégradation de son inhibiteur 

ICAD (Inhibitor of Caspase Activated Deoxyribonuclease) 225. Étant également une protéine chaperon, 

l’inhibiteur ICAD est responsable du bon repliement de l’ADNase CAD dans le cytosol. La déficience en ICAD 

entraine également celle de la DNase CAD par défaut de repliement et dégradation par le protéasome 242. 

Dans les cellules autres que les lymphocytes T comme les hépatocytes (cellule dite de type 2), la quantité 

de caspases 8/10 activée semble insuffisante pour activer les caspases effectrices et nécessite une boucle 

d’amplification par la voie mitochondriale 226. Ainsi, la caspase 8 activée clive la protéine pro-apoptotique 

Bid en tBid qui, comme Bim, inhibe la molécule Bcl-2 et permet à Bax et Bak de former un pore à la 

membrane mitochondriale induisant une libération de cytochrome c 226,227. Celui-ci en se liant à l’adaptateur 

Apaf-1 induit son changement de conformation et le recrutement de la procaspase 9 par interaction 

homologue de leur domaine CARD 228. L’ensemble APAF-1/cytochrome c/pro-caspase 9 constitue 

l’apoptosome dont la fonction est d’activer la procaspase 9 initiatrice. Cette dernière active alors, par 

clivage protéolytique, les caspases effectrices 3/6/7 229. L’activation de la voie Fas/FasL est régulée 

négativement par la molécule FLIP (FLICE-Like Inhibitor Protein) qui possède un domaine DED lui permettant 

de se lier à FADD empêchant ainsi le recrutement des procaspases 8 et 10 dans le DISC 230. FLIP étant 

dépourvu de domaine caspase, sa présence au niveau du DISC empêche la transactivation des procaspases. 
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La déficience en récepteurs Fas induit un syndrome lymphoprolifératif comme chez les souris lpr 

(paragraphe .V.1 ci-dessous, page 62, Figure 28) ou les patients atteints du syndrome ALPS (Autoimune 

LymphoProliferative Syndrome). La déficience en ligand FasL chez les souris gld (Generalized 

Lymphoproliferation) engendre les mêmes dérégulations de l’homéostasie des lymphocytes T que la 

mutation lpr avec accumulation dans les organes lymphoïdes secondaire de lymphocytes T matures de 

phénotype TCR αβ+CD4−CD8−B220+ 231 (paragraphe .V.2, page 63). 

FFigure 117:: Mort cellulaire ppar les voies 
eextrinsèque et iintrinsèque 

Voie extrinsèque. L’activation du 
récepteur CD95/Fas par son ligand 
CD95L/FasL induit la formation du 
complexe DISC constitué du DD de Fas, 
de la molécule adaptatrice FADD et des 
pro-caspases 8 et/ou 10. La formation 
du DISC assure l’activation des pro-
caspases 8/10 en caspases 8/10 
fonctionnelles qui peuvent soit 
directement activer les caspases 
effectrice 3/6/7 soit cliver Bid et induire 
la mort cellulaire par la voie 
intrinsèque mitochondriale.  

Voie intrinsèque. L’expression et 
l’activation de Bim sont induites par de 
nombreux signaux extracellulaires 
comme une restriction en facteurs de 
croissance, l’irradiation ou par des 
voies de signalisation comme celle 
conduisant au facteur de transcription 
E2F1. Bim activé induit la formation 
par les molécules Bax et Bak de pores 
au niveau de la membrane 
mitochondriale permettant la 
libération du cytochrome c, la 
formation de l’apoptosome 
(cytochrome c, APAF1, pro-caspase 9) 
et donc l’activation de la caspase 
initiatrice 9. Cette dernière active 
ensuite les caspases effectrices 3/6/7. 

Les caspases 3/6/7 activées par la voie 
intrinsèque ou extrinsèque induisent 
l’apoptose par clivage protéolytique de 
nombreux composants cellulaires. 17 

DD 

DED 

CARD 
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.III.3 ÉÉlimination des lymphocytes apoptotiques par les macrophages  

Les cellules apoptotiques, d’origine immunitaire ou non, doivent être rapidement éliminées des 

tissus afin d’éviter le prolongement ou l’induction d’une réponse inflammatoire. Une élimination non 

efficace des cellules apoptotiques ou de leurs débris peut provoquer des réponses inflammatoires 

chroniques et rompre la tolérance aux antigènes du soi 232. La reconnaissance et l’élimination des corps 

apoptotiques requièrent la reconnaissance par les macrophages de différents ligands, récepteurs et 

molécules des cellules à phagocyter (Figure 18). Ainsi, les cellules apoptotiques libèrent des molécules 

chimio-attractantes pour les macrophages et les cellules dendritiques appelées signaux « find-me » dont la 

protéine ribosomal S19 et les nucléotides ATP et UTP ainsi que des lipides tels que la S1P et la 

lysophosphatidylcholine (LPC) 233,234. Les corps apoptotiques présentent également à leur surface des 

signaux « eat-me » constitués principalement des phospholipides phosphatidylsérines (PS) qui sont 

reconnues, après leur externalisation à la couche lipidique externe de la membrane plasmique, par des 

récepteurs spécifiques (Figure 18). De façon intéressante, les cellules apoptotiques peuvent sécréter 

également des signaux « keep-out » comme la lactoferrine qui inhibe le recrutement des neutrophiles mais 

pas des macrophages ou la protéine SIRP-α qui inhibe la phagocytose. La déficience en SIRP-α entraîne une 

perte de spécificité des macrophages pour les cellules apoptotiques qui peuvent alors phagocyter 

également les cellules non apoptotiques avoisinantes 235,236. La reconnaissance des PS (signal « eat-me ») 

par les récepteurs scavenger et les récepteurs à la PS initie la phagocytose 232. D’autres récepteurs sont 

impliqués dans la reconnaissance des corps apoptotiques dont les tyrosine-kinases Tyro-3, Axl et Mertk 

(appelés conjointement TAM) mais leur action requière la présence de cofacteurs 237. Par exemple, les 

souris déficientes en récepteurs Mertk développent des syndromes auto-immuns 238 (Tableau 4). La famille 

des récepteurs TAM n’est pas seulement impliquée dans l’élimination des corps apoptotiques mais aussi 

dans la régulation négative de l’activation des macrophages et des DC en inhibant leurs TLR et donc une 

réponse inflammatoire 239. Les molécules de costimulation de la famille TIM (Figure 8) semblent également 

être impliquées dans l’élimination des corps apoptotiques. Ainsi, TIM1, TIM3 et TIM4 sont impliqués dans 

la reconnaissance des PS par les macrophages et leur déficience induit le développement d’auto-anticorps 

anti-ADN double brins (ADNdb) ou natif caractéristique du lupus 222 240,241. 

La dégradation de la chromatine des cellules apoptotiques qui a été initiée par la DNase CAD 

(paragraphe .III, Pages 43) se poursuit dans les lysosomes des macrophages par la DNase II. La déficience 

en DNase II est responsable de l’accumulation de fragments d’ADN dans les phagolysosomes à l’origine de 

l’activation du macrophage et de la sécrétion de cytokines proinflammatoires 242. Cette réponse 
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inflammatoire est amplifiée en cas de double déficience en DNase II et ICAD qui est responsable chez la 

souris d’une forte activation des cellules de l’immunité innée et d’anomalies du développement 

thymique 243 (Tableau 4). 

 

..IV Récepteur P2X7 

L’Adénosine 5’-triphosphate (ATP), en plus d’être la réserve énergétique majeure de la cellule, est 

une molécule de signalisation cellulaire impliquée dans des fonctions physiologiques aussi variées que la 

transmission synaptique, la sensation de la douleur ou l'inflammation. L’ATP est d’ailleurs considéré comme 

un signal de danger indiquant aux cellules du système immunitaire que des tissus sont agressés. La 

concentration en ATP est très élevée dans le milieu intracellulaire (3 à 10 mM) et maintenue à un niveau 

très faible dans le milieu extracellulaire (400 à 700 nM) par des ecto-nucléoside triphophate 

diphosphohydrolases également appelées apyrases 244. L’ATP extracellulaire peut avoir pour origine : - la 

lyse des cellules dans les foyers inflammatoires, - le stress mécanique (non lié à la lyse des cellules) comme 

le flux sanguin ou l’activité musculaire, - l’hypoxie, - l’activation cellulaire. L’importance de la signalisation 

purinergique pour la réponse immunitaire a d’abord été mise en évidence dans l’immunité innée. Ainsi il a 

été montré que c’est un activateur de l’inflammasome Nalp3 impliqué dans la maturation des cytokines 

proinflammatoires IL-1β et IL-18 245. En revanche, le rôle de l’ATP dans la réponse immunitaire adaptative 

est beaucoup moins bien compris. 

Figure 118: RRôle de la phagocytosse ddes corps  apoptootiquess dans le maintien de la tolérance 
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.IV.1 LLes récepteurs purinergiques 

Les nucléotides exercent leurs effets autocrines et paracrines en activant deux grands groupes de 

récepteurs membranaires : les récepteurs P1 et P2. Les récepteurs P1 sont des récepteurs d’adénosines 

couplés aux protéines G (RCPG) qui existent sous quatre formes différentes : A1, A2A A2B et A3 avec des 

distributions tissulaires différentes. Le type de voies de signalisation qu’ils activent est fonction de la 

sous-unité α (i,q ou s) des protéines G auxquelles ils sont associés 246. Les récepteurs P2 sont classés en deux 

grandes familles : P2X et P2Y. Les récepteurs P2Y sont également couplés aux protéines G (Figure 19). Ils 

existent sous 8 formes différentes (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, et 14) qui ont comme ligands différentes purines 

et pyrimidines. Les récepteurs P2X (P2XR) sont des récepteurs canaux existants sous 7 formes différentes 

(P2X1 à P2X7) et forment des canaux cationiques en présence de leur ligand l’ATP. 

 

.IV.2 Récepteurs P2X 

.IV.2.a Structure des P2XR 

Sept gènes des P2XR (P2RX1 à 7) ont été identifiés et clonés. Ils sont exprimés à la membrane 

plasmique sous forme de trimères. Chaque sous-unité de P2XR a une taille qui varie entre 379 et 595 acides 

aminées (aa). Les séquences peptidiques des différents P2XR présentent un taux d’homologie variant de 26 

à 50 % 247, la partie C-terminale étant la moins conservée (Figure 21). Bien que la longueur des gènes codant 

pour les P2XR soit très variable (12 à 40 kb), et qu’ils possèdent des localisations chromosomiques 

différentes, les séquences chromosomiques sont organisées de façon similaire avec un nombre d’exons 

compris entre 11 et 13. Enfin, plusieurs variants d’épissage et de nombreux SNP ont été décrits pour 

plusieurs P2XR 248. Chaque sous-unité d’un P2XR est composée de deux domaines transmembranaires TM1 

et TM2 ainsi que d’une grande boucle extracellulaire d’environ 280 aa, ce qui n’est pas commun aux 

récepteurs ioniques (Figure 19). En se basant sur les séquences peptidiques de la boucle extracellulaire, qui 

contient, selon le sous-type, de deux à six sites de N-glycosylation et un nombre variable de ponts disulfures 

(10 résidus cystéines conservés) responsables de la forme générale de la boucle. Celle-ci contient également 

une région conservée appelée H5 formant une poche hydrophobe qui a été décrite comme étant le site de 

fixation de l’ATP. De plus, la proximité de cette poche avec l’entrée du canal a conduit à penser qu’elle 

jouerait un rôle dans la sélectivité du canal aux cations 23. Mais comme nous le verrons au paragraphe 

suivant, les données cristallographiques obtenues récemment remettent en cause ces deux 

hypothèses 22,249,250. La partie intracellulaire d’un P2XR quant à elle contient les deux extrémités N et C 

terminales qui possèdent des sites consensus de fixation pour des protéines de transduction du signal 251 
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(Figure 19). En plus de leur capacité à former des homotrimères, il semble que certains P2XR puissent 

former également des hétérotrimères dont les fonctions et propriétés pharmacologiques sont dépendantes 

de la composition du trimère. Cependant, la capacité à former des hétérotrimères ne semble pas 

s’appliquer au P2X7R même si son association avec le P2X4R a été mise en évidence in vitro par 

surexpression des deux récepteurs. La réalité physiologique de cette association est contestée car 

instable 252. La fonction des P2XR est également déterminée par un polymorphisme important et l’existence 

d’épissage alternatif au niveau des parties N et C terminales. Par exemple, dans le cas de P2X2 l’épissage 

alternatif de la partie C-terminale génère une isoforme possédant une capacité de désensibilisation plus 

rapide en présence d’ATP 252,253. 

 

La détermination de la structure cristallographique du récepteur P2X4 du poisson zèbre a permis 

de mieux préciser la structure générale des P2XR 22,250. Ces études ont confirmé que les P2XR sont 

trimériques et mis en évidence que les trois monomères s’organisent en une structure dite caliciforme. 

Chaque monomère a la forme d’un « dauphin ». La queue du dauphin est constituée de deux hélices α qui 

correspondent aux domaines transmembranaires TM1 et TM2. La partie centrale de la boucle 

extracellulaire constitue le corps du dauphin. Elle est organisée en un sandwich de deux feuillets β riches 

en ponts disulfures qui assurent sa rigidité (Figure 20 A). C’est la région la plus conservée des P2XR. La 

boucle extracellulaire possède également des parties plus flexibles qui constituent la tête et les nageoires 

droite, gauche et dorsale du dauphin (Figure 20 A et C). Le site de fixation de l’ATP est situé entre la tête et 

la nageoire gauche de chaque dauphin. La nageoire dorsale d’une sous-unité voisine participe également à 

FFigure  119:: Représentation sschématique  ddes récepteurs à l’ATP et aux adénosines  dde type P2   

La partie gauche de la figure représente un  monomère d’un récepteur-canal P2X. Ce canal ionique dépendant de l’ATP 
est caractérisé par deux domaines transmembranaires M1 et M2 et une grande boucle extracellulaire dont la région 
hydrophobe H5 qui a été initialement décrite comme le site de fixation à l’ATP. Cette boucle est riche en résidus 
cystéines et en sites de N-glycosylations. La partie droite de la figure représente un  récepteur P2Y constitué de sept 
passages transmembranaires fixant les adénosines et d’autres nucléotides (puriques ou pyrimidiques). 223 
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la fixation du ligand formant ainsi une poche riche en résidus chargés positivement favorisant la fixation de 

la forme physiologique de l’ATP, l’ATP4− (Figure 20 B). Cette étude cristallographique a permis de définir le 

mécanisme d’activation et d’ouverture du canal. Lorsque le récepteur est sous sa forme inactive, la 

fermeture du canal est assurée par l’assemblage croisé du domaine transmembranaire TM2 de chacune 

des trois sous-unités. En présence d’ATP plusieurs changements conformationnels ont lieu dont un 

rapprochement de la tête et de la nageoire dorsale de deux sous-unités voisines ce qui, d’une part, assure 

une bonne fixation de l’ATP et, d’autre part, cause la rotation du corps central sur lui-même entraînant 

l’écartement des domaines transmembranaires et l’ouverture du canal (Figure 20 C). La sélectivité aux 

cations est due à la richesse en résidus acides du vestibule central. Les mécanismes moléculaires 

responsables de la formation du pore non-sélectif en présence d’ATP n’ont pas pu être abordés dans cette 

étude car la détermination de la structure cristallographique du récepteur P2X4 a été réalisée en absence 

des parties C-terminales qui sont indispensables à la formation du pore (voir : Fonctions cellulaires de P2X7R 

page 56). 
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FFigure 220::  SStructure cristallographique du 
rrécepteur P2X4 du poisson zèbre   

A) chacun des trois monomères du 
récepteur-canal P2X4 présente une 
structure en forme de dauphin. A chaque 
domaine du récepteur correspond une 
partie du corps du dauphin. Cette 
représentation est une superposition du 
monomère en présence (en couleur) et en 
absence (en gris) d’ATP. B) agrandissement 
du site de fixation de l’ATP formé par le 
rapprochement de la tête et de la nageoire 
gauche du dauphin représentant le 
monomère nommé (A) et la nageoire 
dorsale du dauphin représentant le 
monomère (B). C) Modèle du mécanisme 
d’ouverture du canal P2X en réponse à la 
fixation de l’ATP. Les flèches sur la figure de 
droite montrent les changements 
conformationnels associés à la fixation de 
l’ATP. 222 
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..IV.2.b Fonctions des récepteurs P2X 

L’ATP4− est le ligand naturel des récepteurs-canaux P2X. Toutefois, dans les lymphocytes T de 

souris (mais pas les macrophages), P2X7R peut être activé suite au transfert covalent d’un groupement 

ADP-ribose sur certains résidus du récepteur à partir du NAD extracellulaire grâce à l’enzyme mono 

ADP-ribosyl transférase-2.2 (ART2.2). Le NAD est normalement présent dans le sérum à des concentrations 

faibles (< 0,1 μM) mais peut être libéré en grande quantité par les cellules lésées d’un site inflammatoire 254. 

Cependant, ce mécanisme d’ADP ribosylation de P2X7R n’a pas encore été décrit chez l’Homme. Une brève 

activation des récepteurs P2X par l’ATP induit la formation d’un canal cationique non sélectif permettant 

un influx de Ca2+ et Na+ et un efflux de K+ massifs causant une dépolarisation de la membrane plasmique et 

l’activation subséquente de canaux calciques voltage dépendant accentuant alors l’influx de Ca2+ 255. D’autre 

part, dans le cas du P2X7R, une exposition plus longue à l’ATP peut induire la formation d’un pore 

non-sélectif permettant le passage de molécules dont la taille varie de 400 à 900 Da selon le type 

cellulaire 256. 

 

.IV.2.c Sensibilité des P2XR à leur ligand 

La sensibilité (affinité et désensibilisation) à l’ATP diffère grandement d’un récepteur P2X à l’autre 

ce qui amène à les classer en trois groupes : 1) un groupe constitué par les récepteurs possédant une très 

forte affinité pour l’ATP comme P2X1, 3, 5 et 6 qui sont activés par de très faibles concentrations de ligand 

(EC50 = 0,5-3 μM) ; 2) un groupe contenant les récepteurs P2X2 et P2X4 dont la sensibilité à l’ATP est 

moindre avec un EC50 = 10 μM ; 3) le groupe contenant P2X7R et dont l’affinité pour l’ATP est faible. Cette 

troisième catégorie de P2XR requière des concentrations très élevées en ATP (100 à 500 μM selon le type 

cellulaire) pour s’activer 257. L’exposition des P2XR à l’ATP induit leur désensibilisation plus ou moins rapide 

selon le type de récepteur. Ainsi les P2X1R et P2X3R se désensibilisent très rapidement alors qu’à l’inverse 

le P2X7R n’est pas ou peu désensibilisé même après une exposition de plusieurs minutes à l’ATP 248 (Tableau 

3). La sensibilité à l’ATP des hétérotrimères est difficile à définir à cause de la variabilité des propriétés 

pharmacologiques des différentes sous-unités les constituant ce qui leurs confèrent ainsi des propriétés 

intermédiaires. 

 

.IV.2.d Distribution tissulaire des récepteurs P2X 

Les P2XR sont exprimés par la plupart des tissus dont les neurones, les cellules gliales, les 

hépatocytes, les cellules osseuses, les cellules hématopoïétiques ou encore les cellules endothéliales. Ils 
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sont impliqués dans la transmission synaptique et la libération de neurotransmetteurs 258, la régénération 

hépatique et dans la réponse immunitaire notamment grâce à P2X7R qui est exprimé à la surface de toutes 

les cellules hématopoïétiques (lymphocyte, mastocyte, monocyte/macrophage...) 259 (Tableau 3). 

TTableau 3 : Distribution tissulaire et sensibilité in vitro à l’ATP des récepteurs P2X  

 
D’après Kakh et al, 2001 260; North et al, 2002248 et Fields et al, 2006 23   

.IV.3 Structure et fonctions du récepteur P2X7 

Chez l’Homme, P2X7R est une protéine de 595 aa codée par un gène contenant 13 exons situé 

sur le chromosome 12 (chromosome 5 chez la souris). L’extrémité C-terminale de P2X7R est plus longue 

que celle des autres P2XR lui permettant ainsi d’être impliquée dans de nombreuses voies de signalisation 

grâce à sa capacité à interagir avec des protéines du cytosquelette, la phosphatidylinositol-1-4-kinase, des 

protéines de choc thermique (HSP 70 et 90 et HSC 71), des récepteurs à activité tyrosine kinase (Membrane 

associated Guanylate kinase p55 MAGuk), des phosphatases de type RPTP-β (Receptor Tyrosine 

Phosphatases) 261 ou encore la calmoduline 262. Cette extrémité est également impliquée dans la 

translocation des récepteurs à la membrane cytoplasmique grâce à la palmitoylation de plusieurs de ses 

cystéines 263,264 ainsi que dans la régulation de la fonction canal et probablement dans la transformation du 

canal en pore 265,266 (Figure 21). 

 

242  P2X7 

Figure 221: Grande variabilité dde taille de la queue C--terminale des rrécepteurs PP2X 
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..IV.3.a Fonctions cellulaires de P2X7R 

La durée de stimulation du P2X7R par l’ATP détermine la nature de l’activité cellulaire induite. Une 

brève activation du P2X7R par de fortes concentrations d’ATP (> 100 μM) ouvre un canal cationique 

permettant un influx Ca2+ et de Na+ et un efflux de K+ (Figure 22) ainsi que l’externalisation de la 

phosphatidylsérine (PS). Cette externalisation des PS n’est pas liée à l’apoptose des cellules puisque 

réversible si l’ATP est éliminée 267. Une stimulation plus longue par l’ATP conduit à l’ouverture d’un pore 

non sélectif qui laisse passer des molécules de masse moléculaire pouvant atteindre 900 Da. Cependant la 

taille du pore varie selon le type cellulaire, ainsi, dans les lymphocytes T, il ne laisse passer que des molécules 

de taille inférieure à 650 Da 268. Le mécanisme d’ouverture du pore non sélectif dépendant de P2X7R est 

encore débattu. Initialement, il a été considéré que le pore se forme suite à l’élargissement du canal 

P2X7 269. L’implication de la pannexine-1 (Panx1) dans la formation de ce pore a été ensuite proposée par 

le même groupe 270. Cependant, d’autres chercheurs ont mis en évidence la formation du pore P2X7R chez 

des souris déficientes pour la Panx1 271. Il a également été montré que la formation du pore P2X7R nécessite 

l’activation de la protéine anoctamine 6 272. Plus récemment, il a été mis en évidence la formation de pores 

non sélectifs dans des liposomes n’exprimant que des récepteurs P2X7R ce qui exclue l’intervention de 

protéines supplémentaires comme la pannexine-1 ou l’anoctamine 6 273.  

 

Figure  22:: Acctivités ccellulaires 
induites par l’activation du 
PP2X7R 

Schéma illustrant les 5 types 
de réponses cellulaires 
mesurées « en routine » au 
laboratoire pour évaluer la 
sensibilité des lymphocytes T à 
l’ATP. Les temps indiqués pour 
l’ouverture du canal, 
l’externalisation des PS et la 
formation du pore non-sélectif 
correspondent au temps 
physiologique décrit dans la 
littérature et non pas au temps 
expérimentaux utilisés au 
laboratoire (Safya et al7, 
Mellouk et al, pages 79 et 97 et  
paragraphe .I.2, page 178). 
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La stimulation par l’ATP induit également l’activation par P2X7R des protéases de membrane 

ADAM10 et 17 responsables du clivage de protéines membranaires comme la L-sélectine (CD62L) 24,274, le 

récepteur de basse affinité pour les IgE (CD23) ou encore le précurseur de la protéine amyloïde (APP : 

Amyloid Precursor Protein) 267,275,276. Enfin, une longue stimulation par l’ATP (2 à 4 heures) induit la 

formation de « blebs » à la membrane plasmique et la mort des cellules par apoptose ou par aponécrose 

selon le type cellulaire 277-279 (Figure 22). Dans les macrophages, il a été montré que la boucle extracellulaire 

de P2X7R interagit avec les corps apoptotiques et assure leur élimination. P2X7R serait donc également un 

récepteur scavenger impliqué dans la reconnaissance des cellules apoptotiques. Il a également été suggéré 

que cette boucle interagit avec la matrice extracellulaire 280. 

 

..IV.3.b Isoformes du récepteur P2X7 

Chez l’Homme, en plus de la forme classique P2X7a, neufs isoformes (b à j) ont été découvertes à 

ce jour. Sept de ces isoformes (P2X7a-h) sont issues d’épissages alternatifs générant la perte et/ou 

l’acquisition d’exons à partir des introns du gène 281 (Figure 23). Les deux isoformes g et h présentent un 

exon additionnel, N3, entre les exons 2 et 3 aboutissant à la création d’un nouveau codon d’initiation de la 

traduction et la production d’une protéine P2X7 déficiente pour le premier domaine transmembranaire 

TM1. Les isoformes P2X7c à P2X7f sont déficientes pour différents exons codant certaines parties du 

domaine extracellulaire d’interaction avec le ligand. Dans le cas des trois isoformes b, c et e, un intron 

supplémentaire est inséré entre les exons 10 et 11 générant un codon stop prématuré et par conséquence 

la traduction d’une protéine déficiente pour la partie C-terminale. 

Plusieurs études ont comparé la fonctionnalité de ces nouvelles isoformes avec la forme classique 

P2X7a 12. Par exemple, P2X7b, qui a perdu la partie C-terminale est très peu fonctionnel. En revanche, 

lorsqu'il est coexprimé avec l’isoforme P2X7a, le taux de formation des canaux, et donc l’influx de Ca2+, est 

considérablement augmenté. Il en est de même pour la formation de pores non-sélectifs ou la formation 

des « blebs » associée à la mort cellulaire 266. Enfin, les deux isoformes P2X7i et P2X7j sont non 

fonctionnelles car issues de mutations ponctuelles générant des protéines tronquées. Le variant P2X7j 

présente ainsi une délétion totale de la partie C-terminale et du deuxième domaine transmembranaire TM2. 

Il a été découvert dans des cellules de cancer de l’utérus où il agit comme un dominant négatif inhibant la 

signalisation par l’ATP et bloquant par conséquent la mort cellulaire 282,283. Chez la souris deux isoformes, 

P2X7a et P2X7k, ont pour l’instant été identifiées. Elles diffèrent quant à leur expression tissulaire et leur 

sensibilité à l’ATP 284. La découverte de l’isoforme P2X7k a été rendue possible grâce à la production, en 



58 

parallèle, de deux lignées de souris invalidées pour le P2X7R (souris P2X7KO). Dans la première lignée de 

souris P2X7KO produite par le groupe GlaxoSmithKline® (GSK), le gène P2X7 a été inactivé par l’insertion du 

gène Lac Z dans l’exon 1 alors que dans celle réalisée par le groupe Pfizer®, une cassette Néomycine a été 

insérée dans l’exon 13 du gène P2X7. Il a été observé de façon totalement inattendue que les lymphocytes T 

des souris P2X7KO du groupe GSK®, mais pas leurs neurones, expriment un P2X7R fonctionnel. Chez cette 

souris KO, un variant de P2X7R (dénommé P2X7k) utilise un exon 1’ alternatif à l’exon 1. Cet exon code pour 

la partie N-terminale et une petite partie du premier domaine transmembranaire TM1. L’ARNm de 

l’isoforme P2X7k est exprimée fortement dans le foie et la rate. L’isoforme alternative P2X7k présente une 

sensibilité huit fois plus grande à l’ATP que l’isoforme classique P2X7a ainsi qu’une désactivation plus lente. 

L’isoforme P2X7k forme également beaucoup plus rapidement le pore non-sélectif. Enfin, la cinétique de 

formation de « blebs » apoptotiques est plus rapide avec l’isoforme P2X7k qu’avec P2X7a ce qui semble 

qualifier l’isoforme P2X7k comme récepteur de mort 284-286. 

 

FFigure 223:: IIsoformes connues de P2X7  

La partie haute du schéma représente les différents domaines du P2X7R humain : boucle extracellulaire, domaines 
transmembranaires TM1 et TM2, extrémités N et C terminales. À chaque domaine de la protéine correspond un ou 
plusieurs des 13 exons de l’isoforme P2X7a qui est considéré comme la forme classique du P2X7R. Le reste de la figure 
montre la structure en exons de l’ensemble des isoformes décrites à ce jour. *P2X7k est la seule isoforme alternative à 
P2X7a décrite à ce jour chez la souris. Adapté d’après Sluyter et al, 2011. 112 
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..IV.3.c Récepteur P2X7 et système immunitaire 

.IV.3.c.1 Maturation et sécrétion des cytokines 

Le P2X7R joue un rôle essentiel dans la réponse immunitaire inflammatoire. L’ATP libéré dans le 

foyer inflammatoire est ainsi impliquée dans la maturation et/ou la sécrétion de plusieurs cytokines 

pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, IL-18 et le TNFα) par les cellules de l’immunité innée. Il est à noter que les 

cytokines IL-1 et IL-18 sont dépourvues du peptide signal responsable de la sécrétion par la voie classique. 

Elles sont d’abord produites sous forme de pro-IL-1β et pro-IL-18 par les macrophages suite à l’activation 

de leurs TLR (Toll-Like Receptor) par des antigènes (Figure 24). Leur maturation en IL-1β ou en IL-18 est 

dépendante de la caspase-1. Cette dernière est elle-même présente dans les macrophages sous forme 

inactive (pro-caspase-1). L’activation protéolytique de la pro-caspase-1 est dépendante d’une structure 

multimérique spécialisée nommée « IL-1 inflammasome protein complex » 287. P2X7R joue un rôle central 

dans l’activation de ce complexe. Ainsi, l’activation du P2X7R des macrophages par l’ATP induit la formation 

d’un canal responsable d’un efflux de K+ qui constitue le signal d’activation de la protéine NALP3 (ou NLRP3). 

Cette activation induit son changement conformationnel suivi de son oligomérisation. NALP3 activé peut 

alors recruter la protéine adaptatrice ASC qui associée à la pro-caspase-1 forme l’inflammasome. Ce dernier 

active la pro-caspase-1 en caspase-1 qui peut alors cliver la pro-IL-1β et/ou la pro-IL-18 en IL-1β et/ou IL-18. 

Le P2X7R participe également à la sécrétion de l’IL-1β en activant la phospholipase A2 calcium-dépendante 

(cPLA2) et la phosphatidylcholine-spécific phospholipase C (PC-PLC) qui sont à l’origine de l’exocytose de 

lysosomes contenant l’IL-1β (Figure 24) 288,289. 

 

Figure 224 :: Rôle de P2X7R dans la maturation 
dde l’IL-1β et de l’IL-18 par les cellules de 
ll’immunité innée  

Deux signaux extracellulaires distincts sont 
nécessaires à la maturation de l’IL-1β et de 
l’IL-18 dans les macrophages. Le premier 
signal est la stimulation des TLR par un ligand 
spécifique comme le LPS (lipopolysaccharide). 
Cette stimulation induit la synthèse des 
pro-IL-1β, pro-IL-18 et certains constituants 
de l’inflammasome comme la caspase-11 
chez la souris. La caspase-1 active est 
responsable de la maturation et de la 
sécrétion de l’IL-1β et de l’IL-18. Son 
activation dépend de celle de l’inflammasome 
qui est assurée par un efflux de potassium 
induit lors de l’ouverture du canal P2X7R. 
L’efflux potassique peut être induit par 
d’autres voies. 14 
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La sécrétion du TNF-α par les macrophages résulte du clivage de sa forme membranaire par la 

protéase TACE (TNF-α Converting Enzyme) / ADAM17 auquel P2X7R participe. Ainsi, la stimulation des 

macrophages par l’ATP est responsable de l’activation d’ADAM17 mais aussi de l’augmentation de son taux 

d’expression à la surface cellulaire. La stimulation de P2X7R induirait une amplification de l’expression 

d’ADAM17 dans les exosomes et leur adressage à la membrane plasmique à travers une augmentation du 

flux calcique et l’activation de la MAPK p38 290. 

 

.IV.3.c.2 Activation et différenciation des lymphocytes T 

Les preuves de l’implication de P2X7R dans les réponses immunitaires adaptatives sont de plus en 

plus nombreuses, en particulier, dans les évènements précoces d’activation des lymphocytes T par 

l’antigène. Ainsi, les lymphocytes T libèrent lors de leur activation de l’ATP dans le milieu extracellulaire qui, 

de façon autocrine, stimule les P2X7R. L’influx de Ca2+ généré par la stimulation de P2X7R entraîne 

l’activation du facteur NFAT responsable de la transcription du gène codant l’IL-2 291-294 (Figure 25). Les voies 

de signalisation activées par le P2X7R des lymphocytes T participe également à leur différenciation. Ainsi, 

lors de l’activation des lymphocytes T CD4+ naïfs par le TCR, il a été observé qu’une absence de signalisation 

par la voie P2X7R favorise leur différenciation en lymphocytes iTreg. À l’inverse, les capacités suppressives 

des lymphocytes Treg ainsi que la stabilité de leur phénotype sont réduites après une stimulation par l’ATP. 

Enfin, en contexte inflammatoire, la stimulation des lymphocytes Treg par l’IL-6 augmente leur sécrétion 

autocrine d’ATP qui induit leur différenciation en lymphocytes Th17 par la voie P2X7R 295 suggérant que le 

P2X7R favorise la différenciation en lymphocytes Th17 au détriment des lymphocytes iTreg ce qui pourrait, 

en cas de syndrome auto-immun, amplifier la pathologie puisque les lymphocytes Th17 sont également 

responsables de tels désordres immunitaires.  

 

FFigure 225  ::  RRôle  dde PP2X7R dans l’activation et la prolifération 
ddes lymphocytes T  
Adapté d’après Cekic et al, 2016. 15 
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D’autre part, la présence d’IL-1β (du moins chez l’homme) est requise pour la différenciation en 

lymphocytes Th17. Or comme nous l’avons vu précédemment l’activité canal de P2X7R est impliqué dans la 

maturation et la sécrétion de l’IL-1β 296,297. P2X7R participerait également à l’immunité des muqueuses en 

contrôlant le nombre de lymphocytes T helper folliculaires (Tfh) recrutés dans les plaques de Peyer et qui 

participent la commutation des IgM en IgA 298. 

 

.IV.3.c.3 Clivage de la molécule de homing L-sélectine/ CD62L 

La molécule L-sélectine (ou CD62L) est une protéine d’adhérence exprimée à la membrane 

plasmique des leucocytes. Elle joue un rôle crucial dans les mécanismes de recirculation des lymphocytes 

vers les foyers inflammatoires et les différents organes lymphoïdes secondaires d’où son nom de récepteur 

de homing. Son taux d’expression à la surface des lymphocytes est régulé par des métalloprotéases de 

membrane de la famille ADAM qui clivent la molécule au niveau du domaine juxta-membranaire. La 

stimulation de P2X7R par l’ATP induit un clivage rapide de CD62L suite à l’activation d’ADAM10 et 17 274. Le 

clivage de CD62L de la surface des lymphocytes T dans les foyers inflammatoires, riches en ATP, leur fait 

perdre la capacité de migrer vers les ganglions lymphatiques et à l’inverse favorise leur rétention dans le 

site inflammatoire pour y exercer leurs fonctions effectrices (Figure 7 et Figure 26). 

 

.IV.3.c.4 Sensibilité des sous-populations lymphocytaires T à l’ATP 

La sensibilité à l’ATP des différentes sous-populations de lymphocytes T varie avec leur phénotype 

et leur état d’activation. Il est généralement considéré que les lymphocytes T CD8+ de la rate, des ganglions 

lymphatiques et du foie expriment un taux faible de P2X7R et sont peu sensibles à l’ATP comparés aux 

lymphocytes T CD4+ alors que ceux de l’épithélium intestinal sont très sensibles à l’ATP et expriment des 

taux élevés de P2X7R 299. Cependant, comme nous le verrons dans notre article intitulé « CD8+ but not CD4+ 

effector/memory T cells express the CD44highCD45RBhigh phenotype with aging, which displays reduced 

expression levels of P2X7 receptor and ATP-induced cellular responses » (page 97) la nature de cette 

FFigure 226:: P2X7R dans la migration des lympphocytes T  

L’activation de P2X7R par l’ATP induit le clivage 
protéolytique de CD62L ce qui restreint la capacité des 
lymphocytes T à migrer vers les organes lymphoïdes 
secondaires et favorise leur rétention dans le foyer 
inflammatoire.. 88 
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différence de sensibilité à l’ATP entre lymphocytes T CD4+ et CD8+ est complexe. La sensibilité des 

lymphocytes Treg CD4+ est également controversée. Pour certains auteurs, les lymphocytes Treg sont 

beaucoup plus sensibles à l’activation du P2X7R que les lymphocytes Tconv CD4+ ce que semble confirmer 

leur taux élevé en ARNm codant P2X7R. Pour d’autres auteurs, la sensibilité des Treg à l’ATP est identique 

à celle des lymphocytes Tconv CD4+ 300,301 qui dépendrait du taux d’expression membranaire en molécules 

tyrosines phosphatases CD45RB  267,302 dont la famille (CD45) joue un rôle essentiel dans la régulation de la 

réponse immunitaire, en particulier, dans l’activation des lymphocytes par leurs récepteurs d’antigène ou 

la régulation négative de la signalisation par les récepteurs aux cytokines 303. Dans l’article de Safya et al 

(page 79), l’étude de l’ensemble des fonctions cellulaires induites par la voie ATP/P2X7R dans les 

lymphocytes Treg et Tconv, à leurs différents stade d’activation et de différenciation, nous a permis de 

préciser l’origine des différences de sensibilité à l’ATP observées entre ces deux sous-populations. 

 

..V Lymphocytes T et lupus 

.V.1 Souris MRL/lpr 

Les souris MRL/lpr sont homozygotes pour la mutation lpr (lymphoproliferation) du récepteur 

d’apoptose Fas normalement responsable de l’élimination des lymphocytes T en fin de réponse 

immunitaire. Ces souris présentent une hyperplasie de la rate et des ganglions lymphatiques due à une 

accumulation de lymphocytes T effecteurs, de phénotype inhabituel (TCR αβ+CD4–CD8–B220+), incapables 

de mourir par apoptose (Figure 27). Elles développement également spontané différentes pathologies auto-

immunes dont le lupus érythémateux disséminé (LED), le syndrome de Sjögren et la polyarthrite 

rhumatoïde. Comme chez les patients atteints de LED, les souris MRL/lpr développent spontanément des 

atteintes dermatologiques, vasculaires, rénales, pulmonaires, oculaires et articulaires sévères dues à des 

infiltrations lymphoïdes ainsi que des titres élevés en auto-anticorps anti-ADNdb et en facteur rhumatoïde 

(Figure 27). Ces auto-anticorps sont responsables de glomérulonéphrites qui entraînent la mort des souris 

MRL/lpr à l’âge de 4 ou 5 mois. La sévérité de la maladie est également liée aux taux sériques élevés de 

cytokines proinflammatoires, de FasL soluble ainsi que de cytokines de type Th1, Th2 et Th17. Il est 

important de noter que la mutation lpr est « leaky » et que 10% de récepteurs Fas fonctionnels sont 

présents à la surface des cellules. Or notre laboratoire a montré que le défaut d'expression de Fas entraîne 

une surexpression de son ligand, FasL, à la surface des lymphocytes T et B activés ce qui les rend fortement 

cytotoxiques in vitro et in vivo vis-à-vis de cellules exprimant Fas 304-308. Une autre caractéristique qui est 

unique à ce modèle est la rapidité avec laquelle les syndromes auto-immuns se développent et entrainent 
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la mort des animaux. En effet, la maladie commence vers l’âge de 2 mois avec une activation polyclonale 

des lymphocytes B et des niveaux élevés d’immunoglobulines sériques. À l’âge de 3 mois, les souris MRL/lpr 

produisent des taux élevés de différents auto-anticorps dont des anti-ADNdb et du Facteur Rhumatoïde. 

Puis, à partir de 4 mois, elles développent une glomérulonéphrite proliférative engendrée par des 

complexes immuns, une inflammation vasculaire, une arthrite et une lymphadénopathie massive qui 

engendre des problèmes rénaux et la mort des femelles MRL/lpr en moyenne à l’âge de 17 semaines et des 

mâles à l’âge de 22 semaines. Cependant, comme l’ont montré plusieurs équipes dont la nôtre (309 et 

Mellouk et al, manuscrit soumis), l’inactivation du récepteur Fas ne peut rendre compte à elle seule de 

l’ensemble des pathologies des souris MRL/lpr. En effet, comparé aux souris MRL/lpr, les souris C57BL/6 

déficientes en récepteur d’apoptose Fas (B6/lpr) développent une faible lymphoprolifération et peu ou pas 

de syndromes auto-immuns ce qui indique, qu’en plus de la mutation lpr, d’autres loci sont impliqués dans 

la maladie. Le récepteur purinergique P2X7 pourrait être un de ces loci. 

 

.V.2 LLymphocytes T DN B220+ 

L’accumulation massive des lymphocytes T de phénotype TCR αβ+CD4−CD8−B220+ (DN B220+) est 

une des caractéristiques principales du syndrome lymphoprolifératif avec auto-immunité (ALPS) chez 

l’Homme et la souris. Chez la souris, l’accumulation de cette sous-population est associée principalement 

aux mutations lpr et gld des gènes codant le récepteur Fas et son ligand FasL et n’est pas retrouvée chez les 

souris Bim−/− ou les autres modèles de lymphoprolifération. Cela suggère qu’elle est due à un défaut 

d’apoptose par la voie Fas/FasL. L’origine de cette population de lymphocytes T demeure controversée. 

Ganglions 
lymphatiques Rate 

MRL/lpr 

MRL+/+ 

Figure 227 :: Les soouris MRL/lpr, un moodèle sponttané d’auto--immunité  

À gauche : * lésions inflammatoires du tissus cutané du cou, * vascularites cutanées nécrosantes des oreilles, 
* inflammation des glandes lacrymales. À droite : splénomégalie et adénopathies dues à l’accumulation de 
lymphocytes T DN B220+. Adapté d’après Bobé et al, 2006.3 

*

*

*
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Certaines études montrent qu’elle dérive de lymphocytes Tconv activés ayant perdu l’expression des 

corécepteur CD8 et CD4 alors que d’autres suggèrent qu’elles sont issues de l’amplification d’une sous-

population de lymphocytes T régulateurs de phénotype TCR αβ+ DN B220+ 310 (Figure 28). Dans les souris 

MRL/lpr, la proportion de lymphocytes T DN B220+ passe en trois mois (entre l’âge de 2 à 5 mois) de moins 

de 5 % à plus de 80 % des lymphocytes T périphériques. Cette forte proportion est due à l’accumulation de 

lymphocytes T DN B220+ dans les organes lymphoïdes secondaires et non pas à une diminution du nombre 

de lymphocytes Tconv CD4+ ou CD8+. En revanche, l’homéostasie des lymphocytes T n’est pas affectée dans 

le thymus et les épithéliums 315. 

 

Les lymphocytes T DN B220+ pathogéniques ont une capacité proliférative réduite, comparé aux 

lymphocytes T CD4+ ou CD8+, et ne sécrètent pas d’IL-2 après activation par la voie TCR 311. De plus, elles 

expriment la phosphatase de membrane B220 (CD45RABC) qui est un marqueur pan B chez la souris et de 

certaines sous-populations lymphocytaires B matures chez l’Homme ainsi qu’un marqueur d’apoptose des 

lymphocytes T humains et murins 310,312-314.  

 

FFigure 228  :: Perte de l’homéostasie des lymphocytes T en réponse secondaire lors de déficience en Fas ou FasL  

Ligne bleue et rouge : évolution du nombre de lymphocytes T aux cours lors d’une réponse immunitaire chez un animal 
normal ou déficient pour la voie Fas/FasL. 
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..V.2.a Origine CTL des lymphocytes T DN B220+ 

L’hypométhylation du gène codant le corécepteur CD8 dans les lymphocytes T DN B220+ a conduit 

à considérer qu’ils dérivent de lymphocytes T activés ayant perdu l’expression du corécepteur CD8 316 mais 

cet argument n’est peut-être pas suffisant à cause de la phase DP des lymphocytes T lors de leur 

développement thymique 310. Cependant, il a été observé que les lymphocytes T CD8+ matures incapables 

de reconnaitre en périphérie les molécules de CMH I, suite à un défaut de sélection thymique, perdent 

l’expression de CD8 pour devenir DN et augmentent celle de Fas et FasL entrainant leur élimination par 

apoptose 317. De même, une déficience en molécules β2m (β 2 microglobuline) du CMH I, à l’origine du non 

développement des lymphocytes T CD8+ dans le thymus, réduit drastiquement l’accumulation des 

lymphocytes T DN chez les souris lpr 318,319. D’autre part, les lymphocytes T DN B220+ expriment un taux 

élevé du facteur de transcription Eomes qui est responsable du développement des CTL et des NK. Enfin, la 

déficience en Eomes protège les souris lpr du développement d’adénopathies causées par l’accumulation 

de lymphocytes T DN B220+ 320. Le répertoire TCR des lymphocytes T pathogéniques DN B220+ présente une 

diversité restreinte au niveau de la chaine Vβ qui est essentiellement du même type que celle des 

lymphocytes T CD8+ 321. De plus, leur survie in vivo dépend de la présence d’IL-15 impliqué principalement 

dans la survie des lymphocytes T CD8+ en périphérie 322. L’ensemble de ces études suggère que les CTL CD4+ 

ou CD8+ sont à l’origine des lymphocytes T DN B220+ 323. 

 

.V.2.b Fonctions régulatrices des lymphocytes T DN B220+ 

Chez les souris normales, les lymphocytes T DN B220+ peuvent agir comme des suppresseurs 

d’inflammation et d’auto-immunité dans un modèle de réaction greffon contre l’hôte (GVHD, Graft Versus 

Host Disease) induite par une greffe de moelle osseuse allogénique 324. Ainsi, les lymphocytes T DN B220+, 

suite à une production autocrine d’IFN-γ, augmenteraient leur taux d’expression de FasL leur permettant 

d’induire l‘apoptose des lymphocytes T CD4+ pathogéniques responsables de la GVHD 310,324,325. 

 

.V.2.c Phénotype EMRA des lymphocytes T DN B220+ 

Chez des patients atteint d’ALPS, il a été montré que les lymphocytes T pathogéniques DN B220+ 

sont de phénotype CD45RBhighCCR7−KLRG1− mais CD27highCD28high (paragraphe .II.6, page 42) 182. Bien que 

très semblable au phénotype des lymphocytes T EMRA (paragraphe .II.6, page 42) celui-ci reste spécifique 

des patients ALPS à cause de la persistance de l’expression d’un taux élevé de CD27 et CD28 323. 
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.V.3 LLe récepteur P2X7 et auto-immunité 

Du fait de son importance dans l’immunité innée et adaptative, l’implication de P2X7R dans le 

développement des maladies auto-inflammatoires et auto-immunes est très recherchée mais avec des 

résultats contradictoires. Dans certains modèles de maladies auto-immunes son activation par l’ATP 

contribue à exacerber la maladie auto-immune alors que dans d’autres elle l’atténue 293,301,326-329. Dans notre 

laboratoire, il a été montré que les lymphocytes T DN B220+ pathogéniques qui s’accumulent chez les souris 

auto-immunes MRL/lpr sont totalement réfractaires à une stimulation par l’ATP 330. Cette résistance est due 

à la perte d’expression du P2X7R à la membrane plasmique mais pas à son expression puisqu’il est retrouvé 

dans le compartiment intracellulaire. Il est important de noter que cette réduction d’expression 

membranaire de P2X7R ne concerne pas uniquement les lymphocytes T DN B220+ pathogènes des souris 

auto-immunes MRL/lpr mais également les lymphocytes T de souris normales ayant reçu un signal 

d’apoptose par la voie Fas en fin de réponse immunitaire 330. 

Des polymorphismes dans le gène p2x7 augmentant l’activité du récepteur, notamment 

His155Tyr, sont liés au développement de la polyarthrite rhumatoïde et du LED 331,332. Dans la colite aigüe 

induite chimiquement, P2X7R possède un rôle exacerbant en induisant la mort des lymphocytes Treg 

Foxp3+ 333. À l’inverse, une autre étude a montré un rôle protecteur de P2X7R dans les colites chroniques 

grâce à son implication dans la différentiation des lymphocytes T CD4+ en Th17 ainsi que dans la maturation 

du système immunitaire de la lamina propria par l’ATP libéré par le microbiote 296,297,334 (paragraphe 

.IV.3.c.2, page 60). Chez les patients atteints de la maladie de Crohn, les macrophages et les DC présentent 

des taux très élevés de P2X7R corrélés avec une augmentation de leur sécrétion en IL-1β, IL-17 et TNF-α 335. 

L’efficacité thérapeutique d’antagonistes du P2X7R (comme l’AZD9056) est en cours d’évaluation. Ainsi, des 

essais cliniques de phase 2 ont montré l’efficacité de ce traitement dans la maladie de Crohn chez des 

patients présentant des symptômes modérés voire sévères ainsi qu’une absence de toxicité de la 

molécule 336. D’autres essais cliniques sont en cours pour évaluer l’efficacité des antagonistes de P2X7R 

dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde 337. 

Dans l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE pour Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis), le modèle de sclérose en plaques le plus étudié chez la souris, des résultats 

contradictoires ont été obtenus sur le rôle de P2X7R dans le développement de la maladie. L’absence de 

concordance des résultats obtenus entre les différentes études est due à l’utilisation de souris P2X7KO de 

deux origines distinctes ; l’une provenant de Pfizer® et l’autre de GSK® (paragraphe .IV.3.b, page 57). Les 

Souris P2X7KO GSK®, dans lesquelles P2X7R est absent du SNC et des cellules de l’immunité innée, 
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développent une EAE de moindre intensité que les souris sauvages 338. Par contre, l’absence totale de P2X7R 

fonctionnels dans les souris P2X7KO Pfizer® exacerbe l’auto-immunité 326. L’ensemble de ces études 

suggèrent que l’absence de P2X7R des cellules de l’immunité innée protègerait de l’auto-immunité et son 

absence de l’ensemble du système immunitaire, notamment les cellules de l’immunité adaptative, 

amplifierait l’auto-immunité. 

 

.V.4 QQuelques loci de susceptibilité liés au lupus 

Le Lupus est une maladie auto-immune chronique multifactorielle causée par des facteurs 

génétiques, environnementaux et hormonaux. Il s’agit d’une maladie systémique d’étiologie 

essentiellement inconnue. Une rupture de la tolérance au soi est certainement à l’origine de la production 

d’auto-anticorps de haute affinité pour les constituants nucléaires, d’inflammations chroniques et de 

destruction d’organes. Le développement de la pathologie fait intervenir aussi bien les lymphocytes T et B 

que les cellules de l’immunité innée 1. Une meilleure connaissance des facteurs génétiques, 

environnementaux et cellulaires est nécessaire pour une meilleure compréhension de l’étiologie de la 

maladie et aussi le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques qui, actuellement, se limitent 

essentiellement à l’administration d’anti-inflammatoires et d’immunosuppresseurs non spécifiques. On 

dénombre, à ce jour, plus de 60 loci de susceptibilité au lupus (Figure 29) dont certains sont décrits ci-

dessous.  

 

.V.4.a Dérégulations des mécanismes responsables du contrôle de la mort cellulaire 

Comme mentionné précédemment, des défauts dans les voies de signalisation contrôlant 

l’apoptose par les voies intrinsèque Bim (paragraphe .III.1, page 44) ou extrinsèque Fas/FasL (paragraphe 

.III.2, page 46) entraînent des accumulations massives de lymphocytes T accompagnées de syndromes auto-

immuns (Tableau 4). La protéine pro-apoptotique Bim est impliquée dans la mort cellulaire lors du 

développement thymique et dans l’homéostasie des lymphocytes T périphériques. La déficience en Bim 

induit l’accumulation en périphérie de lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés et une rupture de tolérance au 

soi par défaut d’élimination des lymphocytes T auto-réactifs au niveau thymique et des lymphocytes T 

activés en périphérie en fin de réponse immunitaire 17,209,210,339. Ces effets sont amplifiés si la déficience en 

Bim est associée à celle d’autres membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Puma (paragraphe 

.III.1, page 44) 211. 
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Les défauts génétiques associés à la voie Fas/FasL sont les principales causes de développement 

du syndrome ALPS (paragraphe .V.1, page 62; paragraphe .III.2, page 46). La déficience en récepteur Fas, 

ou son ligand FasL, induit des syndromes auto-immuns sévères accompagnés d’infiltrations et de 

destructions tissulaires chez les patients atteints d’ALPS et les souris mutées dans les gènes fas (lpr) ou fasL 

(gld) 231,310 (Tableau 4). Les patients ALPS et les souris lpr ou gld présentent une accumulation massive de 

lymphocytes T pathogéniques TCR αβ+CD4−CD8−B220+ dans les organes lymphoïdes secondaires 

(paragraphe .V.2, page 63). L’effet de ces mutations est exacerbé si elles sont associées à d’autres mutations 

en récepteurs de mort cellulaire. Ainsi, les souris déficientes simultanément en récepteur de mort TRAIL 

(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) et en ligand FasL 340 ou son récepteur Fas 195 présentent des 

syndromes auto-immuns et des lymphoaccumulations plus importantes que les souris mutées dans un seul 

gène ce qui démontre la contribution de la voie extrinsèque TRAIL dans l’homéostasie des lymphocytes T 

(Tableau 4). Comme chez les souris lupiques, 50 % des patients atteints de LED présentent des adénopathies 

et 10 à 46 % présentent des splénomégalies qui se manifestent principalement durant les phases 

d’exacerbations 341,342. 

 

FFigure 229  :: Loci de susceptibilité  aauu LED chez l’Homme  
Adapté d’après Moulton et al. 2017. 11 
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..V.4.b Phagocytose et élimination des corps apoptotiques 

Comme mentionné dans le paragraphe .III.3 (page : 49), un défaut d’élimination des corps 

apoptotiques peut être un élément déclencheur d’auto-immunité en rompant la tolérance à certains 

antigènes du soi. 

 

.V.4.c Dérégulation de l’autophagie 

L’importance de l’autophagie dans l’homéostasie lymphocytaire a amené plusieurs équipes à 

rechercher si une dérégulation de ce processus peut entraîner des dysfonctionnements de l’immunité. Dans 

la sclérose en plaques (SEP), il a été décrit dans les lymphocytes T infiltrant les lésions tissulaires une forte 

augmentation de l’expression de la protéine ATG5 impliquée dans l’élongation de l’autophagosome 343,344. 

Dans le LED, un polymorphisme génétique dans la région du gène ATG5 a été associé au développement de 

la pathologie 345. De plus, l’autophagie est dérégulée dans les lymphocytes T des patients atteints de LED et 

des modèles murins de lupus dont celui de la souris MRL/lpr 346-349. La nature de cette dérégulation est 

complexe et pas encore complètement définie car elle varie avec le type cellulaire et son état d’activation, 

le contexte inflammatoire notamment cytokinique et le modèle expérimental utilisé. Il est cependant 

intéressant de noter que l’immunossuppresseur rapamycine (en essai clinique dans le LED) et 

l’hydroxychloroquine (utilisé en traitement de fond dans le LED) agissent sur l’autophagie 350,351. 

 

.V.4.d Défauts de régulation et de tolérance 

.V.4.d.1 Facteur de transcription Foxp3 

Les lymphocytes Treg Foxp3+ jouent un rôle central dans la régulation de la réponse immunitaire 

et l’homéostasie des lymphocytes T (paragraphe .II.3.a., page 37). La mutation récessive liée à l’X scurfy du 

gène codant le facteur de transcription Foxp3 induit un syndrome auto-immun très sévère et rapidement 

létal pour les souris 352 (Tableau 4). Les souris scurfy présentent des lésions cutanées, une inflammation des 

glandes lacrymales, une splénomégalie et des adénopathies et meurent vers l’âge de 3 semaines. Cette 

mutation est à l’origine de l’identification du gène codant le facteur transcription Foxp3 et de la découverte 

de son rôle dans l’inhibition et la régulation des réponses immunitaires 353.  

 

.V.4.d.2 Molécule de coinhibition CTLA-4  

Le rôle de la molécule de coinhibition CTLA-4 (CD152) est essentiel dans la régulation des réponses 

immunitaires par les lymphocytes Treg et l’arrêt de l’expansion clonale des lymphocytes T conventionnels 



70 

activés (Figure 30, paragraphe .II.2.b , page 27). Un renouvellement continu du pool de molécules CTLA-4 

est observée à la surface des lymphocytes Tconv activés et Treg 354. Chez la souris, la déficience en CTLA-4 

cause un syndrome lymphoprolifératif et auto-immun sévère avec des infiltrations lymphocytaires et des 

destructions tissulaires semblables aux souris déficientes en Foxp3 355,356 (Tableau 4). Chez l’Homme, des 

délétions dans le gène codant CTLA-4, même à l’état hétérozygote, causent des désordres immunitaires 

avec des infiltrations lymphocytaires appelés syndrome CHAI (CTLA-4 Haploinsufficiency with Autoimmune 

Infiltration) 357. Des mutations à l’état homozygote du gène codant pour la protéine LRBA 

(Lipopolysaccharide-Responsive vesicle trafficking, Beach- and Anchor-containing), impliqué dans 

l’adressage de CTLA-4 à la membrane, conduit aux mêmes désordres auto-immuns que ceux du syndrome 

CHAI 358 (Figure 30). L’accumulation de lymphocytes T chez les souris déficientes en CTLA-4 concerne aussi 

bien les sous-populations CD4+ que CD8+ mais à la différence des mutation lpr et gld ces cellules 

n’acquièrent pas un phénotype DN 355. 

 

.V.4.d.3 Facteurs de transcription AIRE et Fezf2  

Le facteur de transcription AIRE exprimé spécifiquement par les TEC est essentiel pour 

l’établissement de la tolérance centrale par son implication dans la présentation antigénique des peptides 

du soi lors de la sélection négative dans le thymus (paragraphe .I.2.b, page 17). La déficience en AIRE induit 

un syndrome auto-immun sévère (APECED : Autoimmune PolyEndocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal 

Dystrophy ou polyendocrinopathie auto-immune de type 1) avec destructions tissulaires touchant 

principalement les gonades, les glandes salivaires et lacrymales, le pancréas, les glandes surrénales, 

thyroïdes et parathyroïdes 43 (Tableau 4). Le syndrome APECED est une maladie rare, plus fréquente dans 

FFigure 330:: Rôle du récepteur CLTA--44 dans la régulation négative de l’activation des lymphocytes T   

Les molécules CTLA-4 sont des inhibiteurs compétitifs des molécules de costimulation CD28 (partie gauche de la 
figure). En cas de défaut d’expression en molécules CTLA-4, les molécules CD28 continuent de délivrer leur signal 
coactivateur des lymphocytes T (Partie droite de la figure).  354 
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certaines populations en raison d’un taux de consanguinité élevé. La prévalence dans le nord-ouest de la 

France a été évaluée à 1/500 000 (Orphanet). Plus récemment, il a été montré que le syndrome APECED 

peut également se développer en absence du facteur de transcription Fezf2 (Fez family zinc finger 2) 

impliqué dans la maturation des mTEC 374,375 (Tableau 4). 

 

..V.4.e NETose et lupus 

La NETose est un mécanisme de mort cellulaire, spécifique des neutrophiles, activé par les TLR, 

les récepteurs à Fc, les autoanticorps ou encore les cytokines IL-8, TNF-α et IFN de type I et II. La mort par 

NETose induit la libération par les neutrophiles de leur chromatine décondensée ce qui piège et tue les 

bactéries extracellulaires du foyer inflammatoire 359. La NETose est le résultat de la rupture des différentes 

membranes cellulaires dont l’enveloppe nucléaire, les membranes des lysosomes et la membrane 

plasmique. Les NET (Neutrophil Extracellular Traps) sont composés d’ADN, d’Histones et des protéines des 

neutrophiles. La mort par NETose est activée suite à la libération, dans le cytosol, du Ca2+ du RE ce qui active 

la PKC qui à son tour stimule la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (NO). Chez 

les patients atteints de LED, en plus des auto-anticorps anti-ADNdb, les patients développent des 

auto-anticorps spécifiques des protéines lysosomales des neutrophiles dont la Myélopéroxidase et la 

Proteinase-3 360-362. L’élimination rapide des NET est nécessaire pour éviter une rupture de tolérance aux 

constituants cellulaires des neutrophiles et le développement de maladie auto-immunes de type lupique 362. 

Leur dégradation est assurée par la DNase I plasmatique dont la présence et/ou l’activité sont réduites chez 

les patients atteint de LED ainsi que dans les modèles murins comme celui des souris F1 (NZB x NZW) 232,363 

(Tableau 4). Des processus très similaires à la NETose, et appelés ETose (ET, Extracelular Traps), sont 

retrouvés dans les mastocytes et les éosinophiles. 

 

.V.4.f Autoanticorps et lupus 

La présence d’autoanticorps de haute affinité contre les constituants nucléaires est une caractéristique du 

lupus. Il s’agit notamment d’anticorps anti-ADNdb et anti-protéines ribonucléaires (anti-Su, anti-Sm, and 

anti-U1RNP). On retrouve également le facteur rhumatoïde qui est constitué principalement d’IgM (mais 

pas uniquement) dirigé contre les parties Fc des IgG 364. Les anticorps antinucléaires sont détectables 

plusieurs années avant l’apparition des premiers symptômes cliniques. Leur spécificité et leur titre 

augmentent progressivement au cours du temps culminant avec l’apparition des premiers symptômes 

cliniques. Pour l’essentiel, ces autoanticorps induisent des lésions tissulaires par le biais de la formation de 

complexes immuns et le recrutement du complément en particulier dans la glomérulonéphrite lupique. 
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Cependant, des modèles murins ont montré que la glomérulonéphrite lupique pouvait se développer en 

absence d’autoanticorps antinucléaires 365. Il est important de noter que la majorité des antigènes contre 

lesquels les patients lupiques développent des autoanticorps sont regroupés spatialement dans les corps 

apoptotiques 366 renforçant l’hypothèse que les défauts des voies d’apoptose sont un facteur déclenchant 

du lupus. De plus, certains patients lupiques possèdent des auto-anticorps anti-SRA (scavenger receptor A) 

capables d’inhiber la phagocytose des corps apoptotiques 367. Enfin, les modèles de souris comme la 

MRL/lpr sont caractérisés par des taux élevés de la cytokine BAFF (B cell Activating Factor) impliquée dans 

le développement, l’activation et la survie des lymphocytes B et dont les taux sont corrélés avec le 

développement d’une glomérulonéphrite 368. La tyrosine kinase de Bruton (Btk, Bruton's tyrosine kinase) 

joue un rôle important dans la transduction du signal du BCR (B Cell Receptor), des récepteurs à Fc, et des 

TLR. Dans le lupus, elle amplifie l’activation, la différenciation en plasmocytes et la commutation de classes 

des lymphocytes B auto-réactifs. D’ailleurs, son inhibition réduit efficacement les taux d’autoanticorps, 

l’activation des lymphocytes B et les atteintes rénales dans différentes lignées de souris lupiques dont les 

MRL/lpr et les F1 (NZB x NZW) 370. D’après ces études, on peut conclure que la kinase Btk est essentielle 

pour le maintien de la tolérance des lymphocytes B. Les souris lupiques et les patients atteints de LED 

présentent une proportion élevée de lymphocytes Tfh qui corrèle avec la sévérité de la maladie 369. De ce 

fait, des thérapies visant à moduler le nombre de lymphocytes Tfh ont été proposées en ciblant 

principalement l’IL-21 et les molécules de costimulation ICOS et OX40 nécessaires pour leur 

développement 370. Chez les souris lupiques B6.Sle1.Yaa (Y-linked Autoimmune Accelerating), les 

traitements par des anticorps anti-IL-21 ou anti-IL-21R-soluble réduisent la taille des centres germinatifs, 

lieux d’hypermutation somatique et de la commutation isotypique des lymphocytes B, le nombre de 

plasmocytes ainsi que la production d’autoanticorps de type IgG2c confirmant l’implication des 

lymphocytes Tfh dans le développement du lupus 371. Les traitements avec des anticorps anti-ICOS ont 

donné des résultats similaires chez les souris lupiques F1 (NZB x NZW) 372. Il a été également montré que la 

déficience en ICOS, spécifiquement dans les cellules de la lignées myéloïde CD11c+, atténue les 

glomérulonéphrites et les inflammations pulmonaires chez les souris MRL/lpr 370,373. Dans le modèle de 

souris lupique B6.Sle.Yaa, le gène codant TLR7 est dupliqué suite à une translocation entre les chromosomes 

X et Y. Le récepteur TLR7 est impliqué dans reconnaissance de l’ARN viral simple brin. Sa duplication entraine 

entraine une activation des lymphocytes B auto-réactifs en leurs fournissant de façon non spécifique un 

deuxième signal d’activation 364,376 (Tableau 4). 
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..V.4.g Cytokines et lupus  

Les cytokines jouent un rôle important dans l’apparition et le développement des maladies 

auto-immunes et leurs taux sont corrélés avec la sévérité de la maladie. 

.V.4.g.1 Interférons de type I et de type II 

Les patients atteints de syndromes auto-immuns présentent des taux élevés en IFN de type I 

et/ou II 377,379. Des taux sériques particulièrement importants IFN-α sont retrouvés chez les patients lupiques 

en corrélation avec la sévérité des glomérulonéphrites et des taux d’auto-anticorps anti-ADNdb 378. L’IFN-α 

est produit principalement par les pDC suite à leur activation par les complexes immuns caractéristiques du 

LED 379. L’IFN-α participe à la maturation des DC myéloïdes, la production et/ou la sécrétion des cytokines 

de type Th1 (IFN-γ), de BAFF et d’IL-10 ainsi que la commutation de classes des auto-anticorps 379,380. De 

plus, l’injection d’IFN-γ exacerbe le syndrome auto-immun des souris F1 (NZB x NZW) 384 et la déficience en 

IFN-γ ou son récepteurs atténue la maladie 385,386. Les souris lupiques NZW déficientes pour les récepteurs 

aux IFN-α/β présentent des atteintes rénales et une mortalité moins importante 381. À l’inverse, la 

surexpression d’IFN-α accélère le développement de la maladie dans les souris F1 (NZB x NZW) 382. 

Cependant, les souris MRL/lpr déficientes pour les IFN de type I présentent une lymphoprolifération et une 

production d’auto-anticorps accrues démontrant la complexité du rôle des cytokines dans le 

développement du lupus 383. 

 

.V.4.g.2 Cytokines proinflammatoires 

Les cytokines proinflammatoires IL-1β et IL-18 sont présentes à des taux élevés dans les sérums 

des patients atteints de LED et leurs taux sont corrélés avec la sévérité de la maladie. Elles sont 

principalement sécrétées par les kératinocytes et les macrophages des sites inflammatoires et sont 

responsables du recrutement des cellules immunitaires vers ces sites. Elles stimulent également la 

production des cytokines inflammatoires TNF-α et d’FN-γ 389. L’IL-12 est une cytokine proinflammatoire 

impliquée dans la différenciation et la survie des lymphocytes Th1 et des CTL (paragraphe .II.2.c.1.1 et 

.II.2.c.3 ; pages 29 et 32). Chez les souris MRL/lpr, son taux sérique est élevé et corrélé avec les atteintes 

rénales 379. Des résultats similaires ont été observé chez les patients atteins de LED 389,391. De plus, il a été 

montré une corrélation entre des taux élevés de la sous-unité p40 de l’IL-12 et la sévérité de la 

pathologie 392. L’IL-17 est une cytokine proinflammatoire produite par les lymphocytes Th17 sous six 

isoformes différentes : IL-17A à F. Elle est fortement exprimée au niveau des lésions cutanées et son taux 

sérique est élevé chez les patients atteints de LED 389. Ces taux sont corrélés avec la sévérité de la maladie, 
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les taux d’autoanticorps ainsi que ceux de cytokines proinflammatoires et de certaines chimiokines comme 

la CXCL10 impliquée dans le recrutement des CTL dans les tissus enflammés 393. Chez les souris B6/lpr, la 

réduction des taux sériques d’IL-17 suite à une déficience en récepteurs à l’IL-23, qui est impliqué dans le 

développement des lymphocytes Th17 (paragraphe .II.2.c.2, page 30), entraine une réduction de la 

proportion des lymphocytes T pathogéniques DN B220+ et de la sévérité des glomérulonéphrites 393,394. 

 

.V.4.g.3 Cytokines immuno-régulatrices 

Un faible taux d’IL-2 sérique est observé chez les patients et les souris lupiques. Ce déficit serait 

responsable d’une diminution du nombre de lymphocytes Treg dont le rôle est essentiel dans le contrôle 

de l’auto-immunité 1. Des essais cliniques de phase II sont actuellement en cours pour déterminer si les 

injections d’IL-2 à faibles doses ne permettraient pas d’augmenter le nombre de lymphocytes Treg et par 

voies de conséquence de traiter le LED. De plus, il a été montré que les patients atteints de LED présentent 

des taux sériques élevés en récepteurs solubles de haute affinité à IL-2 (IL-2Rα) qui corrèlent avec la 

glomérulonéphrite à complexes immuns et le taux d’auto-anticorps anti-ADNdb 379 ce qui expliquerait, en 

partie, le déficit en IL-2 observé sachant que des dérégulations d’expression et d’activation de facteurs de 

transcription CREB et CREM ont été rapportés 390. L’IL-10 est une cytokine produite par les lymphocytes T 

CD4+, les lymphocytes B et les macrophages 387. L’IL-10 est généralement considérée comme une cytokine 

anti-inflammatoire par sa capacité à inhiber les fonctions des lymphocytes Th1, des macrophages et des DC 

inflammatoires. Cependant, elle stimule également l’activité et la prolifération des lymphocytes B. Son taux 

d’expression est extrêmement élevé chez les patients atteints de LED et leurs modèles animaux 388. Les taux 

en IL-10 sont corrélés avec ceux des auto-anticorps anti-ADNdb 389. Les taux d’IL-6 sériques sont également 

considérés comme un biomarqueur de la LED. Elle est sécrétée principalement pars les macrophages et les 

lymphocytes B activés et participent à la maturation des lymphocytes B et la différenciation des CTL et des 

lymphocytes Th17 389. 
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TTableau 4 : Principales molécules de l’homéostasie des lymphocytes T et de la réponse immunitaire impliquées dans le 
développement de syndromes auto-immuns 
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 OObjectifs 

Notre équipe étudie l’étiologie des pathologies auto-immunes et inflammatoires dans le modèle 

des souris MRL/lpr. Les pathologies sévères développées par ces souris sont dues à l’accumulation en 

périphérie de lymphocytes T DN B220+ exprimant un récepteur d’apoptose Fas inactif (mutation lpr). De 

façon inattendue, nous avons montré que ces lymphocytes T ont une déficience dans l’expression 

membranaire du récepteur purinergique P2X7 impliqué dans la maturation des cytokines inflammatoires 

pro-IL-1β et pro-IL-18 330 et le clivage protéolytique de la molécule de homing CD62L 274. D’autre part, il a 

été montré que p2rx7 est un locus de susceptibilité au lupus 331. Nos résultats nous ont amené à postuler 

que P2X7R jouerait, en synergie avec Fas, un rôle clef dans l’homéostasie des lymphocytes T et par voie de 

conséquence le développement du lupus. Pour vérifier notre hypothèse nous avons produit, dans le fond 

génétique B6, des souris inactivées pour les deux récepteurs, Fas et P2X7 (B6/lpr-P2X7KO). Nous avons 

recherché chez les souris B6/lpr-P2X7KO la présence des paramètres biologiques (cytokines, auto-anticorps, 

populations cellulaires) et cliniques (adénopathies, inflammations, lésions tissulaires) caractéristiques des 

souris MRL/lpr. En parallèle, nous avons tenté d’identifier les mécanismes responsables de l’accumulation 

des lymphocytes T pathogéniques DN B220+ et de mieux préciser leur origine lymphocytaire CD4 et/ou CD8 

ainsi que leur stade d’activation et de différenciation. L’impact sur le réseau cytokinique de l’absence 

d’expression de Fas et/ou P2X7R a également été déterminé dans les fonds génétiques MRL et B6. De plus, 

nous avons caractérisé le transcriptome (RNAseq et RT-QPCR) des rates de souris B6/lpr-P2X7KO en 

comparaison avec celui des souris B6, B6/lpr, B6-P2X7KO et MRL/lpr avant et après développement de la 

pathologie. L’impact de l’inactivation de Fas, de P2X7R ou des deux récepteurs sur les capacités des souris 

à monter une réponse immunitaire efficace contre un antigène a été évalué en immunisant les différentes 

lignées de souris par des adénovirus recombinants codant pour l’ovalbumine. 

La perte d’expression membranaire de P2X7R par les lymphocytes T préapoptotiques B220+ des 

souris auto-immunes MRL/lpr mais aussi des souris normales B6, nous a conduit à étudier l’expression 

membranaire et les activités cellulaires induites par P2X7R en fonction du stade d’activation et de 

différenciation des lymphocytes T CD4+, conventionnels ou régulateurs Foxp3+, et des lymphocytes T CD8+. 

Un autre de nos objectifs a été d’identifier l’impact de la voie de signalisation ATP/P2X7R sur l’apoptose 

dépendante du récepteur Fas et la régulation de son expression et activation dans les lymphocytes T issus 

de souris B6 et B6-P2X7KO à leurs différents stades d’activation et de différenciation. Du fait de la difficulté 

de conduire des études mécanistiques in vivo et ex vivo nous avons sélectionné des lignées lymphocytaires 
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T humaines et murines pour leur capacité à exprimer le P2X7R et à présenter ou non les fonctions cellulaires 

induites par l’ATP. La nature de l’isoforme (a et k) de P2X7R exprimé par ces lignées a été déterminée au 

niveau protéique et nucléotidique. 
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..I Variations in cellular responses of mouse T cells to ATP stimulation do not 

depend on P2X7 receptor expression levels but on their activation and 

differentiation stage 

 

Hanaa Safya, AAmine Mellouk, Julie Legrand, Sylvain M. Le Gall, Mohcine Benbijja, Colette 

Kanellopoulos-Langevin, Jean M. Kanellopoulos et Pierre Bobé. 

Frontiers in Immunology, 2018 

.I.1 Résumé 

Dans ce travail nous démontrons que, chez la souris, l’intensité des activités cellulaires induites 

par la stimulation du P2X7R par l’ATP varie avec le stade d’activation des lymphocytes T CD4+ et cela 

indépendamment de son taux d’expression membranaire. En effet, les lymphocytes T CD4+ naïfs 

CD44lowCD45RBhigh expriment peu de P2X7R à leur surface et présentent des taux faibles d’externalisation 

de PS et de formation des pores non sélectifs mais clivent efficacement CD62L en réponse à l’ATP 

extracellulaire. Par ailleurs, les lymphocytes T CD4+ effecteurs/mémoires CD44highCD45RBlow et Treg Foxp3+ 

expriment des taux élevés de P2X7R et présentent des taux élevés d’externalisation des PS, de formation 

des pores et de clivage de CD62L en réponse à l’ATP. Enfin, les lymphocytes T CD4+ naïfs CD44lowCD45RBhigh 

et effecteurs/mémoires CD44highCD45RBlow, récemment activés CD69+, présentent des taux plus élevés en 

P2X7R à la membrane mais sont déficients pour le clivage de CD62L en réponse à l’ATP. Les activités 

cellulaires induites par P2X7R ne suivent donc pas, à l’inverse de ce qui est généralement considéré, une loi 

du tout ou rien notamment dans le cas du clivage de CD62L par les métalloprotéases. Cette disparité 

fonctionnelle entre les sous-populations de lymphocytes T n’est pas due à des différences de taux 

d’expression des ectonucléotidases CD39 et CD73 à la surface des lymphocytes T qui sont des régulateurs 

importants de l’activation du P2X7R.  
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Variations in Cellular Responses  
of Mouse T Cells to Adenosine-5′-
Triphosphate Stimulation Do Not 
Depend on P2X7 Receptor 
Expression Levels but on Their 
Activation and Differentiation Stage

Hanaa Safya1, Amine Mellouk1, Julie Legrand2, Sylvain M. Le Gall2,3, Mohcine Benbijja2,4, 
Colette Kanellopoulos-Langevin5, Jean M. Kanellopoulos6 and Pierre Bobé1,2*

1 UMR1174, INSERM, Université Paris-Sud, Orsay, France, 2 Institut André Lwoff, CNRS, Université Paris-Sud, Villejuif, 

France, 3 UMR 970, INSERM, Université Paris Descartes, Paris, France, 4 UMR 1012, INSERM, Université Paris-Sud, Le 

Kremlin Bicêtre, France, 5 UMR 1149, INSERM, Université Paris Diderot, Paris, France, 6 UMR 9198, I2BC, CNRS, Université 

Paris-Sud, Orsay, France

A previous report has shown that regulatory T cells (Treg) were markedly more sensi-

tive to adenosine-5′-triphosphate (ATP) than conventional T cells (Tconv). Another one 

has shown that Tregs and CD45RBlow Tconvs, but not CD45RBhigh Tconvs, displayed 

similar high sensitivity to ATP. We have previously reported that CD45RBlow Tconvs 

expressing B220/CD45RABC molecules in a pre-apoptotic stage are resistant to ATP 

stimulation due to the loss of P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression. To gain 

a clearer picture on T-cell sensitivity to ATP, we have quantified four different cellular 

activities triggered by ATP in mouse T  cells at different stages of activation/differen-

tiation, in correlation with levels of P2X7R membrane expression. P2X7R expression 

significantly increases on Tconvs during differentiation from naive CD45RBhighCD44low 

to effector/memory CD45RBlowCD44high stage. Maximum levels of upregulation are 

reached on recently activated CD69+ naive and memory Tconvs. Ectonucleotidases 

CD39 and CD73 expression levels increase in parallel with those of P2X7R. Recently 

activated CD69+ CD45RBhighCD44low Tconvs, although expressing high levels of P2X7R, 

fail to cleave homing receptor CD62L after ATP treatment, but efficiently form pores and 

externalize phosphatidylserine (PS). In contrast, naive CD45RBhighCD44low Tconvs cleave 

CD62L with high efficiency although they express a lower level of P2X7, thus suggesting 

that P2X7R levels are not a limiting factor for signaling ATP-induced cellular responses. 

Contrary to common assumption, P2X7R-mediated cellular activities in mouse Tconvs 

are not triggered in an all-or-none manner, but depend on their stage of activation/differ-

entiation. Compared to CD45RBlow Tconvs, CD45RBlowFoxp3+ Tregs show significantly 

higher levels of P2X7R membrane expression and of sensitivity to ATP as evidenced by 

Abbreviations: ConA, concanavalin A; mAb, monoclonal antibody; P2X7R, P2X7 receptor; PS, phosphatidylserine; Treg, 
regulatory T lymphocyte; Tconv, conventional T lymphocyte.
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their high levels of CD62L shedding, pore formation and PS externalization observed 

after ATP treatment. In summary, the different abilities of ATP-treated Tconvs to form 

pore or cleave CD62L depending on their activation and differentiation state suggests 

that P2X7R signaling varies according to the physiological role of T convs during antigen 

activation in secondary lymphoid organs or trafficking to inflammatory sites.

Keywords: P2X7, CD39, CD73, regulatory T  lymphocyte, CD62L shedding, pore formation, phosphatidyslerine 

exposure, cell death

INTRODUCTION

The P2X7 receptor (P2X7R) belongs to the P2X receptor family 
of adenosine-5′-triphosphate (ATP)-gated cation channels. The 
type of molecular and cellular responses induced by P2X7R 
depends on the length of stimulation by 0.5–1 mM concentra-
tions of ATP in its tetra-anionic form (ATP4−) (1). Since P2X7R 
plays a major role in both innate and adaptive immunity, its 
involvement in the development of inflammatory and autoim-
mune diseases is extensively studied. Moreover, there is an 
increasing interest in the potential of P2X7R antagonists to 
treat a variety of inflammatory conditions (2). However, pro-
tective or detrimental effects of P2X7R on disease onset and/
or development have been observed (3, 4). These seemingly 
contradictory reports emphasize the need for an in-depth inves-
tigation on how the various cellular functions triggered by the 
ATP/P2X7R signaling pathway are regulated in immune cells 
under normal and pathological situations. Brief stimulation of 
P2X7R induces cation-specific ion channels formation (5) and 
phosphatidylserine (PS) exposure in the plasma membrane 
(6). Prolonged activation of P2X7R results in the formation 
of nonselective membrane pores, permeable to molecules 
with a molecular mass up to 900  Da. Continuous activation 
of P2X7R can lead to cell death by apoptosis (7–9) and/or 
necrosis (10, 11), depending on the cell type. In contrast, P2X7R 
may trigger an anti-apoptotic or growth promoting activity  
(12, 13). Numerous physiological functions have been attributed 
to P2X7R; notably, activation of caspase-1 (14, 15), maturation 
and secretion of cytokines such as IL-1β, IL-18, IL-6, and TNF-α 
(3, 14, 16–18), migration of leukocytes (19), and killing of intra-
cellular pathogens in macrophages (20, 21). Moreover, P2X7R 
activation triggers proteolytic cleavage of membrane proteins 
such as the homing receptor L-selectin (CD62L), the low affinity 
receptor for IgE (CD23) (22, 23), TNF-α (24), IL-6 receptor (25), 
and the amyloid precursor protein (26). P2X7R also regulates 
the early signaling events involved in T-cell activation. Upon 
antigen stimulation, T lymphocytes release ATP, which induces 
Ca2+ influx, NF-AT activation, and IL-2 production through 
P2X7R activation (27–30). Moreover, ATP plays a crucial role 
in regulating the differentiation of CD4+ T cells into Th17 cells  
(31, 32). During chronic inflammation, ATP could also facilitate 
the conversion of regulatory CD4+ T cells (Treg) into Th17 cells 
(33). Sensitivity to ATP varies among different T-cell subpopu-
lations. Thus, CD8+ T  cells from the spleen, lymph nodes, or 
liver exhibit low levels of P2X7R membrane expression and 
ATP sensitivity, whereas both are displayed at high levels in 
intestinal CD8+ T cells (34). Concerning CD4 Tregs, although 

significantly higher levels of p2X7 mRNA were found in CD4+ 
Tregs compared to CD4+ conventional T lymphocyte (Tconvs) 
(33), contradictory reports have been published about their sen-
sitivity to P2X7R-induced cell death. In one report, CD25+CD4+ 
Tregs are markedly more sensitive to P2X7R stimulation than 
CD25−CD4+ Tconv (35). In another, the sensitivity of CD4+ 
Tregs to P2X7R stimulation is normal and similar to that of CD4+ 
Tconvs, provided that the latter express, like Tregs, low levels 
of the RB isoform of the transmembrane tyrosine phosphatase 
CD45 (CD45RB) (36). In Tconvs, the sensitivity to ATP-induced 
PS externalization and cell death appears to inversely cor-
relate with the levels of CD45RB membrane expression. Thus, 
CD4+ T  cells expressing low levels of CD45RB (CD45RBlow) 
are significantly more sensitive to ATP stimulation than their 
counterpart expressing high levels of CD45RB (CD45RBhigh) 
(36, 37). However, the levels of P2X7R membrane expression 
were not determined in these studies. Moreover, we have shown 
that effector T lymphocytes become totally resistant to P2X7R 
stimulation following the plasma membrane expression of the 
B220 isoform of CD45 (or CD45RABC) (38) during the process 
of activation-induced cell death (39–41). The resistance of 
B220+ T  lymphocytes to ATP stimulation is due to the loss of 
P2X7R expression at the plasma membrane, as it is retained in 
the cytosol (38).

High and low levels of CD45RB expression on mouse T cells 
are a feature of naive and antigen-activated cells, respectively 
(42). Therefore, one could conclude from previous reports 
(36, 37) that activated T  cells (CD45RBlow) are more sensitive 
to ATP-induced PS externalization and cell death than naive 
T cells (CD45RBhigh). However, we found that recently activated 
naive CD69+CD45RBhighCD44low Tconvs show a significantly 
reduced ability to proteolytically cleave CD62L compared to 
naive CD69−CD45RBhighCD44low T  cells although they express 
higher levels of P2X7R. The reverse situation was observed 
for ATP-induced pore formation, and to a lesser extent for PS 
externalization, which were significantly upregulated in recently 
activated naive compared to naive Tconvs. To our knowledge, 
this is the first report describing a complete dissociation of 
ATP-induced cellular activities during the activation and/
or differentiation of Tconvs, regardless of the levels of P2X7R 
and ectonucleotidases CD39 and CD73 membrane expression. 
Compared to CD45RBlow Tconvs, Foxp3+ Tregs that have an 
activated phenotype (CD45RBlow or CD25+) show higher levels 
of P2X7R membrane expression and of sensitivity to ATP. Thus, 
our present data show that the regulation of T cell sensitivity to 
ATP is far more complex than previously considered, as we found 
that P2X7R-mediated cellular activities in T-cell subsets are not 
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dependent on the levels of P2X7R membrane expression and not 
triggered in an all-or-none manner. They depend on their stage 
of activation/differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Reagents
Adenosine-5′-triphosphate, phorbol myristate acetate (PMA), 
concanavalin A (ConA), EGTA, and KN-62 (1-[N,O-bis(5-
Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine) 
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
YO-PRO-1 and YO-PRO-3 dyes and BAPTA-AM were from Life 
Technologies (Carlsbad, CA, USA). Metalloprotease inhibitor 
GM6001 was from Chemicon International (Temecula, CA, 
USA). ATP solutions were prepared extemporaneously from 
100 mM stock solution (pH 7.4) stored at −20°C. Because divalent 
ions affect the potency of ATP4− to bind P2X7R, the cell medium 
used to activate PX7R contains low concentrations of Mg2+.

Mice
Wild-type C57BL/6J (B6) and P2rx7 knockout B6.129P2-
P2rx7tm1Gab/J (P2X7R KO) (16) mice originally from The 
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) were maintained 
in our animal facilities (CNRS SEAT UPS44, Villejuif, France 
and animalerie NeuroPSI, Orsay, France). B6.Cg-Foxp3tm1Mal/J 
(Foxp3GFP) (43) mice were kindly provided by Dr Géraldine 
Schlecht-Louf (INSERM UMR 996, France). All the experiments 
were conducted in accordance with French (décret n° 2013-118) 
and EU (directive 86/609/EEC) guidelines for the care of labora-
tory animals and approved by our local research ethics committee 
(CEEA 59).

Flow Cytometry Immunophenotyping 

Assays
Spleen cell suspensions were phenotyped by flow cytometry 
using fluorescent-conjugated monoclonal antibody (mAb): anti-
CD90.2/Thy1.2 (clone 30-H12), anti-B220 (clone RA3-6B2), 
anti-CD45RA (Clone 14.8), anti-CD45RB (clone C363.16A), 
anti-CD45RC (C363-16A), anti-CD4 (clone GK1.5), anti-CD69 
(clone H1.2F3), anti-CD44 (clone IM7), anti-CD62L (clone 
MEL-14), anti-CD197/CC-chemokine receptor 7 (CCR7) (clone 
4B12), CD39 (clone 24DMS1), and CD73 (clone TY/11.8) (all 
from eBioscience). P2X7R was detected using a rabbit polyclonal 
anti-P2X7R serum described in Le Gall et al. (38) and fluorescent-
conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies 
(eBioscience). Fluorescent-conjugated rat IgG2a, IgG2b or 
Armenian hamster IgG mAbs were used as the isotype control 
(eBioscience). Use of mAb to mouse Fcγ receptor (eBioscience) 
avoided non-specific antibody binding. Data acquisition was 
performed at the Flow cytometry core facility at I2BC, CNRS 
UMR 9198.

CD62L Shedding, PS Exposure, Pore 

Formation, and Cell Death Assays
Spleen cells suspended in RPMI 1640 medium (Invitrogen, 
France) were treated with ATP or PMA in a humidified 5% CO2 

atmosphere at 37°C for 30 min or 2 h, depending on the assay. 
After washing with RPMI 1640 medium, cells were resuspended 
in FACS buffer (eBioscience) and stained for 30  min on ice 
with phenotype-specific fluorescent mAbs and fluorescent-
conjugated anti-CD62L mAb to assess CD62L shedding. PS 
cell surface exposure was detected on mAb-labeled cells using 
FITC- or PE-Annexin V apoptosis detection kit according to the 
manufacturer’s specifications (eBioscience, France). To quantify 
P2X7R-mediated pore formation, ATP treatment was performed 
in the presence of either the green-fluorescent YO-PRO-1 
(molecular weight 629 Da) or the orange-fluorescent YO-PRO-3 
(molecular weight 655 Da) nucleic acid dyes, depending on the 
fluorochromes used in the phenotyping step. Cell morphology 
(FSC/SSC) and Annexin V staining were used to quantify dead/
dying cells (Annexin V+ FSClow SSChigh) by flow cytometry. In 
some experiments, cells were pretreated with metalloprotease 
inhibitor GM6001, P2X7R antagonist KN-62, intracellular 
calcium chelator BAPTA-AM (10 μM) or extracellular calcium 
chelator EGTA (5 mM) for 30 min at 37°C with 5% CO2 prior 
treatment with ATP or PMA.

Transfection and Flow Cytometry Assays
The COS7 epithelial cell line was transfected transiently with a 
pCDEF3 expression vector containing CD45RABC cDNA (kindly 
provided by Dr A. Weiss, UCSF, San Francisco, CA, USA). At 48 h 
after transfection, the cells were stained with FITC-conjugated 
anti-CD45RA (clone 14.8), PE-conjugated anti-CD45RB (clone 
16A), APC-conjugated anti-CD45RC (clone GL24), and PE 
Cy5.5-conjugated anti-CD45RABC (clone RA3-6B2) mAbs, and 
analyzed by flow cytometry.

Statistical Analysis
Data are reported as mean  ±  SEM. Comparisons between 
untreated and treated groups were made by Student’s t-test. 
Degrees of significance are indicated as follows: *p  ≤  0.05, 
**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001.

RESULTS

ATP-Mediated Cellular Activities and 

P2X7R Membrane Expression in T Cells 

with either High or Low Expression of 

CD45RB
Effector T cells express low levels of the CD45RB (42). Previously, 
we have shown that effector CD45RBlow T cells become resist-
ant to ATP stimulation when they reach a preapoptotic stage 
characterized by the plasma membrane expression of B220 (or 
CD45RABC) (38). Therefore, reports (36, 37) showing that 
CD45RBlow effector T cells are notably more sensitive to BzATP-
mediated PS exposure and cell death than CD45RBhigh naive 
T cells appear contradictory to our previous findings (38). The 
different ligands (ATP vs. BzATP) used to activate P2X7R could 
explain the discrepancy between our data and those of Taylor 
et  al. However, we favor the hypothesis that the anti-CD45RB 
mAb used to gate CD45RBhigh T cells in these reports (36, 37) also 
detect B220+ (or CD45RABC+) T cells because the anti-CD45RB 



FIGURE 1 | Adenosine-5′-triphosphate (ATP)-mediated cellular activities and P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression in T cells with either high or low 

CD45RB phenotype. (A–D) Spleen cells from B6 mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM ATP for 30 min (A–C) or 2 h (D) in the presence or 

absence of YO-PRO-3 fluorescent probe. Cells were subsequently stained with fluorescent monoclonal antibodies (mAbs) against phenotypic markers CD90, B220, 

CD4, CD45RB, and CD62L as well as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, pore formation, phosphatidylserine (PS) exposure, or cell death were 

assessed within the gated CD45RBhigh (hi) or CD45RBlow (lo) CD90+CD4+B220− T-cell subsets by flow cytometry. Cell morphology (FSC/SSC) and Annexin V staining 

were used to quantify dead/dying cells (Annexin V+ FSCloSSChi). Results are expressed as the mean percentage ± SEM of CD62L+ cells (A), YO-PRO-3+ cells (B), 

Annexin V + FSChi SSClo living cells (C) or FSCloSSChi Annexin V+ dead cells (D) in the presence (■) or absence (■) of ATP (left panels). For each cellular activity, the 

results are also expressed [(A–D), right panels] as the ratio ± SEM between the percentages of cells expressing or non expressing cellular activities (A–D) in the 

presence or absence of ATP, respectively. Data are representative of at least six independent experiments with six to nine mice per group per experiment. Asterisks 

denote statistically significant differences between the indicated groups (***p ≤ 0.001). (E) P2X7R membrane expression on CD45RBhi or CD45RBlo 

CD90+CD4+B220− T cells from wild-type and P2X7R KO mice was measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) and fluorescent-conjugated goat 

anti-rabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies. P2X7R-staining histograms of wild-type T-cell subsets (black histograms) are overlaid on P2X7R-staining histograms of 

P2X7R KO T-cell subsets (gray histograms). The histograms are representative of six individual mice.

4

Safya et al. P2X7R Activities in T-Cell Subsets

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org February 2018 | Volume 9 | Article 360

mAb (clone 16A) recognizes an exon B-dependent epitope 
(44). To test our hypothesis, CD45-negative COS7 epithelial 
cells were transfected with a plasmid vector encoding mouse 
CD45RABC (or B220) and stained with fluorescent anti-B220, 
anti-CD45RA, anti-CD45RB and anti-CD45RC mAbs. We 
observed that anti-CD45RB mAb recognized CD45RABC+ 
COS7 cells, but not untransfected COS7 cells (CD45RABC−), 
confirming that anti-CD45RB mAb cannot distinguish between 
CD45RB and CD45RABC isoforms. Likewise, anti-CD45RA 

and anti-CD45RC mAbs recognized CD45RABC+ COS7 cells 
(Figure S1 in Supplementary Material). Therefore, we have 
quantified ATP-mediated CD62L shedding, pore formation, 
PS exposure and cell death in B220-negative T cells with either 
high or low CD45RB cell surface expression (Figure 1). In agree-
ment with previous studies (37), we found CD45RBlow T  cells 
displayed higher sensitivity to ATP-mediated PS externalization 
than CD45RBhigh (Figure  1C). Moreover, CD45RBhigh T  cells 
displayed markedly lower sensitivity to ATP-mediated CD62L 



FIGURE 2 | Adenosine-5′-triphosphate (ATP)-mediated cellular activities and P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression in regulatory T lymphocytes (Tregs) and 

conventional T lymphocytes (Tconvs) with CD25+ and/or CD45RBlo phenotype. (A–D) Spleen cells from Foxp3GFP B6 mice were either left unstimulated or 

stimulated with 500 μM ATP for 30 min (A–C) or 2 h (D) in the presence or absence of YO-PRO-3 fluorescent probe. Cells were subsequently stained with 

fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD45RB, and CD62L as well as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, 

pore formation, phosphatidylserine (PS) exposure, or cell death were assessed by flow cytometry on gated GFP+ (Foxp3+) or GFP− (Foxp3−) CD90+CD4+B220− 

T cells with CD45RBhi, CD45RBlo, CD25+, or CD25− phenotype. Cell morphology (FSC/SSC) and Annexin V staining were used to quantify dead/dying cells (Annexin 

V+ FSCloSSChi). Results on CD62L shedding (A), pore formation (B), PS exposure (C), or cell death (D) are expressed as the ratio ± SEM (six mice per group) 

between the percentage of cells expressing or non expressing cellular activities (A–D) in the presence or absence of ATP, respectively. Data are representative of six 

independent experiments. Asterisks denote statistically significant differences between the indicated groups (***p ≤ 0.001). (E,F) P2X7R membrane expression on 

CD25+ or CD45RBlow Foxp3+ Tregs, and CD45RBhi or CD45RBlo CD90+CD4+B220− Tconvs was measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) and 

fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies. P2X7R-staining histograms of wild-type T cells (black histograms) are overlaid on 

P2X7R-staining histograms of P2X7R KO T cells (gray histograms). The histograms are representative of at least 6 individual mice.
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shedding (Figure 1A), pore formation (Figure 1B) and cell death 
(Figure 1D) than CD45RBlow T cells. Altogether, our data sug-
gest that P2X7R-mediated cellular activities are poorly triggered 
in naive CD45RBhigh T  cells compared to CD45RBlow activated 
T cells.

Membrane P2X7R levels on T cells could be a limiting factor 
for triggering the various cellular responses induced by ATP, and 
reduced levels of P2X7R membrane expression could account 
for the lower sensitivity of CD45RBhigh naive T  cells to ATP. 
Therefore, we quantified P2X7R on CD45RBhigh and CD45RBlow 
T  cells using a rabbit polyclonal anti-P2X7R serum and flow 
cytometry. We found that P2X7R is notably less expressed on 
naive CD45RBhigh T cells than on activated CD45RBlow T cells 
(Figure  1E), suggesting that (1) ATP-mediated CD62L shed-
ding, pore formation, PS externalization and cell death are 
triggered in the presence of high levels of P2X7R membrane 
expression, which are weakly express on the surface of naive 
T  cells; (2) T-cell activation upregulates the expression of 
P2X7R making T cells able to perform all ATP-induced cellular 
activities.

ATP-Mediated Cellular Activities and 

P2X7R Membrane Expression in 

Conventional and Tregs with CD45RBlow  

or CD25+ Phenotype
The CD45RBlowCD4+ T-cell subset encompasses conventional 
and Tregs (45). Different behaviors of Tconvs and Tregs upon ATP 
stimulation have been reported previously (35, 36). While one 
report concluded that Foxp3+CD25+CD4+ Tregs were markedly 
more sensitive to ATP-induced PS exposure and cell death than 
CD25−CD4+ Tconvs (35), another reported a similar susceptibil-
ity to ATP-induced PS exposure and cell death between CD4+ 
Tconvs and Tregs provided, however, that both T-cell subsets 
displayed the CD45RBlow phenotype (36). In an attempt to clarify 
these contradictory results, spleen cells from B6.Cg-Foxp3tm1Mal/J 
(Foxp3GFP) and P2X7R KO mice have been stimulated with 
ATP for 30 min or 2 h, and the levels of CD62L shedding, PS 
exposure, pore formation and cell death have been measured in 
CD4+ Tconvs (either CD25+ or CD45RBlow) and Foxp3+CD4+ 
Tregs, which are mostly CD45RBlow (Figures  2 and 3).  



FIGURE 3 | Adenosine-5′-triphosphate (ATP)-mediated cellular activities in regulatory T lymphocytes (Tregs) and conventional T lymphocytes (Tconvs). Spleen cells 

from Foxp3GFP B6 mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM ATP for 30 min (A–C) or 2 h (D,E) in the presence or absence of YO-PRO-3 

fluorescent probe. Cells were subsequently stained with fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers CD90, CD4, B220, CD45RB, and CD62L as 

well as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding (A), pore formation (B), PS exposure (C), or cell death (D,E) were assessed by flow cytometry on gated GFP+ 

(Foxp3+) or GFP− (Foxp3−) CD90+CD4+B220− T cells with CD45RBhi or CD45RBlo phenotype. Numbers reported in the dot plots indicate the percentages of CD62L+ 

cells (A), YO-PRO-3+ cells (B), Annexin V+ FSChiSSClo living cells (C), or Annexin V+ FSCloSSChi dead/dying cells (D,E) (either CD45RBhi or CD45RBlo) in the gated 

CD90+CD4+B220− T-cell population. Data are representative of six independent experiments with six mice per group per experiment.
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We found that CD25+Foxp3+ Tregs were three to four times 
more sensitive to ATP-mediated CD62L shedding (Figure 2A) 
and pore formation (Figure  2B) than activated CD25+Foxp3− 
Tconvs. However, CD25+Foxp3− Tconvs and CD25+Foxp3+ Tregs 
displayed similar sensitivity to ATP-mediated PS externalization 
(Figure 2C) and cell death (Figure 2D). When ATP sensitivity 
was analyzed in Foxp3+ Tregs and Foxp3− Tconvs expressing a 
CD45RBlow phenotype, we found again a greater sensitivity of 
CD45RBlowFoxp3+ Tregs to ATP-mediated CD62L shedding 
(Figures 2A and 3A) and pore formation (Figures 2B and 3B) 
compared to ATP-treated CD45RBlowFoxp3− Tconvs, but not to 
ATP-mediated PS externalization (Figures 2C and 3C) and cell 
death (Figures 2D and 3D,E) that was similarly high in CD45RBlow 
Tconvs and CD45RBlow Tregs. As expected, CD4+ T cells from 
P2X7R KO mice were totally resistant to ATP-induced cellular 
activities (data not shown). Altogether our results demonstrate a 
higher sensitivity of Tregs to P2X7R-mediated cellular activities 
compared to Tconvs.

The levels of P2X7R membrane expression are significantly 
higher on Foxp3+ Tregs than on Foxp3− Tconvs (Figure 2E), and 
especially on CD45RBhigh naive Tconvs (Figure 2F). Interestingly, 
and in contrast with Foxp3+ Tregs, P2X7R expression on 
CD45RBlow Tconvs is heterogeneous (Figure 2F). This would be 

in keeping with the phenotypic and functional heterogeneity of 
Tconvs and subsequently lead us to analyze the levels of P2X7R 
membrane expression and functions during their differentiation 
from naive to memory state.

ATP-Mediated Cellular Activities and 

P2X7R Membrane Expression in Recently 

Activated Naive and Memory CD69+ T Cells
Figures  1–3 suggest that the cellular activities triggered by 
ATP correlate positively with the levels of P2X7R membrane 
expression. Moreover, these expression levels vary among 
Tconvs according to their state of activation and/or differ-
entiation. Therefore, we have analyzed ATP-induced CD62L 
shedding, pore formation and PS exposure in B220−CD90+ 
Tconvs expressing CD69 (Figure 4), which is the earliest surface 
marker expressed during T-cell activation. The expression of 
CD69 marks the activation of naive and memory T cells. CD69 
is expressed within < 4 h of activation and peak expression is 
between 18 and 48 h after stimulation (46). The percentage of 
T  lymphocytes that express CD69 is usually low in the spleen 
of B6 mice (10.2 ± 2.8%, n = 10 mice). Therefore, B6 mice were 
injected intravenously with 7 μg/g of T-cell mitogen ConA for 



FIGURE 4 | Adenosine-5′-triphosphate (ATP)-mediated cellular activities and P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression in recently activated CD69+ 

conventional T lymphocytes (Tconvs). B6 mice were injected i.v. with 7 μg/g of T-cell mitogen concanavalin A for 18 h. Then, spleen cells were either left 

unstimulated or stimulated with 500 μM ATP or 25 ng/ml phorbol myristate acetate (PMA) for 30 min at 37°C with 5% CO2, in the presence or absence of 

YO-PRO-1 fluorescent probe. Cells were subsequently stained with fluorescent monoclonal antibodies (mAbs) against phenotypic markers CD90, CD4, B220, and 

CD69 as well as fluorescent-conjugated anti-CD62L mAb and Annexin V. CD62L shedding, pore formation, and phosphatidylserine (PS) exposure were assessed by 

flow cytometry on gated CD69+ or CD69− CD90+CD4+B220− Tconvs. Results on CD62L shedding (A), pore formation (B), or PS exposure (C) are expressed as the 

mean percentage ± SEM (n = 6–9 mice per group) of CD62L+, YO-PRO-1+, or Annexin V+ cells, after ATP or PMA stimulation. Data are representative of at least five 

independent experiments. (D) P2X7R membrane expression on CD69+ and CD69− CD90+B220− Tconvs was measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R 

antiserum (1:100) and fluorescent-conjugated goat antirabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies. P2X7R-staining histograms of wild-type T-cell subset (black 

histograms) are overlaid on P2X7R-staining histograms of P2X7R KO T-cell subsets (gray histograms). Bar graph shows mean fluorescence intensity (MFI) ± SEM of 

P2X7R of 6 individual mice. Results are expressed as delta MFI (ΔMFI = MFIwild type − MFI KO), i.e., change in MFI relative to P2X7R KO Tconvs. Asterisks denote 

statistically significant differences between the indicated groups (**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001).
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18 h to massively increase the numbers of splenic CD69+ T cells 
(61 ± 7.5%, n = 14 mice) and their mean fluorescence intensity 
(MFI) (53 vs. 378). In contrast, the ConA treatment had no 
effect in both spleen cell number and the percentage of splenic 
T cells (Figure S2 in Supplementary Material). Unexpectedly, we 
found that CD69+ T cells, but not CD69− T cells, failed to cleave 
their CD62L molecules after ATP treatment, both in terms of 
the percentages of CD62L+ T cells and levels of CD62L mem-
brane expression (Figure 4A, and data not shown). In contrast, 
CD69+ T cells efficiently form pore (Figure 4B) and externalize 
PS (Figure  4C) after ATP treatment. The inability of recently 
activated CD69+ T  cells to shed CD62L molecules was not 
related to defective proteolytic activity of ADAM-17 since both 
CD69− and CD69+ T cells can shed CD62L after PMA treatment 
(Figure  4A). The expression of CD69 coincides with a strong 
upregulation of P2X7R membrane expression (Figure  4D) 
that is mainly observed on effector/memory CD45RBlow T cells 
(Figure 5).

In summary, recently activated CD69+CD45RBlow T  cells, 
although expressing high levels of P2X7R, appeared mostly 
resistant to ATP-induced CD62L cleavage, indicating that 
P2X7R-mediated cellular activities are not triggered in an all-
or-none manner in Tconvs and vary according to their stage of 
activation.

ATP-Mediated Cellular Activities and 

P2X7R Membrane Expression in Effector/

Memory CD45RBlowCD44high T Cells
The CD69+CD45RBlow T-cell subset is heterogeneous and encom-
passes recently activated naive and memory T cells. Therefore, the 
membrane expression levels of adhesion molecule CD44, CCR7, 
CD45RB, CD69, and P2X7R has been used to further explore 
the sensitivity of naive, recently activated, effector and central 
memory T cells to ATP in conjunction with the levels of P2X7R 
membrane expression. CD4+ T  cells (either CD69− or CD69+) 
with high or low expression levels of CD45RB and CD44 naive and 
effector/memory markers have been identified and gated using a 
sequential gating strategy (Figure S3 in Supplementary Material). 
The differentiation of naive CD45RBhighCD44low T cells into effec-
tor/memory CD45RBlowCD44high T cells is accompanied by a sig-
nificant increase in P2X7R membrane expression (Figure 6A). A 
further significant upregulation of P2X7R membrane expression 
was observed on both naive CD45RBhighCD44low and memory 
CD45RBlowCD44high T-cell subsets following the expression of 
the early activation marker CD69 (Figure 6A). Interestingly, the 
sensitivity to ATP of naive CD45RBhighCD44low, effector memory 
CD45RBlowCD44high (either CCR7− or CCR7+) and recently acti-
vated CD69+ (either naive or memory) T  cells was not strictly 



FIGURE 5 | Variation in P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression levels on conventional T lymphocytes (Tconvs) during differentiation from naive to effector/

memory stage. P2X7R membrane expression on CD69−CD45RBhi naive, CD69+CD45RBhi recently activated naive, CD45RBlo effector/memory or CD69+CD45RBlo 

recently activated memory CD90+CD4+B220− Tconvs from wild-type and P2X7R KO mice were measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) and 

fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies. In contrast with Figure 4, mice had not been injected with concanavalin A to maintain a 

high frequency of naive and memory resting T cells. P2X7R-staining histograms of wild-type T-cell subsets (black histograms) are overlaid on P2X7R-staining 

histograms of P2X7R KO T-cell subsets (gray histograms). The histograms are representative of at least 6 individual mice. Asterisks denote statistically significant 

differences between the indicated groups (*p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001).
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correlated with the levels of P2X7R membrane expression espe-
cially for ATP-induced CD62L shedding (Figures 6B–D and data 
not shown). ATP-treated naive CD62LhighCD45RBhighCD44low 
and effector/memory CD62LhighCD45RBlowCD44high T cells shed 
efficiently CD62L (Figure 6B). The ability to shed CD62L signifi-
cantly decreased after the upregulation of activation marker CD69 
particularly in naive CD45RBhighCD44low T cells (Figure 6B). In 
contrast, naive CD45RBhighCD44low T cells had a poor ability to 
form pore and externalize PS after ATP treatment (Figures 6C,D). 
A marked upregulation of the ability to form pore and externalize 
PS was observed on naive CD45RBhighCD44low T cells following 
antigenic-activation (CD69+), which is retained at the effector/
memory stage (Figures 6C,D). Because P2X7 displays a low affin-
ity for ATP, we have evaluated whether the resistance to CD62L 
shedding observed in recently activated naive T cells upon stimu-
lation with 0.5 mM of ATP could be overcome with higher doses 
of ATP. However, recently activated CD69+CD45RBhighCD44low 
T cells did not recover their ability to cleave CD62L after treat-
ment with 1 or 2 mM ATP (data not shown). Finally, we found 

that calcium from the extracellular space and/or the intracellular 
stores was involved in pore formation and PS exposure in Tconvs, 
but not CD62L shedding, since they were significantly reduced 
in the presence of extracellular (EGTA) and/or intracellular 
(BAPTA-AM) calcium chelator (Figure  7A). As expected, pre-
treatment of spleen cells with P2X7R antagonist KN-62 inhibited 
ATP-induced cellular responses (Figure 7A). Likewise, all T-cell 
subsets from P2X7R KO mice were resistant to 0.5–2 mM ATP 
stimulation, as shown by a complete lack of CD62L shedding, 
pore formation and PS exposure (Figure S4B in Supplementary 
Material). As observed in CD69+ T  cells (Figure  4A), ADAM-
17 metalloproteases were not defective in ATP-treated central 
memory CD62LhighCD45RBlowCD44high T cells since PMA treat-
ment was able to induce the cleavage of CD62L. Moreover, the 
shedding of CD62L induced by ATP in naive CD45RBhighCD44low 
T cells or by PMA in effector/memory CD45RBlowCD44high T cells 
could be prevented by the metalloprotease inhibitor GM6001, in 
a similar dose dependent-manner (Figure S4A in Supplementary 
Material), confirming the specificity of CD62L cleavage.



FIGURE 6 | Adenosine-5′-triphosphate (ATP)-mediated cellular activities and P2X7 receptor (P2X7R) membrane expression in naive and memory T cells expressing 

the very early activation marker CD69. (A) P2X7R membrane expression was measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) and fluorescent-

conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)′2 secondary antibodies. CD90+B220− conventional T cells (Tconvs) from wild-type and P2X7R KO mice were separated in 

CD69−CD45RBhiCD44lo naive, CD69+CD45RBhiCD44lo recently activated naive, CD69−CD45RBloCD44hi effector/memory, or CD69+CD45RBloCD44hi recently 

activated memory cell subsets. In contrast with Figure 4, mice had not been injected with concanavalin A to maintain a high frequency of naive and memory resting 

T cells. P2X7R-staining histograms of wild-type T-cell subsets (black histograms) are overlaid on P2X7R-staining histograms of P2X7R KO T-cell subsets (gray 

histograms). Bar graph shows mean fluorescence intensity (MFI) ± SEM of P2X7R of 7 individual mice. Results are expressed as delta MFI (ΔMFI = MFIwild type −  

MFIKO), i.e., change in MFI relative to P2X7R KO Tconvs. (B–D) Spleen cells from B6 mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM ATP for 30 min in 

the presence or absence of YO-PRO-3 fluorescent probe. Cells were subsequently stained with fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers 

CD90, B220, CD69, CD45RB, CD44, and CD62L as well as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, pore formation, or phosphatidylserine (PS) exposure 

were assessed by flow cytometry on gated naive CD45RBhiCD44lo (either CD69+ or CD69−) and effector/memory CD45RBloCD44hi (either CD69+ or CD69−) 

CD90+B220− T cells. The gating strategy presented in Figure S3 in Supplementary Material has been followed. Results on CD62L shedding (B), pore formation (C), 

or PS exposure (D) are expressed as the mean percentage ± SEM of CD62L+, YO-PRO-3+, or Annexin V+ cells after ATP stimulation. Asterisks denote statistically 

significant (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001) differences between ATP-stimulated groups. Data are representative of at least six independent experiments with 7 

mice per group per experiment.
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To summarize, despite high levels of P2X7R membrane 
expression, CD45RBlowCD44high T  cells, especially upon activa-
tion (CD69+), are strongly resistant to ATP-induced CD62L 
cleavage, but not pore formation and PS exposure, demonstrating 
that P2X7R-mediated cellular activities vary during their activa-
tion and differentiation into effector or central memory Tconvs, 
independently of the levels of P2X7R membrane expression.

CD39 and CD73 Membrane Expression on 

Naive, Recently Activated and Effector/

Memory T Cells
Ectoenzymes CD39 and CD73 sequentially degrade extracel-
lular ATP to adenosine. To examine whether the variation of 
P2X7R-mediated cellular responses of Tconvs might be due 
to enhanced hydrolysis of ATP following CD39 and/or CD73 
overexpression, we have analyzed the levels of CD39 and CD73 

membrane expression in Tconvs according to their state of activa-
tion and differentiation. Flow cytometry analyses show that the 
levels of CD39 and CD73 membrane expression increase with 
T-cell differentiation from naive CD45RBhigh CD44low to effector/
memory CD45RBlowCD44high stage (Figure  7B). Interestingly, 
the expression of the early activation marker CD69 by memory 
CD45RBlowCD44high Tconvs is accompanied by a strong upregula-
tion of CD73 (Figure 7B). However, Tconvs strongly expressing 
ectonucleotidases also present higher levels of ATP-induced pore 
formation and PS externalization. Thus, it is likely that these ecto-
nucleotidases do not control P2X7-mediated cellular responses 
in Tconvs.

DISCUSSION

Although the ATP/P2X7R pathway is recognized as an important 
regulator of T cell functions (27–30), the respective sensitivities 



FIGURE 7 | Role of calcium signaling and ectonucleotidases in P2X7 receptor (P2X7R)-dependent cellular responses in T lymphocyte subsets. (A) Spleen cells from 

B6 mice were preincubated with 5 μM P2X7R antagonist KN-62, 500 μM EGTA, 10 μM BAPTA-AM or both, for 30 min at 37°C with 5% CO2. Then, spleen cells 

were either left unstimulated or stimulated with 500 μM adenosine-5′-triphosphate (ATP) for 45 min in the presence or absence of YO-PRO-1 fluorescent probe. 

After washing, cells were resuspended in FACS buffer and stained with fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers CD90, B220, CD69, CD44, 

and CD62L. After 30 min, cells were diluted in annexin-binding buffer and stained with Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, pore formation, or 

phosphatidylserine exposure were assessed within the gated CD69− CD44lo B220−CD90+ T-cell subpopulation by flow cytometry. Bars show the mean 

percentages ± SEM (n = 4–9 mice) of CD62L+ cells, YO-PRO-1+ cells and Annexin V+ cells after ATP stimulation (+) in the presence (+) or the absence (–) of KN-62, 

EGTA or BAPTA-AM. (B) CD39 and CD73 membrane expression was measured by flow cytometry on naive CD45RBhiCD44lo and effector/memory CD45RBloCD44hi 

T cells (either CD69− or CD69+). Mice had not been injected with concanavalin A, and the gating strategy presented in Figure S3 in Supplementary Material has 

been followed. Asterisks show statistically significant (*p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001) differences between ATP-stimulated groups. Data are representative of 

three independent experiments.
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of Tregs and Tconvs to extracellular ATP are discussed and this 
point needs further clarification. In one report Tregs appeared 
to be markedly more sensitive to ATP than Tconvs, whereas in 
another, Tregs and Tconvs displayed similar high sensitivity to 
ATP provided that both T-cell populations expressed low levels 
of membrane phosphatase CD45RB (35, 36). However, given 
the large cellular and functional heterogeneity of the CD45RBlow 
Tconv population, no definitive conclusion can be drawn from 
these previous studies regarding the sensitivity of Tconvs to ATP. 
Thus, we have previously reported that effector CD45RBlow T cells 
become totally resistant to ATP at the preapoptotic stage (38). 
The sensitivity of T  cells to ATP has also been correlated with 
P2X7R mRNA or protein expression levels (29, 33, 47). However, 

these studies were conducted in whole T-cell populations and not 
in T-cell subsets, which could express different levels of P2X7R 
depending on the stage of activation. Several reports reviewed 
in Ref. (48) do not show a strong correlation between mRNA 
expression levels and protein abundance, weakening previous 
conclusions on the relationship between P2X7R mRNA levels 
and ATP-induced cellular functions. Previous studies on the 
quantification of P2X7R protein expression have used Western 
blotting in whole-cell lysates from splenic T cells (29), which does 
not allow to discriminate between cell surface and intracellular 
P2X7R. Indeed, we have reported that P2X7R can accumulate 
in the cytosol of a T-cell subset without cell surface detection of 
P2X7R (38). Therefore, our present study aims to gain a clearer 



TABLE 1 | Summary of P2X7R membrane expression and ATP-mediated cellular activities in Tconvs and Tregs.

Tregsa Tconvsa

CD45RBloFoxp3+ Naive

CD45RBhiCD44lo

Activated naive

CD69+CD45RBhiCD44lo

Effector/Memory

CD69−CD45RBloCD44hi

Activated memory

CD69+CD45RBloCD44hi

CD62L shedding ++++ +++ −/+ +++ +
Pore formation ++++ −/+ +++ +++ +++
PS externalization ++++ ++ +++ +++ +++
Cell deathb ++++ −/+ +++
P2X7R expression ++++ + ++ +++ ++++

aTreated with 0.5 mM ATP.

+: low level; ++: moderate level; +++: high level; ++++: very high level.
bCell death was determined in Figure 1 (panel D) on whole CD45RBlow and CD45RBhigh Tconvs in the absence of CD69 and CD44 phenotyping.
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picture on the sensitivity of the major subsets of T  cells to 
extracellular ATP in relation with the levels of P2X7R membrane 
expression on each subset. Through four different cellular activi-
ties (CD62L shedding, pore formation, PS externalization, cell 
death) triggered following the stimulation of P2X7R, we have 
(1) compared the sensitivity of Tconvs and Foxp3+ Tregs to ATP; 
(2) evaluated the ATP sensitivity of Tconvs at different stages of 
activation and differentiation; (3) quantified P2X7R membrane 
expression on Tconvs at different stage of activation and dif-
ferentiation. In agreement with previous data (36, 37), we found 
that activated CD45RBlow Tconvs displayed significant higher 
sensitivity to ATP-induced PS externalization and cell death than 
naive CD45RBhigh Tconvs. Moreover, we found that activated 
CD45RBlow Tconvs also displayed significant higher sensitivity to 
ATP-induced CD62L shedding and pore formation than naive 
CD45RBhigh Tconvs (Table  1). In contrast with previous report 
(36), we do not find that CD45RBlowFoxp3+ Tregs display higher 
sensitivity to ATP-induced cell death and PS externalization than 
activated CD45RBlowFoxp3− Tconvs (Table  1), but rather show 
significant higher sensitivity to ATP-induced CD62L shedding 
and pore formation. We suggest that the anti-CD45RB mAb 
used to control CD45RB expression levels in Tregs and Tconvs 
(36) could account for the discrepancy between this report and 
our present data. Indeed, we show that this mAb recognizes an 
epitope shared by both CD45RB and B220 molecules, suggest-
ing that Taylor et  al. (36) assessed P2X7R activity in a pool of 
B220+ and CD45RBhigh Tconvs. Moreover, we had reported that 
B220-expressing effector Tconvs were totally refractory to ATP 
stimulation (38). Thus, in our present experiments, P2X7R-
induced cellular activities were analyzed in B220-negative gated 
T cells. The difference in ligands used to activate P2X7R might 
also explain the discrepancy observed between previous stud-
ies (36) and our present data. Indeed, it has been reported that 
BzATP triggers pore formation in lymphocytes with an EC50 
value of about 15 μM compared to 85 μM for ATP. Thus, BzATP 
stimulates P2X7-induced pore formation up to 30% more than 
ATP (49). In all our experiments, splenocytes have been activated 
with the physiological agonist ATP instead of BzATP, to avoid an 
overstimulation of P2X7R-mediated cellular responses that could 
have masked potential differences between T-cell subsets.

Interestingly, we show that P2X7R-mediated cellular activities 
in Tconvs are not triggered in an all-or-none manner and their 
expressions depend on the stage of activation and differentiation. 

Thus, among the activated T-cell subsets, we found that recently 
activated CD69+ T cells showed a significant reduction in their 
ability to shed CD62L in the presence of ATP despite significant 
higher levels of P2X7R expression than CD69− T cells. In contrast, 
CD69+ T cells display significantly higher efficiency to form pore 
and externalize PS than CD69-negative T cells. CD69 expression 
marks the activation of both naive (CD44low) and memory (CD44high) 
T cells. Therefore, using a more detailed phenotypic characteriza-
tion of Tconvs, we have compared the levels of P2X7R membrane 
expression and sensitivity to ATP of naive (CCR7+CD45RBhighCD
44low) and effector/memory (CD45RBlowCD44high either CCR7+ or 
CCR7−), a recently activated (CD69+) (naive or memory) Tconvs. 
Naive CD62LhighCD45RBhighCD44low Tconvs had a notably higher 
ability to shed CD62L in the presence of ATP than lymphoid-
homing central memory CD62LhighCCR7+CD44high T cells, thus 
suggesting that P2X7R does not play a central role in the shedding 
of homing-receptor CD62L at least during secondary immune 
responses. Antigenic stimulation of naive CD45RBhighCD44low 
Tconvs, as evidenced by the upregulation of CD69, leads to both 
decreased ability to shed CD62L and increased ability to form 
pore (Table 1). CD62L regulates the homing of naive and central 
memory T cells to secondary lymphoid organs whereas sphingo-
sine 1-phosphate receptor 1 (S1PR1) controls T cell egress from 
these organs. CD62L is shed from the plasma membrane of T cells 
following activation. The S1RP1 ligand, S1P, is expressed at low 
concentration in lymphoid organs and at high concentration in 
circulatory fluids. The S1P gradient promotes S1PR1-dependent 
migration of T  cells from secondary lymphoid organs into the 
blood and lymphatic circulation. CD69 expressed on recently 
activated T cells causes internalization and degradation of S1PR1, 
delaying T cell egress (50). The shedding of CD62L on activated 
T cells prevents their reentry into lymph nodes, and favors the 
acquisition of T-cell effector functions. It is a slow process that 
reaches its maximum 4–6  h postactivation (51). The reduced 
capacity of recently activated CD69+ naive T cells to shed CD62L 
following autocrine activation of P2X7R could amplify the tran-
sient retention of recently activated T cells in the lymph nodes 
caused by the CD69-mediated inhibition of S1RP1, favoring a full 
differentiation of activated T cells into effector cells. Moreover, 
the higher capacity of recently activated CD69+ naive T cells to 
form pore compared to CD69− naive T cells could participate to 
their full activation by increasing calcium entry through P2X7R 
acting as a costimulatory factor involved in the strength of T cell 
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activation. Although it has been suggested that extracellular 
calcium is not a critical factor in pore formation (52), we found 
that calcium from the extracellular space and/or the intracellular 
stores was involved in pore formation and PS exposure in Tconvs, 
but not CD62L shedding. This finding agrees with our previous 
report showing that P2X7R-induced amyloid precursor protein 
shedding is independent of extracellular calcium (26). Because 
pore formation induces robust extracellular calcium influx (53), 
our data emphasize the role of P2X7R in the regulation of early 
signaling events involved in T-cell activation, as previously 
reported (27, 28, 30).

The expression of P2X7R splice variants (12, 13, 54) could 
account for the dissociation of ATP-induced cell activities 
observed during activation and differentiation of Tconvs. 
However, the analysis of the P2X7a and P2X7k splice variants 
by real time RT-PCR have shown that the Tconvs express the 
P2X7k variant whatever their stage of activation/differentiation 
(unpublished data). Membrane-bound ATPases play an impor-
tant role in the regulation of cell sensitivity to ATP by regulating 
the extracellular concentration of ATP. Thus, ectoenzymes CD39 
and CD73 sequentially hydrolyze ATP into ADP, AMP, and 
adenosine. However, the dissociation in ATP-induced cell activi-
ties that we observed in Tconvs is probably not linked to the levels 
of ATPase membrane expression. Indeed B220+ Tconvs, which 
express low levels of CD39, are totally resistant to ATP stimulation 
(23). Moreover, we show herein that the levels of CD39 and CD73 
membrane expression increase in parallel with those of P2X7R 
and maximum levels of ectonucleotidases upregulation are 
reached on Tconvs displaying the higher levels of ATP-induced 
pore formation and PS externalization. Likewise, although Tregs 
express high levels of membrane ectonucleotidases CD39 and 
CD73 (55), they are highly sensitive to ATP-induced cellular 
functions (Table 1). The ability of Tregs to form high levels of 
P2X7 membrane pore might favor their regulatory functions by 
increasing the amount of ATP molecules released in the pericel-
lular space, and their subsequent hydrolysis to the adenosine 
immunosuppressive molecule by CD39 and CD73 (55).

To summarize, CD45RBlow or CD25+ Foxp3+ Tregs show high 
levels of P2X7R membrane expression and sensitivity to ATP. In 
contrast, P2X7R-mediated cellular activities in CD4+ Tconvs are 
not dependent on the levels of P2X7R membrane expression and 
not triggered in an all-or-none manner, and depend on their stage 
of activation/differentiation. Thus, the P2X7R surface expression 
on CD4+ Tconvs is in the following order: CD45RBhiCD44lo cells 
< CD45RBloCD44lo < CD45RBloCD44hi cells. In each of the three 
subsets, CD69+ recently activated T cells express very significantly 
more P2X7R than their CD69− counterpart. However, the naive 
CD69−CD45RBhiCD44lo T cells bearing the lowest surface P2X7R 
yield the highest CD62L shedding response but give a weak PS 
exposure response and do not have a significant pore formation. 
Recently activated CD69+ naive CD45RBhiCD44lo Tconvs show 
a significant reduction in their ability to proteolytically cleave 
CD62L compared to inexperienced naive CD69− T  cells. The 
reverse situation is observed for ATP-induced pore formation, 
and to a lesser extent for PS externalization, which are significantly 
upregulated in recently activated naive CD69+ Tconvs compared 
to naive CD69−CD45RBhiCD44lo Tconvs. Effector/memory 

CD69−CD45RBloCD44hi T  cells show high levels of P2X7R 
membrane expression and sensitivity to ATP. Recently activated 
CD69+ effector/memory CD45RBloCD44hi T  lymphocytes with 
the highest amounts of surface P2X7R respond strongly to ATP 
by PS exposure and pore formation but yield weaker CD62L 
shedding compared to their CD69− counterpart.

ETHICS STATEMENT

All the experiments were conducted in accordance with French 
(décret no. 2013-118) and EU (directive 86/609/EEC) guidelines 
for the care of laboratory animals and approved by our local 
research ethics committee (CEEA 59).

AUTHOR CONTRIBUTIONS

PB, HS, AM, and JL conceived and designed the experiments. HS, 
AM, JL, SL, and MB performed the experiments. PB, HS, AM, JL, 
SL, and JK analyzed and interpreted the data. PB and HS wrote 
the manuscript with the assistance of all authors. JK and CK-L 
critically reviewed the manuscript.

FUNDING

This work was funded by grants from ANR—Agence Nationale de 
la Recherche (ANR-07-BLAN-0089-02 and ANR-13-ISV6-0003). 
Hanaa Safya was the recipient of a National Council for Scientific 
Research (CNRS) Lebanon fellowship.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found online at 
http://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.00360/
full#supplementary-material.
FIGURE S1 | Anti-CD45RB antibodies do not distinguish CD45RB from 

CD45RABC (B220) isoforms. COS-7 fibroblasts were transfected with a pCDEF3 

expression vector containing CD45RABC (B220) cDNA. 48 h later, transfected 

cells were stained with FITC-conjugated anti-CD45RA, PE-conjugated 

anti-CD45RB, APC-conjugated anti-CD45RC, and PE Cy5.5-conjugated 

anti-CD45RABC or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. (A) R1 and 

R2 gates delineate B220-negative and B220+ COS-7 cells, respectively. (B) 

Expression of CD45RA, CD45RB or CD45RC in COS-7 cells gated on R2. Flow 

cytometry histograms obtained with anti-CD45RA, anti-CD45RB or anti-CD45RC 

monoclonal antibody (—) are overlaid on histograms obtained with isotype 

controls (- - -). At least 20,000 events were analyzed from each sample. Data are 

representative of three independent experiments.

FIGURE S2 | Massive increase of CD69 expression on splenic T cells from 

concanavalin A (ConA)-treated mice. B6 mice were injected i.v. with 7 μg/g of 

T-cell mitogen ConA or phosphate-buffered saline. They were euthanized 18 h 

after injection, spleen cells were counted and stained with fluorescent 

monoclonal antibodies against phenotypic markers CD90, B220, CD4, and 

CD69 or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. At least 20,000 

events were analyzed from each sample. Asterisks indicate statistically significant 

differences between groups (***p ≤ 0.001).

FIGURE S3 | Representative dot plots and histograms showing sequential 

gating for analyses of CD62L expression levels on CD45RBhiCD44lo naive and 

CD45RBloCD44hi effector/memory CD4+ T cells (either CD69− or CD69+). Spleen 

cells from B6 mice were stained with either fluorescent monoclonal antibodies 

against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD45RB, CD44, CD62L, and 

CD69 or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. Mice had not been 
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injected with concanavalin A to maintain a high frequency of naive and memory 

resting T cells. FSC vs. SSC dot plots were used to select single, viable cells and 

exclude debris, dead cells and doublets. CD90 vs. B220 dot plot was used to 

select B220−CD90+ T cells in the FSChi SSClo-gated cell population (Gate 1) and 

exclude B220+CD90+ T cells. The CD90+B220− T cells were then further gated 

by the expression of CD4 (Gate 2). The relative expression of CD45RB and CD44 

was analyzed on the CD4+ T-cell subset to identify CD45RBhiCD44lo naive cells 

(Gate 3) and CD45RBloCD44hi effector/memory cells (Gate 4). Naive and 

memory/effector CD4+ T cells were then identified by the expression of CD69. 

Finally, the percentages of T cells expressing CD62L were gated on CD69− (Gate 

5) and CD69+ (Gate 6) cells. At least 20,000 events were analyzed from each 

sample.

FIGURE S4 | Inhibition of CD62L shedding by metalloprotease inhibitor and 

absence of P2X7R signaling in P2X7KO mice. (A) Spleen cells from B6 mice 

(n = 6 mice/group) were preincubated with 0, 10, 25, 50, 100 μM of 

metalloprotease inhibitor GM6001 for 15 min at 37°C, and then either left 

unstimulated or stimulated with 2 mM adenosine-5′-triphosphate (ATP) for 

30 min at 37°C. Cells were subsequently stained with monoclonal antibody 

(mAb) against CD62L and phenotypic markers. Cell surface expression of CD62L 

was assessed by flow cytometry in the gated CD90+, CD45RBhiCD44lo naive, 

and CD45RBloCD44hi effector/memory CD4+ T cells. Bars represent the 

percentages of initial CD62L surface expression after ATP stimulation in the 

presence or absence of metalloprotease inhibitor. (B) Spleen cells from B6 and 

P2X7KO mice were either left unstimulated or stimulated with 2 mM ATP for 

30 min in the presence or absence of YO-PRO-3 fluorescent probe. Cells were 

subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, 

B220, CD4, CD45RB, CD44, and CD62L as well as Annexin V fluorescent 

probe. CD62L shedding, pore formation or phosphatidylserine exposure were 

assessed within the gated CD45RBhiCD44lo T-cell subset by flow cytometry. Flow 

cytometry histograms display the staining of spleen cells from B6 or P2X7RKO 

mice with anti-CD62L antibody, YO-PRO-3, or Annexin V probe, left unstimulated 

(black line) or following ATP stimulation (gray line). Numbers inside each panel 

correspond to relevant cell percentages in unstimulated/stimulated conditions.
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.I.2 FFigures supplémentaires 

 

Figure S1 : Anti-CD45RB antibodies do not distinguish CD45RB from CD45RABC (B220) isoforms. COS-7 fibroblasts were 
transfected with a pCDEF3 expression vector containing CD45RABC (B220) cDNA. 48 h later, transfected cells were 
stained with FITC-conjugated anti-CD45RA, PE-conjugated anti-CD45RB, APC-conjugated anti-CD45RC, and PE Cy5.5-
conjugated anti-CD45RABC or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. ((A) R1 and R2 gates delineate B220-
negative and B220+ COS-7 cells, respectively. ((B) Expression of CD45RA, CD45RB or CD45RC in COS-7 cells gated on R2. 
Flow cytometry histograms obtained with anti-CD45RA, anti-CD45RB or anti-CD45RC monoclonal antibody (—) are 
overlaid on histograms obtained with isotype controls (- - -). At least 20,000 events were analyzed from each sample. 
Data are representative of three independent experiments. 

 

Figure S2 : Massive increase of CD69 expression on splenic T cells from concanavalin A (ConA)-treated mice. B6 mice 
were injected i.v. with 7 μg/g of T-cell mitogen ConA or phosphate-buffered saline. They were euthanized 18 h after 
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injection, spleen cells were counted and stained with fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers 
CD90, B220, CD4, and CD69 or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. At least 20,000 events were analyzed 
from each sample. Asterisks indicate statistically significant differences between groups (***p ≤ 0.001). 

 

 

FFigure S3 : Representative dot plots and histograms showing sequential gating for analyses of CD62L expression levels 
on CD45RBhiCD44lo naive and CD45RBloCD44hi effector/memory CD4+ T cells (either CD69− or CD69+). Spleen cells from 
B6 mice were stained with either fluorescent monoclonal antibodies against phenotypic markers CD90, B220, CD4, 
CD45RB, CD44, CD62L, and CD69 or isotype controls, and analyzed by flow cytometry. Mice had not been injected with 
concanavalin A to maintain a high frequency of naive and memory resting T cells. FSC vs. SSC dot plots were used to 
select single, viable cells and exclude debris, dead cells and doublets. CD90 vs. B220 dot plot was used to select 
B220−CD90+ T cells in the FSChi SSClo-gated cell population (Gate 1) and exclude B220+CD90+ T cells. The CD90+B220− T 
cells were then further gated by the expression of CD4 (Gate 2). The relative expression of CD45RB and CD44 was 
analyzed on the CD4+ T-cell subset to identify CD45RBhiCD44lo naive cells (Gate 3) and CD45RBloCD44hi effector/memory 
cells (Gate 4). Naive and memory/effector CD4+ T cells were then identified by the expression of CD69. Finally, the 
percentages of T cells expressing CD62L were gated on CD69− (Gate 5) and CD69+ (Gate 6) cells. At least 20,000 events 
were analyzed from each sample. 
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FFigure S4 : Inhibition of CD62L shedding by metalloprotease inhibitor and absence of P2X7R signaling in P2X7KO mice. 
(A) Spleen cells from B6 mice (n = 6 mice/group) were preincubated with 0, 10, 25, 50, 100 μM of metalloprotease 
inhibitor GM6001 for 15 min at 37°C, and then either left unstimulated or stimulated with 2 mM adenosine-5ʹ-
triphosphate (ATP) for 30 min at 37°C. Cells were subsequently stained with monoclonal antibody (mAb) against CD62L 
and phenotypic markers. Cell surface expression of CD62L was assessed by flow cytometry in the gated CD90+, 
CD45RBhiCD44lo naive, and CD45RBloCD44hi effector/memory CD4+ T cells. Bars represent the percentages of initial 
CD62L surface expression after ATP stimulation in the presence or absence of metalloprotease inhibitor. ((B) Spleen cells 
from B6 and P2X7KO mice were either left unstimulated or stimulated with 2 mM ATP for 30 min in the presence or 
absence of YO-PRO-3 fluorescent probe. Cells were subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic 
markers CD90, B220, CD4, CD45RB, CD44, and CD62L as well as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, pore 
formation or phosphatidylserine exposure were assessed within the gated CD45RBhiCD44lo T-cell subset by flow 
cytometry. Flow cytometry histograms display the staining of spleen cells from B6 or P2X7RKO mice with anti-CD62L 
antibody, YO-PRO-3, or Annexin V probe, left unstimulated (black line) or following ATP stimulation (gray line). Numbers 
inside each panel correspond to relevant cell percentages in unstimulated/stimulated conditions. 
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Résumé 

Dans cette étude, nous montrons que la faible activité de la voie P2X7R observée par certains 

auteurs dans les lymphocytes T CD8+ par rapport aux lymphocytes T CD4+ n’est pas due à un défaut 

d’expression du récepteur mais à des différences de phénotypes entre les deux sous-populations CD4+ et 

CD8+ au stade effecteur/mémoire. En effet, les lymphocytes T naïfs CD44lowCD45RBhigh, CD4+ comme CD8+, 

présentent des taux d’expression membranaire et d’activités cellulaires similaires en réponse à l’ATP : 

ouverture du canal cationique, clivage de CD62L, externalisation des PS, formation de pores non sélectifs et 

induction de mort cellulaire. D’autre part, nous avons observé une diminution de la sensibilité des 

lymphocytes T CD8+ à l’ATP au cours du vieillissement des souris parallèlement à une forte augmentation 

du nombre de lymphocytes T effecteurs/mémoires dont le phénotype est différent de celui de la 

sous-population CD4+. En effet, ils sont majoritairement CD44highCD45RBlow dans la sous-population CD4+ et 

CD44highCD45RBhigh dans la sous-population CD8+. Ces deux phénotypes englobent l’ensemble des 

lymphocytes TEM (CD62L+CCR7+) et TCM (CD62L−CCR7−). Les lymphocytes T CD44highCD45RBlow 

(majoritairement CD4+) présentent des taux élevés de P2X7R à leur surface et induisent efficacement les 

fonctions cellulaires dépendantes de l’activation de la voie ATP/P2X7R. En revanche, Les lymphocytes T 

CD44highCD45RBhigh (majoritairement CD8+) présentent des taux plus faibles de P2X7R à leur surface et sont 

complètement réfractaires aux fonctions cellulaires induites par la voie ATP/P2X7R. L’expression des 

ecto-ATPases CD39 et CD73 à la surface des lymphocytes T ne semble pas influer cette sensibilité à l’ATP. 
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Abstract 1 

Mouse splenic CD8 T+ cells seem to express P2X7 receptor (P2X7R) and functions at lower levels 2 

than CD4+ T cells.  We have reported that the sensitivity of CD4+ T cells to ATP does not depend on 3 

P2X7R expression levels but on their activation and differentiation stages.  Therefore, we have 4 

investigated herein a potential relationship between the sensitivity of CD8+ T cells to ATP and their 5 

stages of differentiation.  We found that the CD8+ subpopulation exhibits a drastically reduced 6 

sensitivity to ATP with aging, which parallels the strong increase of a CD8+ subset expressing the 7 

CD44hiCD45RBhi effector/memory phenotype with either high or low levels of CD62L, CCR7 and 8 

CD127 expression.  In contrast, the CD44hiCD45RBhi effector/memory subset is absent or poorly 9 

expressed in the CD4+ T subpopulation regardless of age.  While ATP treatment can trigger channel 10 

and pore formation, CD62L shedding, PS exposure and cell death in the CD44loCD45RBhi naïve CD8+ 11 

subset, it is unable to induce these cellular activities in the CD44hiCD45RBhi effector/memory CD8+ 12 

subset.  Importantly, both CD44loCD45RBhi naïve and CD44hiCD45RBhi effector/memory subsets 13 

express similar low levels of P2X7R, demonstrating that the sensitivity of CD8+ T cells to ATP 14 

depends on the stage of differentiation instead of P2X7R expression levels. 15 

 16 

Key words 17 

TEM lymphocyte; TCM lymphocyte; naïve T lymphocyte; Purinergic signaling 18 
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Introduction 1 

 The differentiation of mature CD4+ T cells from the naïve to memory stage is widely followed 2 

by the differential expression of membrane phosphatase CD45RB (mouse) / CD45RA (human) and 3 

cell adhesion molecules CD62L (L-selectin) and CD44.  Naïve CD4+ T cells express high (hi) levels 4 

of CD62L and CD45RB (CD62L+CD45RBhi) and low (lo) levels of CD44 (CD44lo).  Memory CD4+ T 5 

cells express high levels of CD44 and low levels of CD45RB/RA (1). Moreover, memory CD4+ T 6 

cells expressing high levels of homing receptors CD62L and CCR7 (CD62L+CCR7+CD44hiCD45RBlo) 7 

are termed central memory cells (TCM), while those displaying the CD62L–CCR7–CD44hiCD45RBlo 8 

phenotype are termed effector memory cells (TEM).  Naïve CD8+ T cells express CD45RB, CD62L and 9 

CD44 with a pattern similar to naïve CD4+ T cells (CD62L+CD44loCD45RBhi).  Memory CD8+ T cells 10 

are usually characterized by the CD62L−CCR7–CD44hi phenotype at the TEM stage and the 11 

CD62L+CCR7+CD44hi phenotype at the TCM stage.  Thus, and in contrast with memory CD4+ T cells, 12 

the differential expression of CD45RB/CD45RA and CD44 is rarely used to functionally distinguish 13 

the various subsets of memory CD8+ T cells.  Moreover, the TEM and TCM CD8+ subsets have been 14 

characterized differently on the basis of CD45RB and CD44 expression levels.  In one report, TEM and 15 

TCM CD8+ cells are characterized as CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi, respectively (2). In 16 

another, TEM and TCM are considered to express high levels of both CD45RB and CD44 markers and 17 

are distinguished using the expression levels of CD62L (3).  The levels of CD62L membrane 18 

expression on CD4+ and CD8+ T cells are regulated by different mechanisms including proteolytic 19 

cleavage from the cell surface.  The activation of P2X7 receptor by high concentration of extracellular 20 

ATP is one such mechanism, which regulates CD62L membrane expression in T cells (4-7).   21 

 The P2X7 receptor (P2X7R) is an ATP-gated cation channel.  Numerous cellular and 22 

physiological functions have been attributed to P2X7R.  The types of cellular responses induced by 23 

P2X7R depend on the length of stimulation by 0.5 to 1 mM concentrations of ATP in its tetra-anionic 24 

form (ATP4−) (8).  Brief stimulation of P2X7R induces cation-specific ion channels formation (9) and 25 

phosphatidylserine (PS) exposure in the plasma membrane (10).  Prolonged activation of P2X7R 26 

results in the formation of nonselective membrane pores, permeable to large molecules of up to 900 27 

Da (11, 12).  Continuous activation of P2X7R can lead to cell death by apoptosis (13, 14) or necrosis 28 

(15), depending on the cell type, the incubation time and ATP dose.  In contrast, P2X7R activation 29 

may trigger an anti-apoptotic or mitogenic activity (16-18).  The physiological functions attributed to 30 

P2X7R include maturation and secretion of cytokines such as IL-1β, IL-18, IL-6 and TNF-  (19-23), 31 

migration of leukocytes (24), proteolytic cleavage of membrane proteins such as CD23 (low affinity 32 

receptor for IgE), TNF-  (25), IL-6 receptor (26) and the amyloid precursor protein (27), and killing 33 

of intracellular pathogens in macrophages (28, 29).  P2X7R is involved in the early signaling events 34 

that regulate T-cell activation especially Ca2+ influx, NF-AT activation, and IL-2 production (30-33).  35 

ATP through the activation of P2X7 regulates the differentiation of CD4+ T cells into Th17 cells (34, 36 
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35) and the conversion of regulatory CD4+ T cells (Treg) into Th17 cells (36).  Recently, we have 37 

reported that the regulation of T cell sensitivity to ATP is far more complex than previously 38 

considered.  We found a complete dissociation of ATP-induced cellular activities during the activation 39 

and differentiation of conventional CD4+ T cells, regardless of P2X7R and ectonucleotidases CD39 40 

and CD73 expression levels (7).  For instance, activated naïve CD69+CD44loCD45RBhi T cells show a 41 

significantly reduced ability to proteolytically cleave CD62L compared to naïve CD69–42 

CD44loCD45RBhi T cells although they express higher levels of P2X7R.  The reverse situation was 43 

observed for ATP-induced pore formation and, to a lesser extent, PS externalization, which were 44 

significantly upregulated in recently activated naïve compared to naïve T cells (7).  Moreover, we 45 

have reported that effector T cells, at pre-apoptotic stage, become totally resistant to P2X7R 46 

stimulation due to the loss of P2X7R expression at the plasma membrane (37).  In CD8+ T cells, ATP-47 

induced cellular responses have been reported in only a few studies.  For one study, CD8+ T cells from 48 

the spleen, lymph nodes or liver exhibit low levels of P2X7R membrane expression and ATP 49 

sensitivity to PS externalization and pore formation, whereas both are displayed at high levels in 50 

intestinal CD8+ T cells (38).  For another study, P2X7R-induced CD62L shedding is triggered in CD8+ 51 

T cells as efficiently as in CD4+ T cells (39).  Since these previous reports appear contradictory, the 52 

present study has evaluated the ability of naïve and effector/memory CD8+ T cells from secondary 53 

lymphoid organs to trigger the main P2X7R-induced cellular activities namely ion channel opening, 54 

pore formation, CD62L shedding, PS externalization and cell death.  Moreover, we have correlated the 55 

cellular responses induced by ATP with the expression levels of membrane P2X7R and nucleotidases 56 

CD39 and CD73. 57 
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Materials and Methods 1 

Reagents 2 

 ATP (adenosine-5′-triphosphate) and P2X7R-inhibitor A438079 were purchased from Sigma-3 

Aldrich (St. Louis, MO).  YO-PRO-3 and Fluo-4 AM probes were from Life Technologies (Carlsbad, 4 

CA).  ATP solutions were prepared extemporaneously from 100 mM stock solution (pH 7.4) stored at 5 

-20°C.  Because divalent ions affect the potency of ATP4− to bind to P2X7R, the cell medium used to 6 

activate PX7R contains low concentrations of Mg2+.   7 

 8 

Mice 9 

 Wild-type C57BL/6J (B6) mice originally from Charles River Laboratories (Ecully, France) 10 

were maintained in our animal facilities (animalerie NeuroPSI, Orsay, France).  All the experiments 11 

were conducted in accordance with French (décret n° 2013-118) and EU (directive 86/609/EEC) 12 

guidelines for the care of laboratory animals and approved by our local research ethics committee 13 

(CEEA 59). 14 

 15 

Flow cytometry immunophenotyping assays 16 

 Spleen cell suspensions were phenotyped by flow cytometry using fluorescent-conjugated 17 

monoclonal antibody (mAb): anti-CD90.2/Thy1.2 (clone 30-H12), anti-B220 (clone RA3-6B2), anti-18 

CD45RB (clone C363.16A), anti-CD4 (clone GK1.5), anti-CD8 (clone 53-6.7), anti-CD44 (clone 19 

IM7) anti-CD62L (clone MEL-14), anti-CD127/IL-7 receptor-α (clone A7R34) anti-CD197/CC-20 

chemokine receptor 7 (CCR7) (clone, 4B12), anti-CD39 (clone 24DMS1) and anti-CD73 (clone 21 

TY/11.8) (all from eBioscience).  P2X7R was detected using a rabbit polyclonal anti-P2X7R serum 22 

described previously (7, 37) and fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)’2 secondary 23 

antibodies (eBioscience).  Fluorescent-conjugated rat IgG2a and IgG2b or Armenian hamster IgG 24 

mAbs were used as the isotype control (eBioscience).  Use of mAb specific for mouse Fcγ receptor 25 

(eBioscience) avoided non-specific antibody binding.  Data acquisition was performed at the Flow 26 

cytometry core facility at I2BC, CNRS UMR 9198. 27 

 28 

CD62L shedding, PS exposure, Pore formation and cell death assays 29 

 Spleen cells suspended in RPMI 1640 medium (Invitrogen, France) were treated with ATP in a 30 

humidified 5% CO2 atmosphere at 37°C for 30 min or 2 h, depending on the assay.  After washing 31 
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with RPMI 1640 medium, cells were resuspended in FACS buffer (eBioscience) and stained for 30 32 

min on ice with phenotype-specific fluorescent mAbs and fluorescent-conjugated anti-CD62L mAb to 33 

assess CD62L shedding.  PS cell surface exposure was detected on mAb-labeled cells using FITC- or 34 

PE-Annexin V apoptosis detection kit according to the manufacturer’s specifications (eBioscience, 35 

France).  To quantify P2X7R-mediated pore formation, ATP treatment was performed in the presence 36 

of the orange-fluorescent YO-PRO-3 (molecular weight 655 Da) nucleic acid dye, depending on the 37 

fluorochromes used in the phenotyping step.  Cell morphology (FSC/SSC) and Annexin V staining 38 

were used to quantify dead/dying cells (Annexin V+ FSClow SSChigh) by flow cytometry.  In some 39 

experiments, cells were pretreated with P2X7R antagonist A438079 for 30 min at 37°C with 5% CO2 40 

prior treatment with ATP. 41 

 42 

Calcium influx assay 43 

 Spleen cells suspended in RPMI buffer were loaded for 20 min at room temperature with 3 μM 44 

calcium-reactive fluorescence probe Fluo-4 AM, according to the manufacturer’s specifications (Life 45 

Technologies).  Cells were then stained with phenotype-specific fluorescent mAbs (30 min on ice) 46 

prior to stimulation with ATP. Changes in mean fluorescence intensity (MFI) of Fluo-4 AM overtime 47 

were measured in the T-cell subsets by flow cytometry (CytoFLEX, Beckman Coulter).  In some 48 

experiments, cells were pretreated with P2X7R antagonist A438079 for 5 min at 37°C prior to the 49 

treatment with ATP. Data acquisition was performed at the Imaging and Cytometry platform at 50 

Généthon (Evry, France). 51 

 52 

Statistical analysis 53 

 Data are reported as mean ± standard error of mean (SEM).  Comparisons between untreated 54 

and treated groups were made by Student’s t-test.  Degrees of significance are indicated as follows: * 55 

P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. 56 



8 

Results 1 

CD8+ T cells express lower levels of ATP-mediated cellular responses than CD4+ T cells  2 

 While ATP-mediated cellular responses are extensively studied in CD4+ T cells, they remain 3 

understudied in CD8+ T cells.  To gain insight on the sensitivity to ATP of CD8+ T cells from the 4 

spleen or lymph nodes, we have compared the levels of ATP-mediated CD62L shedding, PS exposure 5 

and pores formation between CD4+ and CD8+ T cells (Fig. 1).  Both CD4+ and CD8+ T cells were able 6 

to efficiently shed CD62L, expose PS and forme pores in the presence of ATP, but with significantly 7 

higher amplitude in CD4+ than CD8+ T cells (Fig. 1).  The lower sensitivity of CD8+ T cells to ATP 8 

might be related to differences in the composition (naïve, TEM, TCM) of the CD8+ and CD4+ T-cell 9 

subsets as the CD4+ T-cell subset encompasses conventional and regulatory T cells.  Indeed, we have 10 

recently reported that the cellular activities induced in CD4+ T cells by extracellular ATP depend on 11 

their stage of activation and/or differentiation (7). 12 

 13 

Characterization of TEM and TCM cell subsets within the CD8+ and CD4+ subpopulations 14 

 Gated CD8+ and CD4+ T cells (Supplementary Fig. 1A) were analyzed for CD45RB, CD44, 15 

CD62L, CCR7 and CD127 expression levels to define naïve, TEM and TCM cell subsets (Fig. 2).  16 

Within the CD8+ and CD4+ T-cell subpopulations from the spleen of 7-week-old B6 mice (young), a 17 

strong majority of cells (75 to 85%) expressed the naïve CD44loCD45RBhi phenotype (Fig. 2A).  The 18 

numbers of CD8+ and CD4+ naïve T cells (42 ±1% and 41 ± 5%) were significantly decreased in 45-19 

week-old mice (Fig. 2B), because T cells had mainly acquired the CD44hiCD45RBlo TEM and TCM 20 

phenotype in the CD4+ (40 ± 3%) but not CD8+ (9 ± 1%) subpopulation (Fig. 2B).  Within the CD8+ 21 

subpopulation, CD44loCD45RBhi naïve T cells mostly became CD44hiCD45RBhi T cells (45 ± 3%) 22 

(Fig. 2B), whereas only a minority of CD4+ T cells (4 ± 0.5%) expressed this phenotype with aging.  23 

Importantly, the CD44hiCD45RBhi phenotype is expressed by 15 ± 0.4% of CD8+ T cells from young 24 

mice versus 2.6 ± 0.1% of CD4+ T cells (Fig. 2A), suggesting that this cell subset is unique to the 25 

CD8+ subpopulation.  As expected, naïve CD44loCD45RBhi T cells (either CD4+ or CD8+) expressed 26 

high levels of CD62L, CCR7 and CD127 at the plasma membrane (Fig. 2C).  At the CD44hiCD45RBlo 27 

or CD44hiCD45RBhi phenotype, only a part of the CD4+ or CD8+ T-cell subpopulations expressed the 28 

CD62L, CCR7 and CD127 markers, suggesting that these two phenotypes could encompass T cells at 29 

the TEM or TCM differentiation stage. 30 

 31 

TEM and TCM CD8+ cells express lower levels of P2X7R membrane expression than their CD4+ 32 

counterparts 33 
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 In addition to the stage of activation and/or differentiation, reduced levels of P2X7R membrane 34 

expression could account for the lower sensitivity of CD8+ T cells to ATP.  Therefore, we have 35 

quantified P2X7R on CD44loCD45RBhi, CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi T-cell subsets (either 36 

CD4+ or CD8+) from the spleen of 7-week-old (young) and 45-week-old mice using a rabbit 37 

polyclonal anti-P2X7R serum and flow cytometry (Fig. 3).  We found that similar levels of P2X7R 38 

were expressed on whole CD8+ and CD4+ T cells from young mice (Fig. 3A), which were significantly 39 

increased on CD4+ but not on CD8+ T cells with aging (Fig. 3B).  As expected (7), the 40 

CD44hiCD45RBlo TEM and TCM CD4+ subsets expressed P2X7R at a significant higher level than 41 

CD44loCD45RBhi naïve CD4+ subset, regardless of the age of the mice at the time of analysis (Figs. 42 

3C and 3D).  As mentioned above (Fig. 2), we did not detect the CD44hiCD45RBlo subset within the 43 

CD8+ subpopulation from young mice, and instead we found the CD44hiCD45RBhi subset that 44 

displayed similar low levels of P2X7R than naïve T cells (Fig. 3C).  Moreover, the levels of P2X7R 45 

expression on CD44hiCD45RBhi cells did not change with aging (Fig. 3D).  In the CD4+ 46 

subpopulation, the CD44hiCD45RBhi subset expressed P2X7R at a similar level as their CD8+ 47 

counterpart (Fig. 3D). P2X7R was not quantified on CD44hiCD45RBhi subset from young mice due to 48 

their very low numbers.  Altogether our results suggest that CD44hiCD45RBhi and CD44hiCD45RBlo 49 

are the main phenotypes expressed by the effector/memory CD8+ and CD4+ T-cell subpopulations, 50 

respectively.  Moreover, while the level of P2X7R membrane expression is upregulated on the 51 

effector/memory CD44hiCD45RBlo subset compared to naïve CD44loCD45RBhi T cells, its expression 52 

remains at low level on the CD44hiCD45RBhi subset. 53 

 54 

Loss of calcium influx in TEM and TCM CD8+ cell subsets 55 

 The data presented above suggest that the lower sensitivity of CD8+ T cells to ATP compared to 56 

CD4+ T cells (Fig. 1) might be due to the accumulation of high numbers of effector/memory T cells 57 

that expressed the P2X7RloCD44hiCD45RBhi phenotype with aging (Figs. 2 and 3).  To test our 58 

hypothesis, we have used the capacity of P2X7R to form a cationic channel on the plasma membrane, 59 

which promotes calcium entry from the extracellular space.  Therefore, using flow cytometry we have 60 

analyzed by the kinetics of changes in intracellular calcium concentration in Fluo-4 AM-loaded 61 

CD44loCD45RBhi, CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi T cells (either CD4+ or CD8+) following 62 

activation by ATP.  ATP-stimulated CD44loCD45RBhi naïve T cells (either CD4+ or CD8+) and 63 

CD44loCD45RBhi effector/memory CD4+ T cells (not detected in CD8+ subpopulation) were able to 64 

form a cationic channel responsible for calcium entry (~ 2- to 4-fold increase depending on the 65 

differentiation stage), whereas CD44hiCD45RBhi effector/memory CD8+ T cells (poorly detected in 66 

CD4+ subpopulation) were totally resistant to ATP-mediated calcium influx (Fig. 4, Table 1).  The 67 

increase of calcium influx was observed in CD44hiCD45RBlo TEM and TCM CD4+ cells even in the 68 
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presence of low amounts of extracellular calcium (Fig. 4B).  The presence of a higher concentration of 69 

extracellular calcium, significantly increased calcium entry in CD44loCD45RBhi naïve CD4+ and CD8+ 70 

T cells less than 2 min after ATP stimulation, which suggests the opening of calcium-dependent pores 71 

with larger size than cation channels (Fig. 4).  ATP-induced calcium entry in naïve CD44loCD45RBhi 72 

T cells and effector/memory CD44hiCD45RBlo T cells could be prevented by the P2X7R inhibitor 73 

A438079 (Fig. 4), confirming the specificity of channel formation and calcium entry.  The SERCA 74 

pump inhibitor Thapsigargin was added after the stimulation with ATP to verify that T cells were 75 

efficiently loaded with Fluo-4 AM Ca2+ indicator.  Moreover, the inhibition of SERCA pumps by 76 

Thapsigagrgin shows that the increase of cytosolic Ca2+ levels through P2X7R channels is due to Ca2+ 77 

entry from the extracellular medium and not the endoplasmic reticulum Ca2+ stores (supplementary 78 

Fig. 1B). 79 

 80 

Loss of ATP-mediated CD62L shedding, pore formation, PS exposure and cell death in 81 

CD44hiCD45RBhi TEM and TCM but not CD44loCD45RBhi naïve CD8+ T cells 82 

 Although CD44loCD45RBhi naïve as well as CD44hiCD45RBhi TEM and TCM CD8+ subsets 83 

expressed similar low levels of P2X7R on plasma membrane (Fig. 3), only CD44hiCD45RBhi cells 84 

were defective in ATP-mediated ion channel opening (Fig. 4).  Therefore, ATP-induced CD62L 85 

shedding, pore formation, PS exposure and cell death were analyzed on gated CD44loCD45RBhi naïve 86 

and CD44hiCD45RBlo or CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells (either CD4+ or CD8+).  We analyzed 87 

these cellular responses in the spleen of 45-week-old mice due to the low percentages of TEM and TCM 88 

cells (either CD44hiCD45RBhi or CD44hiCD45RBlo) in the CD4+ and CD8+ subpopulations from 89 

younger mice.  Both CD44loCD45RBhi naïve and CD44hiCD45RBlo TEM and TCM cells, although 90 

expressing very different levels of P2X7R on CD4+ and CD8+ subpopulations (Fig. 3) were able to 91 

shed CD62L (Fig. 5A and supplementary Fig. 2), externalize PS (Fig. 5B and supplementary Fig. 2), 92 

form pores (Fig. 5C and supplementary Fig. 2) and enter cell death (Fig. 6B) with efficiency in the 93 

presence of ATP.  However, while no significant differences appeared between naïve CD4+ and CD8+ 94 

T cells in terms of sensitivity to ATP-mediated cellular responses, TEM and TCM CD4+ cells were more 95 

responsive to ATP than their CD8+ counterparts.  In contrast, CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells 96 

show a massive decrease in ATP-mediated CD62L shedding, pore formation, PS exposure and cell 97 

death especially within the CD8+ subpopulation (Figs. 5 and 6, Table1).   98 

 Altogether, our data suggest that the lower sensitivity of the CD8+ subpopulation to P2X7R-99 

mediated cellular activities with aging are due to the accumulation of TEM and TCM cells expressing the 100 

CD44hiCD45RBhi phenotype. 101 

 102 
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Ectonucleotidases expression on CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi TEM or TCM cells 103 

 The reduced sensitivity of CD45RBhiCD44hi TEM and TCM cells to P2X7R-mediated cellular 104 

responses might be due to enhanced hydrolysis of ATP following overexpression of the membrane 105 

ectonucleotidases CD39 and CD73.  Using flow cytometry we have analyzed ectonucleotidases 106 

expression levels on TEM and TCM cells with either the CD44hiCD45RBlo or CD44hiCD45RBhi 107 

phenotype (Supplementary Fig. 3).  We found higher levels of CD39, but not CD73 on 108 

CD44hiCD45RBhi TEM and TCM than on CD44loCD45RBhi naive CD8+ T cells, which may explain their 109 

lower sensitivity to ATP.  However, CD44loCD45RBhi TEM and TCM cells expressed significantly 110 

higher levels of both CD39 and CD73 than CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells and yet they were 111 

highly sensitive to ATP.  It is therefore likely that CD39 and CD73 do not control P2X7-mediated 112 

cellular activities in CD44loCD45RBhi TEM and TCM cells.  113 
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Discussion 1 

 The ATP/P2X7R pathway plays a major role in both innate and adaptive immunity.  Therefore, 2 

its involvement in the development of inflammatory and autoimmune diseases is extensively studied.  3 

However, protective or detrimental effects of P2X7R on disease onset and/or development have been 4 

observed (20, 40).  These contradictory results emphasize the need for further characterization of how 5 

the various cellular functions triggered by the ATP/P2X7R signaling pathway are regulated in 6 

lymphocytes under normal and pathological situations.  Cellular responses induced by extracellular 7 

ATP in T lymphocytes are complex.  Thus, autocrine activation of P2X7R regulates the activation of T 8 

cells (30-33).  In apparent contrast with its role in T-cell activation, P2X7R stimulation can lead to T 9 

cell death (41).  Recently, we have shown a complete dissociation of ATP-induced cellular activities 10 

during the activation and differentiation of conventional CD4+ T cells, regardless of the levels of 11 

P2X7R and ectonucleotidases CD39 and CD73 membrane expression (7).  Moreover, we have 12 

reported that effector T cells become totally resistant to ATP-induced cellular responses at the 13 

preapoptotic stage (37).  In contrast to CD4+ T cells (conventional or regulatory), little studies have 14 

been performed to quantify ATP-induced cellular responses in CD8+ T cells.  Moreover, the few 15 

reports on the sensitivity of CD8+ T cells to extracellular ATP seem contradictory (38, 39).  Therefore, 16 

in the present study through the main cellular activities (ion channel opening, pore formation, CD62L 17 

shedding, PS externalization, cell death) triggered following the stimulation of P2X7R, we have 18 

compared the sensitivity of CD8+ and CD4+ T cells to ATP in relation with 1) their stages of 19 

differentiation (naïve or effector/memory) and the phenotype expressed by effector/memory (either 20 

CD44hiCD45RBlo or CD44hiCD45RBhi) T cells; 2) the expression levels of P2X7R and 21 

ectonucleotidases CD39 and CD73 on naïve and effector/memory (either CD44loCD45RBhi or 22 

CD44hiCD45RBhi) CD4+ and CD8+ T cells (Table1).   23 

 In the present study, using CD45RB, CD44, CD62L, CCR7 and CD127 markers and flow 24 

cytometry, we show that the expression profiles of CD45RB and CD44 by effector/memory T cells 25 

(rather than those of CCR7 or CD127) allowed the characterization of TCM and TEM cells that display 26 

distinct phenotype, CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi, and opposite sensitivity to extracellular 27 

ATP.  Thus, both subsets can express CD62L, CCR7 and CD127 at high or low levels, suggesting that 28 

CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi subsets encompass T cells at the TEM or TCM stage.  29 

Importantly, we found that CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi effector/memory cells are not 30 

present in similar numbers among the CD4+ and CD8+ subpopulations.  Thus, the CD44hiCD45RBlo 31 

and CD44hiCD45RBhi effector/memory phenotype are mainly expressed by CD4+ and CD8+ T cells, 32 

respectively.  Moreover, we found that the CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi subsets could also 33 

be distinguished by their levels of P2X7R membrane expression and ATP-induced cellular responses.  34 

Thus, CD44hiCD45RBlo TEM and TCM cells express high levels of both P2X7R membrane expression 35 

and ATP-mediated extracellular Ca2+ entry, pore formation, CD62L shedding, PS externalization and 36 
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cell death, whereas CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells express low levels of P2X7R membrane 37 

expression and are devoid of any ATP-mediated cellular activities.  Interestingly, the low level of 38 

P2X7R expression on CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells cannot alone account for the absence of 39 

ATP-induced cellular activities in this cell subset because CD44loCD45RBhi naïve CD8+ T cells that 40 

express similar low levels of P2X7R are able to efficiently form channels and pores, shed CD62L, 41 

externalize PS and induce cell death in the presence of ATP.  Our present data on the sensitivity of 42 

CD8+ T cells to ATP are reminiscent of those presented in our recent report showing a complete 43 

dissociation of ATP-induced cellular activities during the activation and differentiation of 44 

conventional CD4+ T cells, regardless of the levels of P2X7R (7).  Multiple regulatory mechanisms are 45 

likely involved in the control of sensitivity to extracellular ATP in the naïve and TEM and TCM CD8+ T-46 

cell subsets.  Variation in P2X7R structure might explain the differential sensitivity to ATP displayed 47 

by the various T cell subsets (18, 42).  However, using real time RT-PCR analysis, we found that all T 48 

cell subsets expressed the P2X7K splice variant (unpublished data).  Membrane-bound nucleotidases 49 

play a central role in cell sensitivity to ATP by regulating the extracellular concentration of ATP.  50 

Thus, ectonucleotidase CD39 and CD73 sequentially hydrolyze ATP into ADP, AMP and adenosine.  51 

The lower sensitivity of CD44hiCD45RBhi TEM and TCM cells to ATP compared to CD44loCD45RBhi 52 

naïve CD8+ T cells can be due to the upregulation of CD39 found on TEM and TCM cells.  However, 53 

CD44hiCD45RBlo TEM and TCM CD4+ T cells express high levels of ectonucleotidase CD39 and CD73 54 

and yet they are highly responsive to ATP, suggesting that ectonucleotidases CD39 and CD73 do not 55 

play a central role in the control of P2X7-mediated cellular activities in TEM and TCM cells (either 56 

CD4+ or CD8+).  Likewise, we have shown that CD39 and CD73 are not essential for regulating the 57 

sensitivity of conventional CD4+ T cells to ATP (7).  Moreover, although CD39 and CD73 are 58 

expressed at high levels on Tregs (43), they are highly sensitive to ATP-induced cellular responses. 59 

 The control of intracellular calcium levels is critical to T cell functions.  ATP-induced Ca2+ 60 

influx most likely plays a central role in P2X7R-mediated T cell activation and differentiation (30-36).  61 

We show herein that extracellular ATP can trigger an approximately 2-fold increase of cytosolic Ca2+ 62 

levels in the CD4+ and CD8+ subpopulations at the CD44loCD45RBhi naïve stage, and an 63 

approximately 4-fold increase in TEM and TCM cells expressing the prevalent CD44hiCD45RBlo 64 

phenotype (mainly CD4+).  Importantly, TEM and TCM cells with the CD44hiCD45RBhi phenotype 65 

(mainly CD8+) are enable to cause channel formation and induce Ca2+ entry in the presence of 66 

extracellular ATP.  Therefore, our data suggest that the ATP/P2X7R pathway is not involved in CD8+ 67 

T cell activation and differentiation during secondary immune responses.  Moreover, the 68 

CD44hiCD45RBhi CD8+ T subset displays total resistance to cell death induced by ATP, suggesting 69 

that these CD8+ T cells could survive and perform their effector activity in inflammatory tissues with 70 

high concentrations of extracellular ATP, whereas CD44hiCD45RBlo CD4+ T cells could die in such 71 

tissue environment.  The membrane phosphatase B220 is expressed on human and murine effector T 72 
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cells at preapoptotic stage (44, 45) as well as on a subset of suppressor/regulatory T cells (46, 47).  73 

Previously, we have reported that B220-expressing effector T cells were totally resistant to ATP 74 

stimulation due to the loss of P2X7R membrane expression (37).  Likewise, B220–CD44hiCD45RBhi 75 

TEM and TCM cells (mainly CD8+) are totally resistant to ATP-induced cellular responses, indicating 76 

that the downregulation of P2X7R expression and functions are not restricted to dying T cells and 77 

could originate upstream of the preapoptotic stage. 78 

 To summarize, CD44loCD45RBhi naïve CD4+ and CD8+ T cells express similar levels of P2X7R 79 

membrane expression and ATP-induced cellular responses.  Effector/memory T cells expressing the 80 

CD44hiCD45RBlo phenotype (mainly CD4+) show high levels of P2X7R membrane expression and 81 

sensitivity to ATP compared to their naïve counterparts.  In contrast, effector/memory T cells defined 82 

as CD44hiCD45RBhi (mainly CD8+) are totally resistant to ATP and displays similar low level of 83 

P2X7R membrane expression than in naïve T cells (either CD4+ or CD8+).  Therefore, P2X7R-84 

mediated cellular activities in CD8+ T cells expressing the CD44hiCD45RBhi phenotype are not 85 

dependent on the levels of P2X7R membrane expression and depend on their stages of differentiation.  86 
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Figure legends 1 

Figure 1.  ATP-mediated cellular responses in CD4+ and CD8+ T cell subpopulations 2 

 Spleen cells from 10-mo-old B6 mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM 3 

ATP for 30 min at 37°C with 5% CO2, in the presence of YO-PRO-3 fluorescent probe.  Cells were 4 

subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4 and CD8 5 

or isotype controls as well as fluorescent-conjugated anti-CD62L mAb and Annexin V fluorescent 6 

probe.  Cell debris, dead cells and doublets were gated out.  CD62L shedding (A), PS exposure (B), 7 

and pore formation (C) were assessed by flow cytometry on gated CD4+ or CD8+ CD90+B220– T-cell 8 

subpopulations.  Flow cytometry histograms obtained with ATP-stimulated CD4+ or CD8+ T cells are 9 

overlaid on histograms obtained with unstimulated cells.  Numbers inside each histogram correspond 10 

to relevant cell percentages in unstimulated/stimulated conditions.  At least 20 000 events were 11 

analyzed from each sample.  Data are representative of six independent mice per group.  For each 12 

cellular activities, the results are also expressed as the mean percentage ± SEM (n = 6 mice per group) 13 

of CD62L+, YO-PRO-3+ or Annexin V+ T cells (either CD4+ or CD8+) in the presence (black bars) or 14 

absence (grey bars) of ATP.  Asterisks denote statistically significant differences between the 15 

indicated groups (* p ≤ 0.05; *** p ≤ 0.001).   16 

 17 

Figure 2.  Phenotypic changes of CD4+ and CD8+ T cell subpopulations with aging 18 

 Spleen cells from B6 mice were stained with either fluorescent mAbs against phenotypic 19 

markers CD90, B220, CD4, CD8, CD45RB, CD44, CD62L, CCR7 and CD127 or isotype controls.  20 

Cell debris, dead cells and doublets were gated out.  CD44 versus CD45RB expression was assessed 21 

by flow cytometry on gated CD4+ or CD8+ CD90+B220– T cells from 7-week-old mice (A) and 45-22 

week-old mice (B).  The levels of CD62L, CCR7 and CD127 expression were assessed by flow 23 

cytometry on gated CD44loCD45RBhi naïve, and CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi 24 

effector/memory B220–CD90+ T cells (either CD4+ or CD8+) (C).  Dot plots are representative of six 25 

independent mice per group.  At least 20 000 events were analyzed from each sample.  The results are 26 

also expressed as the mean percentage ± SEM (n = 6 mice per group) of CD44loCD45RBhi naïve, and 27 

CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi effectors/memory CD4+ (grey bars) or CD8+ (black bars) T 28 

cells from 7-week-old mice (A) and 45-week-old mice (B–C).  Asterisks denote statistically 29 

significant differences between the indicated groups (*** p ≤ 0.001). 30 

 31 

Figure 3.  P2X7R membrane expression on CD4+ and CD8+ T cells during aging 32 
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 Spleen cells from B6 mice were stained with either fluorescent mAbs against phenotypic 33 

markers CD90, B220, CD4, CD8, CD45RB and CD44 or isotype controls.  Cells debris, dead cells and 34 

doublets were gated out.  P2X7R membrane expression on CD4+ or CD8+ CD90+B220– T-cell 35 

subpopulations (either naive or effector/memory) was measured using rabbit polyclonal anti-P2X7R 36 

antiserum (1:100) and fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)’2 secondary antibodies.  (A–37 

B) P2X7R-staining histograms of CD4+ (grey line) and CD8+ (black line) T cells are overlaid on 38 

histograms for T cells stained with secondary antibodies only (pale grey line) from 7-week-old mice 39 

(A) and 45-week-old mice (B).  (C–D) P2X7R-staining histograms of CD44loCD45RBhi naïve, and 40 

CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi effectors/memory CD4+ (grey line) and CD8+ (black line) T 41 

cells are overlaid on histograms for T cells stained with secondary antibodies only (pale grey line) 42 

from 7-week-old mice (C) and 45-week-old mice (D).  Histograms are representative of six 43 

independent mice per group.  At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Bar graphs 44 

show mean fluorescence intensity (MFI) ± SEM of P2X7R of 6 individual mice aged 7 weeks (A and 45 

C) or 45 weeks (B and D).  Results are expressed as delta MFI (ΔMFI = MFI P2X7R – MFI secondary antibody 46 

only).  Asterisks denote statistically significant differences between the indicated groups (*** p ≤ 47 

0.001). 48 

 49 

Figure 4.  ATP-induced Calcium influx in naïve and effector/memory T-cell subsets 50 

 Spleen cells from 45-week-old mice were loaded with Fluo-4 AM Ca2+ indicator and stained 51 

with either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8, CD45RB and 52 

CD44 or isotype controls.  Cells debris, dead cells and doublets were gated out.  Spleen cells were 53 

then stimulated with 500 μM ATP (arrows in plots) and changes in MFI of Fluo-4 AM overtime in 54 

CD8+ T cells (A) and CD4+ T cells (B) CD90+B220– T-cell subsets (either CD44loCD45RBhi naïve or 55 

CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi effector/memory) were measured by flow cytometry.  ATP-56 

induced calcium influx was evaluated at low (0.42 mM) and high (1.42 mM) extracellular calcium 57 

concentrations.  The competitive P2X7R antagonist A438079 was added before the stimulation with 58 

ATP (+A438079) to confirm the involvement of P2X7 in ATP-induced calcium influx in T-cell 59 

subsets.  The results are also expressed as the fold increase in MFI of Fluo-4 AM overtime in naïve as 60 

well as TEM and TCM CD8+ (A) and CD4+ (B) T cell subsets stimulated with 500 μM ATP (○) or 61 

pretreated with antagonist A438079 before the stimulation with ATP (●).  Asterisks denote 62 

statistically significant differences between the indicated groups (* p ≤ 0.05; *** p ≤ 0.001). 63 

 64 

Figure 5. ATP-mediated cellular responses in naïve and effector/memory CD4+ and CD8+ T-cell 65 

subsets 66 
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 Spleen cells from 45-week-old mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM 67 

ATP for 30 min at 37°C with 5% CO2, in the presence of YO-PRO-3 fluorescent probe.  Cells were 68 

subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8, 69 

CD45RB and CD44 or isotype controls as well as fluorescent-conjugated anti-CD62L mAb and 70 

Annexin V probe.  Cells debris, dead cells and doublets were gated out.  CD62L shedding (A), PS 71 

exposure (B), and pore formation (C) were assessed by flow cytometry on gated CD44loCD45RBhi 72 

naïve, CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi effector/memory CD90+B220– T cells (either CD4+ or 73 

CD8+).  Bar graphs show the mean percentage ± SEM (n = 6 mice per group) of CD62L+, YO-PRO-3+ 74 

or Annexin V+ cells in the presence (black bars) or absence (grey bars) of ATP.  Asterisks denote 75 

statistically significant differences between the indicated groups (* p ≤ 0.05; *** p ≤ 0.001). 76 

 77 

Figure 6.  ATP-induced cell death in naïve and effector/memory T-cell subsets 78 

 Spleen cells from 45-week-old mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM 79 

ATP for 2 h.  Cells were subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic markers 80 

CD90, B220, CD4, CD8, CD45RB and CD44 or isotype controls as well as Annexin V probe, and 81 

analyzed by flow cytometry.  Cell morphology (FSC/SSC) and Annexin V staining were used to 82 

quantify dead/dying cells (Annexin V+ FSCloSSChi) within (A) the whole CD4+ and CD8+ T cells 83 

subpopulations as well as in (B) gated CD44loCD45RBhi naïve, and CD44hiCD45RBlo and 84 

CD44hiCD45RBhi effector/memory CD90+B220– T-cell subsets (either CD4+ or CD8+).  Results are 85 

expressed as the mean percentage ± SEM (n = 6 mice per group) of dead cells in the presence (black 86 

bars) or absence (grey bars) of ATP.  Asterisks denote statistically significant differences between the 87 

indicated groups (*** p ≤ 0.001). 88 

 89 

Supplementary Figures 90 

Figure 1S.  (A) Representative dot plots showing sequential gating for analyses of cell death in T-91 

cell subpopulations.  Spleen cells from B6 mice were stained with either fluorescent mAbs against 92 

phenotypic markers CD90, B220, CD4, and CD8 or isotype controls, and analyzed by flow cytometry.  93 

(A) FSC vs. SSC dot plots were used to select single, viable cells (FSChiSSClo) and exclude debris, 94 

dead cells (FSCloSSChi) and doublets (FSC-H vs. FSC-A).  CD90 vs. B220 dot plot was used to select 95 

B220–CD90+ T cells in the FSChi SSClo-gated cell population.  The CD90+B220– T cells were then 96 

further gated by the expression of CD4 or CD8.  At least 20 000 events were analyzed from each 97 

sample.  Data are representative of at least ten independent experiments with 6 mice per group per 98 

experiment. (B) Increase in cytosolic calcium mediated by ATP and Thapsigargin in T cells.  99 

Spleen cells from 45-week-old mice were loaded with Fluo-4 AM Ca2+ indicator and stained with 100 
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either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90 and B220, or isotype controls.  Spleen cells 101 

were then stimulated with 500 μM ATP in first step and with 3 μM Thapsigargin in a second step, and 102 

changes in MFI of Fluo-4 AM overtime in CD90+B220– T cells were measured by flow cytometry.   103 

 104 

Figure 2S.  ATP-induced cellular responses in naïve and effector/memory CD4+ and CD8+ T-cell 105 

subsets 106 

 Spleen cells from 45-week-old mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM 107 

ATP for 30 min at 37°C with 5% CO2, in the presence of YO-PRO-3 fluorescent probe.  Cells were 108 

subsequently stained with fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8, 109 

CD45RB and CD44 or isotype controls as well as fluorescent-conjugated anti-CD62L mAb and 110 

Annexin V probe.  CD62L shedding, PS exposure, and pore formation  were assessed by flow 111 

cytometry on gated CD44loCD45RBhi naïve (A), CD44hiCD45RBlo (B) and CD44hiCD45RBhi (C) 112 

effector/memory CD90+B220– T cells (either CD4+ or CD8+).  Flow cytometry histograms obtained 113 

with ATP-stimulated T cells (black line) are overlaid on histograms obtained with unstimulated cells 114 

(grey line).  Numbers inside each histogram correspond to relevant cell percentages in 115 

unstimulated/stimulated conditions.  At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Data are 116 

representative of 6 independent mice per group. 117 

 118 

Figure 3S.  CD39 and CD73 expression on naïve and effector/memory CD4+ and CD8+ T-cell 119 

subsets 120 

 Spleen cells from B6 mice were stained with either fluorescent mAbs against phenotypic 121 

markers CD90, B220, CD4, CD8, CD45RB, CD44, CD39 and CD73 or isotype controls.  FSC vs. 122 

SSC dot plots were used to select single, viable cells and exclude debris, dead cells and doublets.  123 

CD44 versus CD45RB expression was assessed by flow cytometry on gated CD4+ or CD8+ 124 

CD90+B220– T cells from 45-week-old mice. CD39 and CD73 membrane expression was measured by 125 

flow cytometry on CD44loCD45RBhi naïve and CD44hiCD45RBlo and CD44hiCD45RBhi 126 

effector/memory CD4+ or CD8+ T-cell subsets.  (A–B) Bar graph shows mean fluorescence intensity 127 

(MFI) ± SEM of nucleotidases CD39 and CD73 of 6 individual mice.  Results are expressed as delta 128 

MFI (ΔMFI = MFI CD39 or CD73 – MFI isotype control).  Asterisks denote statistically significant differences 129 

between the indicated groups (*p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01). 130 
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Résumé 

Dans cette étude nous avons évalué l’implication du récepteur purinergique P2X7 (P2X7R) dans 

les processus physiopathologiques à l’œuvre dans développement des maladies auto-immunes de type 

lupique. Les souris MRL/lpr, déficientes en récepteurs d’apoptose Fas (mutation lpr), développent 

spontanément un lupus érythémateux systémique suite à l’accumulation de lymphocytes T pathogéniques 

CD4−CD8− (DN) B220+ dans les organes lymphoïdes secondaires. Nous avons observé précédemment que 

ces lymphocytes T ont également un déficit d’expression membranaire de P2X7R. Ceci nous a amené à 

postuler que P2X7R pourrait jouer un rôle clef dans l’homéostasie des lymphocytes T et le développement 

du lupus. Nous avons donc produit des souris C57BL/6J (B6) déficientes simultanément pour les récepteurs 

Fas (lpr) et P2X7 (P2X7KO). Les souris B6/lpr-P2X7KO présentent une accumulation massive de 

lymphocytes T DN B220+ et des titres très élevés en auto-anticorps et en cytokines proinflammatoires ce 

qui n’est pas le cas pour les souris B6 simples mutantes lpr ou P2X7KO confirmant, pour la première fois, 

l’implication de P2X7R dans l’homéostasie des lymphocytes T en synergie avec le récepteur Fas. Les 

lymphocytes T pathogéniques DN B220+ responsables de la lymphoaccumulation proviennent 

majoritairement de la sous-population des lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires. Leur phénotype 

CD44highCD45RBhigh pourrait correspondre au stade de différenciation CD8+ EMRA chez l’Homme. La forte 

inflammation présente chez les souris B6/lpr-P2X7KO induit une activation chronique des populations 

lymphocytaires T CD4+ et CD8+ conduisant à l’accumulation de lymphocytes T CD4+ et CD8+ de phénotype 

effecteur/mémoire EM et CM. Cependant, les réponses cellulaires et humorales dirigées contre les 

antigènes d’un vecteur adénoviral codant l’ovalbumine sont plus faibles dans les souris B6/lpr-P2X7KO que 

dans les souris simples mutantes. En conclusion, la lignée de souris B6/lpr-P2X7KO reproduit plusieurs 

aspects de la pathologie des souris MRL/lpr ce qui confirme notre hypothèse sur l’implication de P2X7R 

dans l’homéostasie des lymphocytes T et dans le développement du lupus.
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Abstract 1 

The severe autoimmune diseases developed by MRL/lpr mice depend on the interaction 2 

between the lpr mutation of the Fas gene and additional genes of pathologic importance still 3 

remain to be discovered in the MRL genetic background.  In contrast, C57BL/6 (B6) mice 4 

bearing the lpr mutation develop only a mild lymphoproliferation and a limited lupus-like.  5 

Previously, we have reported that pathogenic B220+ CD4–CD8– (DN) T cells that accumulate 6 

in secondary lymphoid organs of MRL/lpr mice during ageing have lost P2X7R membrane 7 

expression and ATP sensitivity, suggesting that the ATP/P2X7R pathway could contribute with 8 

the Fas pathway to T-cell homeostasis and autoimmunity.  Herein, we have generated and 9 

characterized a novel mouse strain (called B6/lpr-P2X7KO) that harbors homozygous lpr 10 

mutation and genetic inactivation of P2X7R in the B6 genetic background.  In striking contrast 11 

to the mild or absent phenotypes observed in B6/lpr or B6-P2X7KO mice, B6/lpr-P2X7KO 12 

mice, especially females, exhibit a severe phenotype characterized by massive hepatomegaly, 13 

splenomegaly, and lymphadenopathies.  This lymphoproliferative syndrome is caused by the 14 

accumulation with ageing of T cells mainly FasL-expressing B220+ DN T cells, which most 15 

likely originate from CD45RBhighCD44high effector/memory CD8+ T cells.  Moreover, sera from 16 

B6/lpr-P2X7KO mice contain high levels of IgG anti-dsDNA auto-antibodies and rheumatoid 17 

factor as well as chemokines and cytokines.  B6/lpr-P2X7KO mice have a shortened lifespan, 18 

but that remains significantly longer than MRL/lpr mice.  To conclude, the B6/lpr-P2X7KO 19 

strain reproduces many aspects of the autoimmune disease of the MRL/lpr strain that suggest a 20 

synergistic role of the Fas/FasL and ATP/P2X7R pathways in T-cell homeostasis and 21 

consequently in autoimmunity. 22 
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Introduction 1 

 The Faslpr (lpr) mutation leads to the accumulation of B220+ CD4–CD8– (DN) TCR + 2 

T cells in secondary lymphoid organs responsible of a severe systemic lupus (SLE) and 3 

lymproproliferative syndrome in the MRL/lpr mouse strain characterized by lymphadenopathy, 4 

splenomegaly, dermatitis, arthritis, arteritis and glomerulonephritis that markedly shorten 5 

lifespan.  Fas-deficiency results in a massive up-regulation of functional Fas ligand (FasL) on 6 

both T and B cells 1,2.  Since the lpr mutation is leaky 3, FasL-expressing T and B cells could 7 

display cytotoxic activity against Fas+ tissues in vivo 4,5.  It is generally considered that B220+ 8 

DN T cells derive from effector CD4+ and CD8+ single positive T cells that have not undergone 9 

activation-induced cell death (AICD) due to the defective fas gene 6-8.  C57BL/6 mice bearing 10 

the lpr mutation (B6/lpr) develop only a mild lymphoaccumulation and a limited lupus-like 11 

syndrome 9,10, indicating that the lpr mutation does not account for the entire autoimmune 12 

syndrome of MRL/lpr mice and additional genes of pathologic importance still remain to be 13 

discovered in the MRL genetic background 11.  SLE is a complex polygenic autoimmune 14 

disease and a large number of susceptibility genes are identified in patients and mouse models 15 

of lupus 12,13.  The purinergic receptor P2X7 (P2X7R) has been suggested as a candidate 16 

susceptibility locus for lupus 14-17.  However, protective or detrimental effects of P2X7R on 17 

autoimmune disease onset and/or development have been observed 18-20.   18 

 The P2X7 receptor (P2X7R) belongs to the P2X receptor family of ATP-gated cation 19 

channels.  P2X7R plays a major role in both innate and adaptive immunity, such as the 20 

maturation of pro-IL-1β and pro-IL-18 18,21,22, the proteolytic cleavage of the lymphocyte 21 

homing receptor CD62L 23,24, and early signaling events that regulate T-cell activation through 22 

NF-AT activation and IL-2 production 25-28.  During chronic inflammation, eATP can induce 23 

the differentiation of conventional and regulatory CD4+ T cells into Th17 cells 29-31.  Recently, 24 

we have shown that the regulation of CD4+ and CD8+ T cells sensitivity to eATP is far more 25 
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complex than previously considered and depends on their stage of activation and differentiation 26 

32 (Mellouk et al manuscript submitted).  Moreover, we have reported that effectors B220+ DN 27 

T cells that accumulate in secondary lymphoid organs of MRL/lpr and B6/lpr mice have lost 28 

P2X7R membrane expression and sensitivity to eATP 33, suggesting that the ATP/P2X7R 29 

pathway could contribute with the Fas apoptotic pathway to T-cell homeostasis.  On the B6 30 

genetic background, we have therefore generated a novel mouse strain (B6/lpr-P2X7KO) 31 

harboring deficiency in both Fas and P2X7R pathways.  B6/lpr-P2X7KO mice develop a 32 

massive hyperplasia of spleen and lymph nodes due to the accumulation of FasL-expressing 33 

B220+ DN T cells.  Importantly, lymphoaccumulation is never found in P2X7R-deficient B6 34 

mice, suggesting that the P2X7R deficiency massively amplified the mild phenotype associated 35 

with the lpr mutation in B6 genetic background.  High levels of IgG anti-DNA auto-antibodies, 36 

rheumatoid factor (RF) and cytokines are found in sera of B6/lpr-P2X7KO mice similar to those 37 

of MRL/lpr mice.  In contrast with MRL/lpr mice, the liver but not the skin of B6/lpr-P2X7KO 38 

mice becomes massively infiltrated by leukocytes during ageing.  B6/lpr-P2X7RKO mice have 39 

a shortened lifespan, but that remains significantly longer than MRL/lpr mice.  Finally, B6/lpr-40 

P2X7KO and MRL/lpr mice exhibit the same strong sexual dimorphism with female being 41 

more severely affected than males.  Therefore, our data are consistent with an important role of 42 

P2X7R in T-cell homeostasis and autoimmunity development.   43 
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Materials and Methods 1 

Mice 2 

 Fas deficient MRL/MpJ-Faslpr/J (MRL/lpr, stock No. 000485), wild-type MRL/MpJ 3 

(MRL+/+, stock No. 000486), wild-type C57BL/6J (B6), P2X7R-deficient B6.129P2-4 

P2rx7tm1Gab/J (B6-P2X7KO, stock No. 005576), Fas-deficient B6.MRL-Faslpr/J (B6/lpr, stock 5 

No. 000482) mice originally from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) were maintained 6 

in our animal facilities (CNRS SEAT UPS44, Villejuif, France, and Animalerie NeuroPSI, 7 

Orsay, France).  The B6 mice homozygous for both Faslpr (lpr) mutation and P2X7R-deficiency 8 

(B6/lpr-P2X7KO) were maintained at CNRS TAAM UPS44 animal facility (Orléans, France).  9 

All experiments were conducted in accordance with French (décret n° 2013-118) and EU 10 

(directive 86/609/EEC) guidelines for the care of laboratory animals and approved by our local 11 

research ethics committee (CEEA 59). 12 

 13 

PCR-based genotyping analysis of double-mutant mice 14 

 Wild-type and mutant alleles of the P2X7 and fas genes were screened by PCR using 15 

DNA extracted from mouse tails and forward 5’-TCACCACCTCCAAGCTCTTC-3’ and 16 

reverse 5’-TATACTGCCCCTCGGTCTTG-3’ primers for the P2X7 gene, forward 5’-17 

GTAAATAATTGTGCTTCGTCAG-3’ and reverse 5’-CAAATCTAGGCATTAACAGTG-3’ 18 

primers for the fas gene and forward 5’-GTAAATAATTGTGCTTCGTCAG-3’ and reverse 5’-19 

TAGAAAGGTGCACGGGTGTG-3’ primers for the early transposon (ETn) insertion into the 20 

fas gene (lpr mutation).  The PCR conditions were as follows: 1 cycle at 95°C for 5 min 21 

followed by 35 cycles at 95°C for 1 min, 60°C for 30 sec, 72°C for 45 sec and 1 cycle at 72°C 22 

for 5 min. 23 

 24 

 25 
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 26 

Immunization with ovalbumin-expressing Adenoviral vector 27 

 Immunization with ovalbumin (OVA)-expressing adenoviral vector (AdOVA) was 28 

performed as previously described 34.  Briefly, 1010 AdOVA particles were injected 29 

intraperitoneally.  Blood samples were collected before virus injection and at different time 30 

points thereafter.  As described below, mice were analyzed for the presence of anti-OVA and 31 

anti-Ad antibodies as well as OVA-specific CD8+ T cells. 32 

 33 

Isolation of intrahepatic mononuclear cells 34 

 Intrahepatic mononuclear cells were isolated as previously described 4.  Briefly, livers 35 

were perfused to eliminate blood, cut into small pieces in 30% fetal calf serum-RPMI 1640 36 

medium (Invitrogen, France), passed through a mesh and washed.  The cell pellet was 37 

resuspended in 20% fetal calf serum-RPMI 1640 medium and mononuclear cells were separated 38 

from hepatocytes by Ficoll density (1,090 g/ml) gradient centrifugation. 39 

 40 

Lymphocyte immunophenotyping and OVA-specific CD8+ T cell frequency 41 

 Spleen, lymph node and intrahepatic mononuclear cell suspensions were phenotyped by 42 

flow cytometry using fluorescent-conjugated monoclonal antibodies (mAb) against the cell 43 

surface markers CD90.2/Thy1.2 (clone 30-H12), B220 (clone RA3-6B2), CD45RB (clone 44 

C363.16A), CD4 (clone GK1.5), CD8a (clone 53-6.7), CD69 (clone H1.2F3), CD44 (clone 45 

IM7), CD62L (clone MEL-14), CD25 (PC61.5), CTLA-4 (clone UC10-4B9), CD197/CCR7 46 

(clone 4B12), KLRG1 (clone 2F1), CD127/IL-7 receptor-α (clone A7R34), PD-1 (clone J43), 47 

PD-L1 (clone MIH5), Tim3 (clone 2B.2C12), the death-inducing molecules FasL (clone 48 

MFL3), Fas (clone 15A7), Granzyme B (clone NGZB) and the transcription factors Foxp3 49 

(clone FJK-16s), T-bet (clone 4B10), GATA3 (clone TWAJ), RORγt (clone B2D), Bcl-6 (clone 50 
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BCL-DWN) and Eomes (clone Dan11mag) (all from eBioscience, Paris, France).  P2X7R was 51 

detected using a rabbit polyclonal anti-P2X7R serum described previously 32,33 and 52 

fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)’2 secondary antibodies (eBioscience).  53 

Fluorescent-conjugated rat or mouse IgG1, IgG2a, IgG2b or Armenian hamster IgG mAbs or 54 

rabbit IgG polyclonal serum were used as the isotype control (eBioscience).  Use of mAb to 55 

mouse Fcγ receptor (clone 93, eBioscience) avoided non-specific antibody binding.  The 56 

frequency of ovalbumin (OVA)-specific CD8+ T cells among splenic T cells was determined 57 

using fluorescent-labeled OVA (peptide SIINFEKL)-H-2Kb tetramers and fluorescent mAbs 58 

against phenotypic markers, according to the manufacturer instructions (MBL international, 59 

Woburn, MA).  Data acquisition was performed at the Flow cytometry core facility at I2BC, 60 

CNRS UMR 9198. 61 

 62 

Measurement of antibody responses against OVA-expressing adenovirus  63 

 Anti-OVA antibody titers in the sera of mice immunized with AdOVA were determined 64 

as previously described 34.  Briefly, after coating of 96-well plates (Nunc) with 1 μg of 65 

ovalbumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or 100 ng of denaturated wild-type adenoviral 66 

particles, serial dilutions of the sera in 5% milk PBS-Tween were added.  Bound antibodies 67 

were detected with peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG antibodies (Southern 68 

Biotechnology Associates, Birmingham, AL).  The peroxidase activity was revealed by 69 

incubation with the substrate O-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich) for 30 70 

min.  OD was determined at 490 nm.  Titers were defined as the reciprocal of the highest 71 

dilution giving an OD490 twofold above background values. 72 

 73 

 74 

 75 
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ATP-mediated CD62L shedding, PS exposure and Pore formation assays 76 

 P2X7R-mediated cellular functions were performed as previously described 32.  Briefly, 77 

spleen cells suspended in RPMI 1640 were treated with ATP in a humidified 5% CO2 78 

atmosphere at 37°C for 30 min.  Cell suspensions were then washed, and stained for 30 min on 79 

ice with phenotype-specific fluorescent mAbs and with fluorescent-conjugated anti-CD62L 80 

mAb and Annexin V fluorescent conjugates to assess CD62L shedding and cell surface PS 81 

exposure.  To quantify P2X7-mediated pore formation, ATP treatment was performed in the 82 

presence of YO-PRO-3 fluorescent dyes (Life Technologies, Carlsbad, CA).   83 

 84 

ELISA detection of anti-dsDNA autoantibodies and rheumatoid factor 85 

 To quantify serum levels of IgG2a anti-dsDNA autoantibody and IgG rheumatoid factor 86 

(RF), 96-well plates were coated with 500 ng calf-thymus DNA and 100 ng rabbit IgG (Sigma-87 

Aldrich), respectively.  After blocking with 1% BSA, serial serum dilutions (starting at 1/400) 88 

were added in triplicate for 2 h at room temperature, and then washed.  Bound IgG anti-DNA 89 

and RF were detected with alkaline phosphatase-labeled goat anti-mouse IgG and pNPP 90 

(Sigma-Aldrich).  OD was determined at 405 nm.   91 

 92 

Cytokine, chemokine and CRP detection by ELISA and Multiplex immunoassays 93 

 Serum levels of cytokines, chemokines and CRP (C-reactive protein) were assayed 94 

using the ProcartaPlex Multiplex Immunoassays (36-Plex Mouse ProcartaPlex, CRP Mouse 95 

ProcartaPlex simplex kit, eBioscience) or Quantikine ELISA Kit (R&D systems, Minneapolis, 96 

MN), following the manufacturers’ instructions. 97 

 98 

Histopathology 99 
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 Kidneys, liver, skin, brain, heart, gut, lungs, thymus, pancreas, spleen and lymph node 100 

samples were fixed overnight in Glyo-Fixx (Shandon, Thermo Fisher Scientific, France), then 101 

dehydrated, paraffin-embedded and 4-μm-thick sections were cut.  After hematoxylin, eosin 102 

and saffron staining, sections were examined.  Sections were then counterstained with hemalun. 103 

 104 

Statistical analysis 105 

 Data are reported as mean ± SE.  Experimental and control groups were compared using 106 

unpaired two-tailed Student’s t-test or ANOVA.  Statistical significance is indicated as follows: 107 

* P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. 108 
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Results 1 

B6/lpr-P2X7KO mice develop massive hyperplasia of the spleen and lymph nodes  2 

 Previously, we have reported that pathogenic B220+ DN T cells that accumulate in the 3 

spleen and lymph nodes (LN) of MRL/lpr or B6/lpr mice have lost both sensitivity to eATP 4 

and P2X7R membrane expression 33.  In order to determine whether the down-regulation of 5 

P2X7R expression in B220+ DN T cells contributes to their accumulation in lpr mice, we 6 

generated a B6 mouse strain harboring both the lpr mutation and P2X7R deficiency (named 7 

B6/lpr-P2X7KO).  B6 genetic background was chosen because B6/lpr develops only a mild 8 

lymphoaccumulation compared to MRL/lpr mice.  The B6/lpr-P2X7KO mice were produced 9 

by crossing B6/lpr and B6-P2X7KO mice and were recovered in the F2 generation with the 10 

expected Mendelian genotype frequencies.  PCR analysis of genomic DNA was used to select 11 

double-mutant mice among F2 generation mice (supplementary Fig. 1A).  The absence of 12 

P2X7R and Fas membrane expression on B6/lpr-P2X7KO spleen cells was confirmed by flow 13 

cytometry using a rabbit polyclonal antiserum against P2X7R and anti-Fas mAb, respectively 14 

(supplementary Fig. 1B).  The absence of P2X7R was also confirmed by the loss of ATP-15 

induced CD62L shedding, PS externalization and pore formation in B6/lpr-P2X7KO spleen 16 

cells (supplementary Fig. 1C). 17 

 The B6/lpr-P2X7KO mouse strain, but not the parent strains B6/lpr and B6-P2X7KO 18 

develop an unexpected massive hyperplasia of peripheral lymphoid organs with aging of similar 19 

magnitude to the one observed MRL/lpr mice (Figs 1A–1B).  The weights of the spleen and 20 

LNs from 6-month-old B6/lpr-P2X7KO mice were similar to those of 4-month-old MRL/lpr 21 

mice, but 4 to 6 times higher than those from 6-month-old B6/lpr mice (Table 1).  In B6/lpr-22 

P2X7KO spleens and LNs, leukocyte cell numbers were increase of around 2 to 3 times (Fig. 23 

1B and data not shown), mainly due to the accumulation of T cells (Fig. 1C and supplementary 24 

Fig. 1A).  Though absolute numbers of B cells were unchanged in B6/lpr-P2X7KO mice and 25 
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similar to those of MRL/lpr mice or parental strains, their percentages were drastically reduced 26 

due to the massive increase in T cell numbers (Fig. 1C and supplementary Fig. 1A).   27 

 28 

Massive accumulation of B220+ DN T cells in B6/lpr-P2X7KO spleen and lymph nodes  29 

 Given that the main T cell subset that accumulates in secondary lymphoid organs of 30 

autoimmune MRL/lpr expresses the B220+ DN phenotype, we have analyzed the levels of CD4, 31 

CD8 and B220 membrane expression in T cells from B6/lpr-P2X7KO spleen (Figs. 2 and 3) 32 

and LNs (supplementary Fig. 2) by flow cytometry.  A significant increase of the absolute 33 

numbers of CD4+ (Fig. 2B) and CD8+ T cells (Fig. 2C) and DN T cells (Fig. 2D) was found in 34 

the spleen of B6/lpr-P2X7KO mice.  However, while the percentages of CD4+ T cell were 35 

unchanged among the whole splenic T-cell population (Figs. 2B–2E), they were significantly 36 

decreased for CD8+ T cells (Figs. 2C–2E) and increased for DN T cells (Figs. 2D–2E), 37 

suggesting that DN T cells could originate from the CD8+ subpopulation.  Importantly, all DN 38 

T cells from B6/lpr-P2X7KO spleen express the membrane phosphatase B220 (Fig. 3), 39 

suggesting their similar origin with their counterparts from MRL/lpr mice.  Similar proportions 40 

of CD4+, CD8+ and B220+ DN T-cell subsets were found in LNs of B6/lpr-P2X7KO mice 41 

(supplementary Figs. 2A–2B).  Like in the MRL/lpr mouse strain, the numbers of B220+ DN T 42 

cells in B6/lpr-P2X7KO mice are significantly higher in female than male.  As expected, less 43 

than 5% of B220+ DN T cells were found in the spleen and LNs of B6 and B6-P2X7KO mice, 44 

whatever their age and gender (Fig. 2 and supplementary Fig. 2). 45 

 46 

Kinetics of B220+ DN T cells accumulation in B6/lpr-P2X7KO mice 47 

 Macroscopically, adenopathies develop later in B6/lpr-P2X7KO mice than in MRL/lpr 48 

mice, suggesting that the time scale of lymphoaccumulation differs between the two mouse 49 

strains.  Therefore, we monitored the accumulation of B220+ DN T cells accumulation in LNs 50 
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from newborn to 32 weeks-old mice (Fig. 3D).  In 10 weeks-old mice, B220+ DN T cells 51 

represent almost 40% of whole T cells in MRL/lpr mice, whereas around 12% were found in 52 

B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice.  In B6/lpr mice, B220+ DN T cell numbers reached a plateau 53 

(20% of whole T cells, Fig. 3D) at the age of 15 weeks.  In contrast, in B6/lpr-P2X7KO mice 54 

the numbers of B220+ DN T cells continue to increase and reached the numbers observed in 55 

MRL/lpr mice at the age of 30 weeks (Fig. 3D).  To resume, our data show that the maximum 56 

accumulation of B220+ DN T cells in the spleen and LNs was significantly higher in B6/lpr-57 

P2X7KO mice than in B6/lpr mice, and similar to MRL/lpr mice.  However, twice as much 58 

time is necessary in B6/lpr-P2X7KO mice to reach B220+ DN T cell numbers observed in 59 

MRL/lpr mice. All together, our data strongly suggest that the lpr and p2rx7KO mutations 60 

synergize to amplify the lymphoproliferative syndrome. 61 

 62 

Livers of B6/lpr-P2X7RKO mice are infiltrated by B220+ DN T cells  63 

 MRL/lpr mice develop autoimmune syndrome characterized by T-cell infiltrations in 64 

multiple organs, excepted in the liver 35.  In contrast, histology analysis of B6/lpr-P2X7KO 65 

organs revealed numerous infiltrates in the liver and to a lesser extent kidney, but not in other 66 

organs (Fig. 4A).  Livers from 4 to 8 month-old mice were collected and weighted.  Mean 67 

B6/lpr-P2X7KO liver weights were significantly higher than B6/lpr and B6-P2X7KO values 68 

(Table 1).  Liver mononuclear cells were isolated and phenotypic analyses were performed by 69 

flow cytometry.  Surprisingly, numbers of liver infiltrating T cells were significantly higher in 70 

B6/lpr-P2X7KO mice than B6-P2X7KO, B6/lpr and even MRL/lpr mice (Fig. 4).  71 

Interestingly, livers from B6-P2X7KO mice revealed a massive infiltration of CD4+, CD8+ and 72 

B220+ DN T cells.  Numbers of B220+ DN T cells were 7-fold and 10-fold higher in livers from 73 

B6/lpr-P2X7KO mice than in MRL/lpr and B6/lpr, respectively (Fig. 4B).  However, levels of 74 
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C-reactive protein were normal in B6/lpr-P2X7KO sera, suggesting that the extent and severity 75 

of tissue damage were limited in B6/lpr-P2X7KO mice compared to MRL/lpr mice (Fig. 4C).   76 

 77 

Origin of B220+ DN T lymphocytes that accumulate in B6/lpr-P2X7KO tissues 78 

 Figure 2 shows that the decrease in CD8+ T cell numbers observed in B6/lpr-P2X7KO 79 

mice with ageing are counterbalanced by an increase in DN T cell numbers, suggesting that 80 

B220+ DN T cells could originate from the CD8+ subpopulation.  To confirm that the CD8 81 

originate from B220 DN T cells, we have quantified the levels of CD8 membrane expression 82 

in T lymphocyte by flow cytometry (Fig 5A and Supplementary Fig. 2C).  In agreement with a 83 

CD8 origin of DN T cells, we have found that the levels of CD8 expression, but not CD4 were 84 

dramatically decreased on T cells from B6/lpr-P2X7KO mice but not B6, B6-P2X7KO or 85 

MRL/lpr mice (Fig. 5A).  In B6/lpr mice, we have observed a slight decrease of CD8 expression 86 

levels on T cells (Fig. 5A).  Moreover, we found increased expression (MFI) of Eomesodermin 87 

(Eomes), a CTL- and Th1-specific transcription factor, and percentages of Eomes+ T cells in 88 

the CD8 subpopulation from B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice compared to B6 and B6-89 

P2X7KO mice, suggesting that CD8+ T cells from lpr mice exhibited a high level of activation 90 

(Fig. 5B).  Importantly, high percentages of pathogenic B220+ DN T cells from lpr mice, 91 

especially in B6/lpr-P2X7KO mice, expressed high levels (MFI) of Eomes, confirming their 92 

CD8 origin (Fig. 5B).  Furthermore, the percentages of Eomes+CD4+ T cells were increased in 93 

both B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice compared to B6 and B6-P2X7KO mice, suggesting 94 

increased numbers of Th1 lymphocytes in lpr mice (Fig. 6B). 95 

 96 

 97 

 98 

High levels of membrane-anchored and soluble form of FasL in B6/lpr-P2X7KO mice 99 
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 To investigate whether B220+ DN T lymphocytes could display cytotoxic activities in 100 

addition to CD8+ cytotoxic T cells, we have quantified the Granzyme B vesicular expression 101 

(Fig. 5C) and FasL membrane expression (Fig. 5D) on T lymphocytes from 4 to 8 month-old 102 

B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice.  Interestingly, FasL was overexpressed on T cells from 103 

B6/lpr-P2X7KO and MRL/lpr mice but not B6/lpr and B6-P2X7KO mice (Fig. 5D).  Moreover, 104 

FasL can be also synthesized in soluble form.  We found that FasL membrane expression was 105 

correlated with high levels of soluble FasL in sera from B6/lpr-P2X7KO (Fig. 5D).  In contrast, 106 

Granzyme B expression was increased in CD8+ but not CD4+ or B220+ DN T cells from B6/lpr-107 

P2X7KO mice (Fig. 5C).  Interestingly, like in MRL/lpr mice 1, B220+ DN and CD8+ T cells 108 

from B6/lpr-P2X7KO mice have cytotoxic potential by the Fas/FaL-dependent and Granzyme-109 

dependent pathway, respectively.  110 

 111 

Central memory and Effector Memory differentiation stages predominate in B6/lpr-P2X7KO 112 

T-cell subsets.  113 

 We show above that B6/lpr-P2X7KO mice express with ageing high levels of both pro 114 

and anti-inflammatory cytokines as well as high numbers of activated T CD4+ (Tconv and 115 

Treg), CD8+ and B220+ DN T lymphocytes.  To gain insight into the differentiation state of 116 

B6/lpr-P2X7KO T cells, we have assessed precisely their stage of differentiation using a more 117 

detailed phenotypic characterization (Fig. 6 and Supplementary Fig. 3). The results show that 118 

the percentages of CD44loCD62L+ naïve T cells (either CD4+ or CD8+) decreased in B6/lpr and 119 

B6/lpr-P2X7KO with ageing compared to B6 and B6-P2X7KO mice because they acquired 120 

either a CD44hiCD62L−CCR7− effector memory (EM) phenotype or a CD44hiCD62L+ CR7+ 121 

central memory (CM) phenotype (Supplementary Fig. 3A and 3B).  Pathogenic CCR7−B220+ 122 

DN T cells expressed also the EM or CM phenotype (Supplementary Fig. 3C).  Recently, we 123 

have shown that the effector/memory CD8+ and CD4+ subpopulations from wild-type B6 mice 124 
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mainly expressed the CD44hiCD45RBhi or CD44hiCD45RBlo phenotype, respectively (Mellouk 125 

et al manuscript submitted).  Therefore, we have analysed CD44 and CD45RB expression on T 126 

lymphocytes from B6, B6-P2X7KO, B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice.  In agreement with our 127 

previous results, we found with ageing a decrease of the percentages of CD44loCD45RBhi naïve 128 

T cells and a compensatory increase of the percentages of CD44hiCD45RBhi or 129 

CD44hiCD45RBlo effector/memory T cells in both B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mouse strains 130 

(Fig. 6A).  Almost all pathogenic B220+ DN T-cell subset expressed a CD44hiCD45RBhi 131 

effector/memory phenotype (Fig. 6B), confirming their CD8+ origin.  Moreover, these results 132 

suggest that all T-cell subsets from B6/lpr-P2X7KO mice are hyperactivated, which have been 133 

evaluated by the analysis of the levels of CD44, CD45RB, PD-1 and Tim3 expression on CD4+ 134 

and CD8+ subpopulations (Figs. 6C and 6D).  We found a small level of PD-1, but not Tim3 135 

membrane expression in CD4+ (CD44hiCD45RBlo) and CD8+ (CD44hiCD45RBhi) T-cell 136 

subpopulations from B6/lpr-P2X7KO (Figs. 6C and 6D).  In MRL/lpr mice, small numbers of 137 

CD8+ T cells displayed the PD-1+Tim3+ exhausted phenotype (Fig. 6C).  Interestingly, B220+ 138 

DN from B6/lpr-P2X7KO mice expressed the CD44hiCD45RBhiCCR7− phenotype reminiscent 139 

of the human EMRA phenotype of chronically activated CD8+ T lymphocytes.   140 

 141 

High levels of anti-DNA autoantibodies and rheumatoid factor in B6/lpr-P2X7KO sera 142 

 Anti-DNA autoantibodies and RF play an important pathogenic role in SLE through 143 

immune complex-mediated damage in kidneys and other organs.  Therefore, complement-144 

fixing IgG2a anti-DNA antibodies and IgG RF were quantified by ELISA in sera from 7 to 8 145 

month-old B6/lpr, B6-P2X7KO, B6/lpr-P2X7KO mice and 4 month-old MRL/lpr mice.  As 146 

expected, ELISA analyses revealed pathologic levels of IgG2a DNA-reactive antibodies and 147 

IgG RF in sera of B6/lpr but not B6-P2X7KO mice (Fig. 7A).  Importantly, significantly higher 148 
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levels of autoantibodies were found in B6/lpr-P2X7KO sera compared to B6/lpr sera, which 149 

were very similar to those found in sera of autoimmune MRL/lpr mice (Fig. 7A).  150 

 151 

High levels of both pro- and anti-inflammatory cytokines in B6/lpr-P2X7KO sera 152 

 Because inflammatory cytokines are major mediators of several autoimmune and 153 

inflammatory diseases, we compared their serum levels between B6/lpr-P2X7KO and MRL/lpr 154 

mice (Figs. 7B–D).  We found high levels of inflammatory cytokines as well as Th1 and Th17 155 

cytokines (e.g. IL-12, IFN-γ, IL-17, IL-23) in B6/lpr-P2X7KO sera, whose levels are similar 156 

or even higher than those measured in sera from autoimmune MRL/lpr mice (Fig. 7B).  157 

Interestingly, we found that sera from B6/lpr-P2X7KO mice contained also high levels of the 158 

Th2-type cytokines IL-4 and IL-5, which are very low in sera from MRL/lpr mice (Fig. 7C).  159 

Furthermore, we found that B6/lpr-P2X7KO sera contained high levels of the Th2 cytokine IL-160 

10 as well as high numbers of Foxp3+ regulatory T cells (Treg) compared to B6, B6/lpr, B6-161 

P2X7KO and even MRL/lpr mice (Supp. Fig. 4).  These results show that the cytokine profiles 162 

expressed by double-mutant B6/lpr-P2X7KO mice were very different of single-mutant mice 163 

(i.e. B6/lpr and B6-P2X7KO) and were, although different, at least as complex as those of 164 

autoimmune MRL/lpr mice. 165 

 166 

B6/lpr-P2X7KO mice display reduce ability to mount humoral and cellular immune responses 167 

against OVA-expressing adenoviral vector 168 

 To confirm the age-related hyperactivation of the immune system in B6/lpr-P2X7KO 169 

mice (Figs. 6 and 7), wild-type, single- and double-mutant mice on B6 genetic background have 170 

been immunized with OVA-expressing adenoviral vector.  Then we have measured the intensity 171 

of humoral and cellular immune responses within the first 8 weeks after immunization.  Thus, 172 

we have quantified percentages and absolute numbers of OVA-specific CD8+ T cells by flow 173 
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cytometry using OVA peptide-H-2Kb tetramer.  We found that the percentages and absolute 174 

numbers of OVA-specific CD8+ T cells are significantly lower in the spleen of B6/lpr-P2X7KO 175 

mice than B6, B6-P2X7KO and B6/lpr mice (Fig. 8A).  Despite their CD8 origin and activated 176 

status (Figs. 5–6), B220+ DN T cells are unable to mount immune responses against OVA-177 

expressing adenoviral vector.  Importantly, a single or double deficiency in the fas gene (lpr 178 

mutation) and/or p2x7 gene (P2X7KO) did not modify the proportions of the distinct subsets of 179 

effector CD8+ T cells, which include short-lived (SLEC; KLRG1+CD127−), double-positive 180 

(DPEC; KLRG1+CD127+), memory-precursor (MPEC; KLRG1−CD127+) effector cells from 181 

an early-effector cell (EEC, KLRG1−CD127−) (Fig. 8B).  In contrast, in the CD4 subpopulation, 182 

we observed a significant decrease of the percentages of Th1 (T-bet+) and Th2 (GATA3+) cells 183 

in B6/lpr-P2X7KO mice (Fig. 8C), which are consistent with the decrease of the humoral 184 

responses against the adenoviral vector (Figs. 8D and 8E).  Anti-Ad IgG1, IgG2a and IgG2b 185 

antibody titers as well as anti-OVA IgG antibody titers were significantly lower in sera from 186 

B6/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice than B6 and B6-P2X7KO mice (Fig. 8D, and data not shown).  187 

Altogether these results reveal a reduce efficacy of the immune system of B6/lpr-P2X7KO mice 188 

to response to an antigenic challenge, which could be due to an hyperactivation of the T-cell 189 

subpopulations as well as their late stage of cellular differentiation.  190 
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Discussion 1 

 SLE is a multifactorial autoimmune disease characterized by the hyperactivation of 2 

immune cells, production of autoantibodies, and immune complex-mediated inflammatory 3 

damage in multiple organs.  The etiology of the SLE results from a combination of genetic, 4 

hormonal and environmental factors.  The contributing genetic factors are believed to be 5 

multiple susceptibility alleles with only a small individual contribution to disease.  Mouse 6 

models of lupus have allowed the identification of numerous susceptibility loci as well as a 7 

better understanding of molecular and cellular mechanisms involved in the onset and 8 

development of the disease 13,36,37.  Mouse models are also essential for the development of 9 

novel SLE therapy such as the As2O3-based treatment that we have developed using MRL/lpr 10 

mice 35.   11 

 Since P2X7R plays a major role in both innate and adaptive immunity, its involvement in 12 

the development of inflammatory and autoimmune diseases is extensively studied.  Moreover, 13 

the ATP/P2X7R pathway has been suggested as a candidate susceptibility locus for lupus 14-17.  14 

However, protective or detrimental effects of P2X7R on disease onset and/or development have 15 

been observed 18,38, emphasizing the need for an in-depth investigation on how the ATP/P2X7R 16 

signalling pathway are regulated in immune cells under normal and pathological situations.  17 

Thus, we have recently reported that the regulation of T-cell sensitivity to ATP is far more 18 

complex than previously considered.  We have shown that P2X7R expression and ATP-induced 19 

cellular functions in normal CD4+ and CD8+ T cells depend on their stages of activation and 20 

differentiation 32 (Mellouk et al manuscript submitted).  In conventional CD4+ T cells, we 21 

shown that recently activated (CD69+) naïve CD44loCD45RBhi T cells express a significantly 22 

reduced ability to cleave CD62L compared to resting (CD69–) naïve CD44loCD45RBhi T cells 23 

although they express higher levels of P2X7R.  The reverse situation was observed for ATP-24 

induced pore formation and, to a lesser extent, PS externalization, which were significantly 25 
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upregulated in recently activated naïve compared to naïve T cells 32.  In Tregs, we found high 26 

levels of both P2X7R membrane expression and ATP-mediated cellular responses 32.  In normal 27 

CD8+ T cells, we found that while ATP treatment can trigger channel opening, pore formation, 28 

CD62L shedding, PS exposure and cell death at the naïve CD44loCD45RBhi stage, it was unable 29 

to induce these cellular activities at the effector/memory CD44hiCD45RBhi stage.  Importantly, 30 

both CD44loCD45RBhi naïve and CD44hiCD45RBhi effector/memory subsets express similar 31 

low levels of P2X7R, demonstrating that the sensitivity of CD8+ T cells to ATP depends on the 32 

stage of differentiation instead of P2X7R expression levels (Mellouk et al, manuscript 33 

submitted).  In pathogenic CD4–CD8– T cells that accumulate in MRL/lpr and B6/lpr mice, we 34 

have previously reported a marked loss of P2X7R membrane expression and consequently 35 

eATP sensitivity 33, suggesting that P2X7R deficiency could dramatically amplify the severity 36 

of lymphadenopathy and splenomegaly in Fas-deficient mouse strain.  To gain insight in the 37 

role of P2X7R in T-cell homeostasis and autoimmunity, we have generated the B6/lpr-P2X7KO 38 

mouse strain by crossing single-mutant lpr and P2X7KO mice in a B6 genetic background.  39 

This genetic background has been chosen because B6/lpr mice develop only a mild 40 

lymphoproliferation and a limited lupus compared to MRL/lpr mice, rendering easier to detect 41 

potential phenotypic changes.  Importantly, B6/lpr-P2X7KO mice develop a massive 42 

hyperplasia of secondary lymphoid organs and liver compared to B6/lpr mice, which peaks 43 

around 7 to 8-months of age.  Like in MRL/lpr mice, lymphadenopathy and splenomegaly in 44 

B6/lpr-P2X7KO mice were due to the massive accumulation of B220+ DN T cells.  B220+ DN 45 

T cells express the FasLhiCD44hiCD45RBhi effector/memory phenotype and high levels of 46 

Eomes transcription factor.  Our results are in agreement with previous studies showing that 47 

Eomes deficiency in B6/lpr mice reduces B220+ DN T cell numbers 39.  In the present study, 48 

we also show that B220+ DN T cells mostly originate from CD8+ T cells at the 49 

CD44hiCD45RBhi effector/memory stage, which display a very low sensitivity to both P2X7R 50 
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(Mellouk et al, manuscript submitted) and Fas receptor 40.  Altogether, these data suggest that 51 

P2X7R, in synergy with Fas death receptor, is physiologically involved in the homeostasis of 52 

CD8+ T cells especially at the effector/memory stage.  Finally, most CD4+ and CD8+ 53 

subpopulations from B6/lpr-P2X7KO mice expressed with ageing a late stage of activation 54 

characterized by an EMRA-like (CD44hiCD45RBhiCD62L–CRR7–) or exhausted (Tim3+PD1+) 55 

phenotype. This hyperactivation state of T-cell subpopulations rendered B6/lpr-P2X7KO mice 56 

unable to generate high numbers of OVA-specific CD8+ T cells and produce high titers of anti-57 

Ad and anti-OVA IgG antibodies, which could be due to a reduce frequency of naïve precursor 58 

T cells and/or the inability of CD4+ and CD8+ T cells to respond to an antigenic challenge due 59 

to a hyperactivation state and/or DCs to efficiently process OVA and Ad antigens.  However, 60 

activated CD8+ T cells from AdOVA-immunized B6/lpr-P2X7KO mice have not lost the ability 61 

to differentiate into short-lived (SLEC), double-positive (DPEC) or memory-precursor (MPEC) 62 

effector cells from early-effector cells (EEC) specific for OVA peptide SIINFEKL.  The 63 

development into these different subtypes of effector cells is considered to be dependent on 64 

cytokine milieu during CD8+ T cell priming, in particular, the amount of IL-12 41 and/or the 65 

frequency of naïve CD8+ T cell precursor 42-44.  Therefore, our data suggest that the development 66 

into SLEC or MPEC subsets in AdOVA-immunized B6/lpr-P2X7KO mice is most probably 67 

under the control of cytokine milieu but not of naïve T cell precursor frequency. 68 

 To determine whether the massive dysregulation of T-cell homeostasis observed in 69 

B6/lpr-P2X7KO mice could amplify the limited lupus-like syndrome of B6/lpr mice, we have 70 

analyzed in B6/lpr-P2X7KO mice serum levels of antoantibodies and cytokines.  We found 71 

significant higher levels of anti-DNA auto-antibodies and RF in sera from B6/lpr-P2X7KO 72 

mice than B6/lpr mice.  Importantly cytokine profiles in sera from B6/lpr-P2X7KO seem to be 73 

more complex than those found in MRL/lpr profile.  For instance, while inflammatory (IL-12) 74 

and Th1 (IFN-γ) cytokines were expressed at similar high levels in sera from both mouse 75 
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strains, Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) cytokines were measured at significant higher levels in sera 76 

from B6/lpr-P2X7KO mice than MRL/lpr mice.   77 

 Anti-DNA autoantibodies and RF play an important pathogenic role in SLE through 78 

immune complex-mediated damage in kidneys and other organs.  Likewise, inflammatory 79 

cytokines are major mediators of several autoimmune and inflammatory diseases.  Although 80 

B6/lpr-P2X7KO mice contain high serum levels of inflammatory cytokines, anti-DNA 81 

autoantibodies and RF they did not develop the severe skin lesions that characterize the 82 

MRL/lpr model.  Besides C-reactive protein levels remained low in sera of B6/lpr-P2X7KO 83 

mice compared to MRL/lpr mice.  However, the livers of B6/lpr-P2X7KO mice, but not 84 

MRL/lpr mice showed massive T-cell infiltrates, especially B220+ DN T cells, suggesting that 85 

target organs/tissues differ between the two models of SLE.  Therefore, next to invaluable 86 

models of SLE such as that of MRL/lpr mice, the B6/lpr-P2X7KO mouse strain is a novel 87 

model of T-cell homeostasis dysregulation and lupus development, which could allow the 88 

discovery of novel mechanisms responsible of the onset or the severity of systemic auto-89 

immune disease. 90 

 91 
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Figure legends 1 

Figure 1. B6/lpr-P2X7RKO mice develop a massive hyperplasia of secondary lymphoid 2 

organs with aging due to the accumulation of T lymphocytes.  Panels A and B show 3 

representative photographs of the spleen and lymph nodes (cervical, axillary and distal) from 4 4 

month-old MRL/lpr mice and 7 to 8 month-old B6 (WT), B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-5 

P2X7KO female mice.  Histogram shows mean (± SEM) absolute numbers of splenic 6 

leukocytes in each mouse strains (n ≥ 6 mice per strain).  The massive hyperplasia of lymph 7 

nodes is noticeable on whole body picture of living B6/lpr-P2X7KO mice (A, bottom panel, 8 

red asterisk).  (C) Spleen cells of each mouse strain (4 and 8 month-old female mice) were 9 

stained with either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220 or isotype 10 

controls.  CD90+ T cells and CD90−B220+ B cells numbers were quantified by flow cytometry, 11 

and data are expressed as mean (± SEM; n ≥ 6 mice per strain) percentages (stacked bar graph) 12 

and absolute numbers (histograms).  Asterisks denote statistically significant differences 13 

between the indicated groups (*p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 14 

 15 

Figure 2. Accumulation of CD4–CD8– (DN) T lymphocytes in the spleen of B6/lpr-16 

P2X7RKO mice.  Spleen cells from 4 month-old MRL/lpr and 7 to 8 month-old B6, B6/lpr, 17 

B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO female mice were stained with either fluorescent mAbs 18 

against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8 or isotype controls.  (A) CD4 versus CD8 19 

expression was assessed on gated CD90+ T cells by flow cytometry.  At least 20 000 events 20 

were analyzed from each sample.  Cell debris, dead cells and doublets were gated out.  Dot 21 

plots are representative of at least six independent mice per strain.  The results are also depicted 22 

as mean (± SEM; n ≥ 6 mice per strain) percentages and absolute cell numbers of CD4+ (B, ■), 23 

CD8+ (C, ■) and CD4–CD8– (DN) (D, □) CD90+ T cells.  (E) Stacked bar graph show relative 24 

percentages and absolute numbers of CD4+, CD8+ and DN among splenic CD90+ T cells.  25 
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Asterisks denote statistically significant differences between the indicated groups (* p ≤ 0.05, 26 

** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 27 

 28 

Figure 3.  B220+ DN T lymphocytes become predominant in the spleen and LNs of B6/lpr-29 

P2X7KO mice with aging.  Spleen and LN cells from 4 month-old MRL/lpr and 7 to 8 month-30 

old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO female mice were stained with either 31 

fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8 or isotype controls.  (A) 32 

B220 marker expression on splenic CD90+ T cells was evaluated in each mouse strain by flow 33 

cytometry.  (B) CD4 versus CD8 expression was analyzed on gated B220− and B220+ CD90+ 34 

T cell subsets from MRL/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice by flow cytometry.  Cell debris, dead 35 

cells and doublets were gated out.  Histograms and dot plots are representative of at least six 36 

independent mice per group.  At least 20 000 events were analyzed from each sample.  (C) The 37 

mean (± SEM) percentages and absolute cell numbers of splenic B220+ CD4–CD8– (DN) T cells 38 

were quantified in at least 6 mice per strain by flow cytometry.  (D) The kinetic of B220+ DN 39 

T cells accumulation in LNs of (■) B6/lpr, (∆) B6/lpr-P2X7KO and (○) MRL/lpr mice was 40 

measured from newborn to 32 weeks-old mice by flow cytometry.  At least 6 mice were used 41 

per age and results are expressed as mean ± SEM.  Asterisks denote statistically significant 42 

differences between the indicated groups (*** p ≤ 0.001).   43 

 44 

Figure 4.  Massive infiltration of T cells into the liver of B6/lpr-P2X7KO mice  45 

(A) Histological examination of mononuclear cell infiltrates (arrows) in liver and kidney 46 

(original magnification, 50×) sections from 8-month-old B6/lpr-P2X7KO mouse.  (B) 47 

Infiltrating leukocytes isolated of individual liver from 4 month-old MRL/lpr and 7 to 8 month-48 

old B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO female mice were stained with either fluorescent 49 

mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8 or isotype controls. The mean (± 50 
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SEM) percentages of liver CD4+, CD8+ and B220+ DN CD90+ T cells (IHL) were quantified in 51 

at least 6 mice per strain by flow cytometry.  (C) C-reactive protein levels and alarmin IL-33 in 52 

sera from B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, MRL, MRL/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice were quantified 53 

by ELISA (n ≥ 6 mice per strain). Asterisks denote statistically significant differences between 54 

the indicated groups (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01). 55 

 56 

Figure 5.  Origin of B220+ DN T lymphocytes that accumulate in B6/lpr-P2X7KO mice.  57 

Spleen cells from 4 month-old MRL/lpr and 7 to 8 month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO and 58 

B6/lpr-P2X7KO female mice were stained with either fluorescent mAbs against phenotypic 59 

and functional markers CD90, B220, CD4, CD8, FasL Eomes, Granzyme B or isotype controls.  60 

At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Cell debris, dead cells and doublets 61 

were gated out.  (A) The levels of CD8 and CD4 expression were quantified on the CD8+ (■) 62 

and CD4+ (■) CD90+ T-cell subpopulations from each mouse strains by flow cytometry.  (B–63 

C) Expression levels of transcription factor Eomes (B) and Granzyme B (C) were quantified in 64 

CD8+ (■), CD4+ (■) and DN B220+ (□) CD90+ T-cell subpopulations from each mouse strain 65 

by flow cytometry, and data are expressed as mean (± SEM) percentage and MFI values (n ≥ 6 66 

mice per strain). (D) Membrane-anchored FasL was measured on CD90+ T cells by flow 67 

cytometry.  Data are expressed as mean (± SEM) fold increase in FasL MFI on CD90+ T cells 68 

(relative to isotype control MFI) from each mouse strain (n = 5 to 7 mice per strain).  (E) Soluble 69 

FasL levels were quantified by ELISA in the sera of 7 to 8 month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, 70 

B6/lpr-P2X7KO and 4 month-old MRL/lpr mice female.  Each symbol represents data from an 71 

individual animal and horizontal lines indicate the mean (n= 5 to 7 mice per strain).  Asterisks 72 

denote statistically significant differences between the indicated groups (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, 73 

*** p ≤ 0.001). 74 

 75 
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Figure 6.  Pathogenic B220+ DN T cells in B6/lpr-P2X7KO express CD44hiCD45RBhi 76 

Effector/Memory phenotype but not PD1+TIM3+ exhausted phenotype.  Spleen cells from 77 

7 to 8 month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, B6/lpr-P2X7KO and MRL/lpr female mice were 78 

stained with either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8 79 

CD44, CD45RB, PD1, TIM3 or isotype controls.  (A–B) CD44 versus CD45RB dot plots 80 

allowed to determine percentages of naïve (CD44loCD45RBhi) and Effector/Memory (either 81 

CD44hiCD45RBlo or CD44hiCD45RBhi) in  whole CD90+ T-cell population (A) and in B220− 82 

SP or B220+ DN CD90+ T-cell subsets (B).  Cell debris, dead cells and doublets were gated out.  83 

At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Flow cytometry dot plots are 84 

representative of at least six independent mice per strain.  Stacked bar graphs show (A) relative 85 

percentages of the naïve (CD44loCD45RBhi) and Effector/Memory (either CD44hiCD45RBlo or 86 

CD44hiCD45RBhi) subsets among splenic CD90+ T cells and (B) the percentages of the 87 

CD44hiCD45RBhi Effector/Memory subset (□) and the B220+ DN subset with the 88 

CD44hiCD45RBhi Effector/Memory phenotype ( ) among splenic CD90+ T cells from the 89 

various mouse strains (n ≥ 6 mice per strain).  (C) PD1 versus TIM3 expression levels were 90 

assessed in CD4+, CD8+ and DN B220+ T cells by flow cytometry to identify percentages of 91 

PD1+TIM3+ exhausted T cells in B6 mouse spleen (n ≥ 6 mice per strain). (D) PD1 expression 92 

in gated CD4+ (■), CD8+ (■) or B220+ DN (□) T cells from B6/lpr-P2X7KO and MRL/lpr mice 93 

are shown as mean (± SEM; n ≥ 6 mice per strain) percentages.  Asterisks denote statistically 94 

significant differences between the indicated groups (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 95 

 96 

Figure 7.  Autoantibodies, RF and cytokines levels in sera from B6/lpr-P2X7RKO mice 97 

(A) Anti-ds DNA and RF antibodies and (B) IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-12, IL-17 and IL-23 98 

cytokines were quantified by ELISA in sera from 7 to 8 month-old wild-type B6, single-mutant 99 

B6/lpr and B6-P2X7KO mice and double-mutant B6/lpr-P2X7KO mice as well as and 8 month-100 
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old wild-type MRL+/+ and 4 month-old MRL/lpr female mice. Asterisks denote statistically 101 

significant differences between the indicated groups (*: p ≤ 0.05, **: p ≤ 0.01, ***: p ≤ 0.001). 102 

 103 

Figure 8.  Cellular and humoral immune responses in B6/lpr-P2X7KO mice immunized 104 

with OVA-encoding adenoviral vector.  Four month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, B6/lpr-105 

P2X7KO mice were intraperitoneally injected by 1010 AdOVA particles.  Sera were collected 106 

at 6th and 13th day after AdOVA injections.  After two weeks, spleen cells from AdOVA-107 

immunized mice were stained with either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, 108 

B220, CD4, CD8, KLRG1, CD127 and Tetramer/PE - H-2Kb OVA (SIINFEKL) or isotype 109 

controls.  Cell debris, dead cells and doublets were gated out.  At least 20 000 events were 110 

analyzed from each sample.  (A) CD8 versus tetramers expression levels were used to quantify 111 

percentages (middle panel) and absolute numbers (right panel) of OVA specific CD8+ T cells 112 

by flow cytometry.  (B) CD127 versus KLGR1 expression levels were used to quantify the 113 

numbers of Tetramer+CD44hiCD8+ T cells that were committed to EEC (CD127−KLRG1−), 114 

SLEC (CD127−KLRG1+), MPEC (CD127+KLRG1−) and DPEC (CD127+KLRG1+) effector 115 

subsets.  (C) Percentages of Th1 (Tbet+) and Th2 (GATA3+) effectors CD4+ T-cell subsets in 116 

the spleen of AdOVA-immunized mice were quantified by flow cytometry (n ≥ 6 per mice 117 

strain).  (D–E) Titers of anti-Ad and anti-OVA IgG antibodies were measured by ELISA in 118 

mouse sera collected on injection day (0) and 6 or 13 days after AdOVA injection.  Titers of 119 

complement-fixing (IgG2a and IgG2b) and non-fixing (IgG1) antibody isotypes against Ad 120 

were measured at the time of sacrifice (day 15).  Antibody titers (n ≥ 6 mice per strain) were 121 

expressed by log2 optical density (OD).  Asterisks denote statistically significant differences 122 

between the indicated groups (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 123 

 124 

Supplementary Figure legends 125 
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Figure S1. Generation of B6/lpr-P2X7KO mice by conventional crosses between B6/lpr 126 

and B6-P2X7KO mice.  Fas-deficient (B6/lpr) and P2X7-deficient (B6-P2X7KO) B6 mice 127 

were mated to produce F1 generation mice that are uniformly heterozygous for the fas and P2X7 128 

mutations.  F1 generation mice were subsequently mated to produce F2 generation mice. (A) 129 

Wild-type and mutant alleles of the P2X7 and fas genes were screened by PCR using genomic 130 

DNA extracted from tails of F2 generation mice as well as forward and reverse primers for the 131 

P2X7 gene (246 pb amplicon), the fas gene (179 pb amplicon) and for ETn insertion (lpr 132 

mutation) into the fas gene (217 pb amplicon).  (B) Fas and P2X7R membrane expression on 133 

CD90+ T cells from B6, B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO mice were measured using 134 

fluorescent anti-Fas mAb as well as rabbit polyclonal anti-P2X7R antiserum (1:100) and 135 

fluorescent-conjugated goat anti-rabbit IgG F(ab)’2 secondary antibodies. (C) Spleen cells from 136 

B6 and B6/lpr-P2X7KO mice were either left unstimulated or stimulated with 500 μM ATP for 137 

30 min in the presence or absence of YO-PRO-1 fluorescent probe.  Cells were subsequently 138 

stained with fluorescent antibodies against phenotypic markers CD90, B220 and CD62L as well 139 

as Annexin V fluorescent probe. CD62L shedding, pore formation, or PS exposure were 140 

assessed by flow cytometry on gated CD90+ T cells. Results on CD62L shedding, pore 141 

formation, or PS exposure are expressed as the mean percentage of CD62L+, YO-PRO-1+ or 142 

Annexin V+ cells after stimulation (red lines) or not (black lines) with ATP.  Data are 143 

representative of at least six independent experiments with 7 mice per group per experiment. 144 

 145 

Figure S2. Accumulation of B220+ DN T cells in LNs and spleen of B6/lpr-P2X7RKO mice.  146 

Spleen and LNs cells from 7 to 8 months-old B6-P2X7RKO, B6/lpr, B6/lpr-P2X7RKO and 4-147 

month-old MRL/lpr mice were stained with anti-CD90, anti-CD4, anti-CD8 and anti-B220 148 

mAb to assess by flow cytometry the percentages of CD4+ SP (■), CD8+ SP (■) and B220+ DN 149 

(□) T cells.  (A) B220 versus CD90 expression in spleen cells was assessed by flow cytometry.  150 
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At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Cell debris, dead cells and doublets 151 

were gated out.  Dot plots are representative of at least six independent mice per strain.  (B) 152 

Stacked bar graph show relative percentages of CD4+, CD8+ and DN among CD90+ T cells 153 

from LNs.  The results are depicted as mean (± SEM; n ≥ 6 mice per strain) percentages of 154 

CD4+ (■), CD8+ (■) and CD4–CD8– (DN) (□) CD90+ T cells from LNs.  Asterisks denote 155 

statistically significant differences between the indicated groups (*** p ≤ 0.001).   156 

 157 

Figure S3. Central memory and effector memory predominate in CD4+ and CD8+ T cell 158 

subsets from B6/lpr-P2X7KO mice.  Spleen cells from 4 month-old MRL/lpr and 7 to 8 159 

month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO female mice were stained with either 160 

fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8, CD44, CD62L, CCR7 161 

or isotype controls.  CD44 versus CD62L expression was assessed by flow cytometry to 162 

quantify percentages of CD44loCD62L+ naïve, CD44hiCD62L− effector memory (TEM) and 163 

CD44hiCD62L+ central memory (TCM) on gated CD4+ SP (A), CD8+ SP (B) or B220+ DN (C) 164 

CD90+ T cell subpopulations.  Dot plots are representative of at least six independent mice per 165 

group.  At least 20 000 events were analyzed from each sample.  Stacked bar graphs show 166 

relative percentages of naive, TCM and TEM CD90+ T cells (either SP or DN) defined by CD44 167 

and CD62L expression.  CCR7 expression levels were quantified on CD4+ SP (A), CD8+ SP 168 

(B) and B220+ DN (C) CD90+ T cells from each mouse strain by flow cytometry.  Asterisks 169 

denote statistically significant differences between the indicated groups (*: p ≤ 0.05, **: p ≤ 170 

0.01, ***: p ≤ 0.001). 171 

 172 

Figure S4.  Accumulation of Foxp3+ Tregs in the spleen of B6/lpr-P2X7KO mice.  Spleen 173 

cells from 7 to 8 month-old B6, B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO female mice were 174 

stained with either fluorescent mAbs against phenotypic markers CD90, B220, CD4, CD8, and 175 
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Foxp3 or isotype controls. (A) CD4 versus Foxp3 expression was assessed by flow cytometry 176 

to quantify percentages of Foxp3+CD4+ regulatory T cells.  Dot plots are representative of at 177 

least six independent mice per group.  At least 20 000 events were analyzed from each sample. 178 

(B) Graphs show percentages and absolute numbers of Foxp3+CD4+ regulatory T cells per 179 

spleen. (B) IL-10 levels in sera from wild-type B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, wild-type MRL+/+, 180 

MRL/lpr and B6/lpr-P2X7KO mice were quantified by ELISA. Asterisks denote statistically 181 

significant differences between the indicated groups (*: p ≤ 0.05, **: p ≤ 0.01, ***: p ≤ 0.001). 182 

 183 
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Table 1: weight of organs from MRL/lpr, B6/lpr, B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO mutant mice  
 

 B6-P2X7KO 
(n=7)* 

B6/lpr 
(n=7)* 

B6/lpr-P2X7KO 
(n=8)* 

MRL/lpr 
(n=6)* 

Axillary LN** 0.007 ± 0.004 0.054 ± 0.072 0.338 ± 0.228 0.257 ± 0.144 

Mesenteric LN** 0.064 ± 0.021 0.199 ± 0.226 0.782 ± 0.243 0.902 ± 0.368 

Spleen** 0.090 ± 0.031 0.200 ± 0.085 0.787 ± 0.818 0.880 ± 0.474 

Liver** 1.80 ± 0.178 1.79 ± 0.206 2.276 ± 0.587 2.637 ± 0.483 
 

* (n=) mice number 
** Organ weight in g.  Results are expressed as mean organ weights ± SE from n mice.  LN= lymph node 
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 RRésultats complémentaires 
.I Matériel et méthodes 

.I.1 Lignées et culture cellulaire 

Les lignées cellulaires présentées ci-dessous sont cultivées en suspension dans un milieu RPMI 

1640 Glutamax (Gibco, ThermoFisher Scientific) enrichi avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) 

décomplémenté et d’un cocktail d’antibiotiques et d’antifongiques (pénicilline, streptomycine et 

amphotéricine). Les cellules sont cultivées à 37°C en présence de 5 % de CO2 à une concentration variant 

de 200 000 à 800 000 cellules/ml selon la lignée. 

EL4 : Lymphome T de souris C57BL/6N exprimant l’allèle CD90.2 et des molécules de CMH 

d’haplotype H-2b. La durée de leur cycle cellulaire est d’environ 18 heures (ATCC). 

L1210 : Lymphoblaste T cutané de souris DBA2. Elles expriment des molécules de CMH 

d’haplotype H-2Kb. Le cycle cellulaire des cellules L1210 dure environ 12 heures. 

BW5147 : Thymome spontané de souris AKR/J. Elles expriment l’allèle CD90.1 et des molécules de 

CMH d’haplotype H-2k. Leur cycle cellulaire dure environ 20 heures. 

K-562 : Erythroleucémie myéloïde isolée de la moelle osseuse d’une patiente âgée de 53 ans. 

Jurkat : Lymphome T issu du sang périphérique d’un patient âgé de 14 ans. Ces cellules secrètent 

de l’IL-2 et leur cycle dure environ 48 heures. 

J45.01 : Lignée lymphocytaire T dérivée de la lignée jurkat. Elle a été sélectionnée sur la base de 

son faible taux d’expression de toutes les isoformes de la phosphatase de membrane CD45. 

MOLT-4 : Lymphome T CD4+ déficient pour p53 isolé d’un patient âgé de 19 ans. 

HPB-ALL : Leucémie aigüe lymphoblastique du sang périphérique d’un patient âgé de 14 ans. 

NB4 : Leucémie aigüe promyelocytaire humaine isolée d’une patiente âgée de 23 ans. 

 

.I.2 Analyses par cytométrie en flux des fonctions cellulaires induites par P2X7R 

Les cellules sont incubées pendant 30 minutes à 37°C dans un milieu de culture RPMI 1640 

supplémenté avec 10 % de SVF et contenant ou pas 500 μM d’ATP. Afin de contrôler l’implication de P2X7R 
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dans l’induction des fonctions cellulaires, l’antagoniste spécifique A438079 (Sigma-Aldrich) est ajouté 

à 10 μM avant de traiter les cellules à l’ATP. La sonde YO-PRO-1 (ou YO-PRO-3) est ajoutée au milieu de 

culture en même temps que l’ATP. Après l’incubation, les cellules sont lavées avec un tampon phosphate 

(PBS) puis marquées avec de l’annexine V fluorescente dans un volume de 100 μl de tampon spécifique 

(eBioscience, ThermoFisher Scientific) pendant 15 minutes à 4°C. Les cellules sont resuspendues dans un 

plus grand volume de tampon annexine V avant l’analyse par cytométrie en flux. 

 

.I.3 AAnalyses par cytométrie en flux des phénotypes cellulaires 

Un culot d’environ 106 cellules est incubé avec 75 à 125 ng de chaque anticorps spécifique dilué 

dans 10 μl de tampon FACS (PBS 1× contenant 3% de SVF, 2% d’HEPES et 0,1% d’azide de sodium). Le 

marquage est réalisé pendant 30 minutes à 4°C et à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite lavées et 

resuspendues dans du PBS. Le marquage avec un anticorps primaire non couplé (comme l’anti-P2X7R) ainsi 

que l’anticorps secondaire correspondant sont réalisés avant celui avec les anticorps couplés directement. 

Les marquages avec les anticorps primaires couplés directement aux fluorochromes sont effectués après 

l’élimination des anticorps secondaires. Les lignées cellulaires et/ou les cellules spléniques sont 

phénotypées par cytométrie en flux en utilisant des anticorps monoclonaux couplés à un fluorochromes et 

dirigés contre les molécules suivantes : CD90.2/Thy1.2 (clone 30-H12), B220 (clone RA3-6B2), CD45RB 

(clone C363.16A), CD4 (clone GK1.5), CD8 (clone 53-6.7), CD44 (clone 20 IM7), CD62L (clone MEL-14), 

CD127/IL-7Rα (clone A7R34) CD197/CCR7 (clone 4B12), CD39 (clone 24DMS1) et CD73 (clone 22 TY/11.8) 

(eBioscience). P2X7R est quantifié grâce à un sérum polyclonal de lapin anti-P2X7R de souris (développé par 

le laboratoire 7,330) suivi d’un marquage fluorescent par des anticorps secondaires de chèvre anti-IgG F(ab)’ 

de lapin (eBioscience). 

 

.I.4 Analyses par cytométrie en flux de la phosphorylation des MAP kinases  

Après simulations par l’ATP, suivie ou non d’un marquage extracellulaire avec des anticorps 

fluorescents anti-phénotypiques, le culot cellulaire est repris dans 100 μl de tampon de 

fixation/perméabilisation (eBioscience, ThermoFisher Scientific) et incubé pendant 10 à 30 minutes à l’abri 

de la lumière et à température ambiante. Après deux lavages dans le tampon PBS, les cellules sont reprises 

dans du méthanol 100 % froid (-20°C) et incubées dans la glace pendant 30 minutes. Après deux lavages 

dans le tampon FACS (PBS 1× contenant 3% de SVF, 2% d’HEPES et 0,1% d’azide de sodium), les cellules 
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sont marquées par 100 ng d’anticorps spécifiques par million de cellules dans un volume de 10 μl de tampon 

FACS pendant 60 minutes à 4°C et à l’abri de la lumière. Après lavage, les cellules sont reprises dans 0,5 à 

1 mL de tampon PBS pour l’analyse au cytomètre CyFlow Partec, plateforme SpICy, Orsay ou Astrios 

BeckmanCoulter, plateforme CNRS ImageGIF, Gif-sur-Yvette. 

 

.I.5 AAnalyses par cytométrie en flux des taux de caspases 8 activées 

La quantification du taux de caspases 8 activées dans les cellules spléniques est réalisée à l’aide 

du Kit CHEMICON CaspaTag (Merck Millipore). Après stimulation des récepteurs Fas par l’anticorps agoniste 

Jo2 (BD Biosciences), les cellules spléniques sont incubées avec la sonde perméante FLICA (FAM-LEDT-FMK 

à 1×) pendant une heure à l’abri de la lumière, à 37°C et en présence 5 % de CO2. Après trois lavages avec 

le tampon préconisé par le fournisseur, les cellules sont marquées par les anticorps fluorescents 

anti-phénotypiques et analysées par cytométrie en flux. La sonde FLICA est rendue fluorescente par son 

clivage par les caspases 8 activées. 

 

.I.6 Analyse des flux calciques par spectrofluorométrie  

Environ 106 cellules sont marquées avec la sonde fluorescente Indo-1-AM à 4 μM dans 1 mL de 

tampon HEPES (Gibco, ThermoFisher Scientific) enrichi avec 1 mM de Ca2+. Après une heure d’incubation à 

température de la pièce sous agitation douce, les cellules sont lavées et reprises dans le tampon HBS à la 

concentration de 5.105 cellules/mL. La stimulation des cellules par l’ATP est effectuée à 37°C pendant la 

lecture au spectrofluoromètre Varian Cary Eclipse Fluorecence Spectrometer (Agilent Technologies). La 

concentration en calcium cytoplasmique est mesurée par spectrofluorométrie à l’aide de la sonde 

fluorescente ratiométrique Indo-1-AM qui est excitable à une longueur d’onde de 360 nm et qui émet à 

deux longueurs d’onde différentes selon sa liaison ou non au Ca2+ : 11) une émission à 405 nm quand la sonde 

est liée au Ca2+ et 22) une émission à 485 nm quand la sonde est libre. La concentration du Ca2+ cytosolique 

est calculée selon l’équation  explicitée dans le commentaire en bas de page 

1. Le taux d’ouverture des canaux cationiques est déterminé en mesurant les flux calciques après stimulation 

des cellules avec 500 μM d’ATP (Sigma-Aldrich) en présence ou non de 10 μM de l’inhibiteur spécifique de 

                                                           
1 b : ratio de la fluorescence émise à 480 nm en absence de calcium sur celle avec saturation en calcium. KKd : coefficient 

de dissociation du complexe Indo-1/Ca2+. RR : Ratio des fluorescences émises à 405 et 480 nm après excitation à 360 nm.  Rmin : Valeur 
minimale de R mesurée après perméabilisation des cellules en présence d’EGTA à 5mM.  Rmax : Valeur maximale deR mesurée en 
présence d’ionomycine à 1 μM et de CaCl2 à 10 mM. 
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P2X7R, A438079 (Sigma-Aldrich). L’absence d’implication du Ca2+ du réticulum endoplasmique dans les flux 

calciques observés est vérifiée par le traitement des cellules avec de la thapsigargine, un inhibiteur des 

pompes Ca-ATPase (SERCA). 

 

.I.7 AAnalyses par RT-PCR des isoformes de P2X7R exprimées dans les lignées cellulaires  

Les ARN totaux des lignées EL4, L1210 et BW5147 sont extraits à l’aide kit RNeasy Minikit (Qiagen). 

Des culots de 107 cellules sont repris dans un tampon de lyse puis passées 5 à 10 fois à travers une aiguille 

de seringue de diamètre 20 gauge afin de casser l’ADN génomique dont la digestion est complétée par un 

traitement à l’ADNase I. De l’éthanol est ajouté aux échantillons afin de faciliter la fixation des ARN à la 

résine des colonnes RNeasy qui sont ensuite élués dans de l’eau pure dépourvue d’ARNases et d’ADNases. 

Leur concentration est mesurée avec un spectrophotomètre de type Nanodrop et leur qualité (présence 

d’ARN ribosomique 28, 18 et 5 S) est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 2 % (non présenté). Les 

ADNc sont synthétisés à partir des ARNm des différentes lignées en les incubant pendant 50 minutes à 42°C 

puis 15 minutes à 72°C avec des amorces oligo-dT et la Reverse transcriptase SuperScript II (ThermoFisher 

Scientific). Afin de cibler différentes régions du gène p2rx7, six couples d’amorces ont été conçus en utilisant 

le logiciel Primer 3 Input (http://primer3.ut.ee/; Tableau 5) puis synthétisées par la société MWG 

(Ebersberg, Allemagne). L’amplification par PCR des six fragments est effectuée en utilisant le mélange 

réaction ReadyMix (Sigma-Aldrich) contenant l’ADN polymérase Taq, les dNTP et le MgCl2. 30 cycles de PCR 

ont été réalisés à une température d’hybridation de 55°C et une durée d’élongation de 45 secondes. La 

taille correspondant à chaque fragment a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 1,2 % (non 

présenté). 1 μg du produit de chaque PCR a été séquencé par la société MWG (Ebersberg, Allemagne) en 

utilisant les mêmes amorces (Tableau 5). 

 

.I.8 Lignées de souris 

Les études in vivo sont effectuées à l’aide des 5 lignées de souris suivantes : la lignée de référence 

C57BL/6J (B6) (The Jackson Laboratory), les souris B6.129P2-P2rx7tm1Gab/J (B6-P2X7KO) déficientes en P2X7R 

produites sur le même fond génétique (The Jackson Laboratory), les souris MRL/MpJ-Faslpr/J (MRL/lpr; The 

Jackson Laboratory) décrites dans le paragraphe .V.1 (page 62) et utilisées comme lignée de référence pour 

le syndrome lupique dans nos études, la lignée B6.MRL-Faslpr/J (B6/lpr) portant la même mutation lpr du 

gène Fas que le modèle initiale MRL/lpr mais avec un fond génétique C57BL/6J (The Jackson Laboratory) et 
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enfin la lignée B6/lpr-P2X7KO construite par notre laboratoire et issue du croisement de la lignée 

B6-P2X7KO avec la lignée B6/lpr. L’ensemble de ces lignées sont élevées au sein du laboratoire Transgénèse 

et Archivage d’Animaux Modèles (TAAM-UPS44) du CNRS (Orléans, France). 

 

.I.9 AAnalyses par RNAseq et RT-QPCR du transcriptome des lignées de souris  

Des rates et des ganglions mésentériques de souris B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, MRL/lpr et 

B6/lpr-P2X7KO ont été prélevés et congelés immédiatement dans de l’azote liquide. Pour chaque lignée, six 

souris ont été analysées individuellement. De plus, les lignées MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO ont été étudiées 

avant et après le développement de la pathologie. 

 

.I.9.a RNAseq 

Les analyses du transcriptome des 5 lignées de souris ont été effectuées dans le cadre d’un projet 

international de l’Agence National de la Recherche (ANR) coordonné par notre équipe en collaboration avec 

deux équipes Taïwanaises dirigées par les docteurs Yao-Ting Huang et Chung-Ming Chang des universités 

de Chung-Cheng et Chang Gung qui étaient en charge du séquençage des ARN extraits de la rate et des 

ganglions lymphatiques des différentes lignées de souris. 

 

.I.9.b QPCR 

Les gènes d’intérêt mis en évidence par RNAseq ont été validés par des analyses de RT-QPCR 

(technique Taqman) au sein de la plateforme de PCR Quantitative de l’Institut de Biologie Intégrative de la 

Cellule (I2BC), CNRS, Gif-sur-Yvette sous la direction du Docteur Éric Jacquet. 

 

.I.9.c Extraction et control de la qualité des ARN 

Les organes d’au moins 6 souris par lignée sont broyés à 6500 rmp dans un volume de 1 mL de 

Trizol à l’aide du broyeur Precellys Bertin et en présence de billes CK-Mix Bertin (Montigny-le-Bretonneux). 

Trois broyages de 15 secondes sont effectués pour chaque organe avec une pause de 30 secondes entre 

deux broyages. Les ARN sont purifiés en utilisant le kit RNeasy MiniKit (Qiagen) et leur quantification est 

effectuée avec un spectrophotomètre NanoDrop (ThermoFisher Scientific). Les échantillons retenus ont des 

rapports    qui avoisinent la valeur « idéale » de 2. Leur concentration 

moyenne en ARN est de 380 ng/μL et leur qualité est contrôlée à l’aide du kit RNA 6000 Nano Agilent (Santa 

Clara) et du BioAnalyser Agilent 2100. Les échantillons d’ARN retenus ont tous un nombre d’intégrité (RIN, 
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RNA integrity number) supérieur à 7 caractéristique d’une bonne qualité. Les ADNc sont synthétisés à partir 

de 1 μg d’ARN à l’aide du kit « High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (Life Technologies) et des 

incubations successives de 10 minutes à 25°C, 2 heures à 37°C et 5 minutes 85°C. 

 

..I.9.d Sélection des gènes de référence 

Les gènes de référence sont sélectionnés à l’aide des outils informatiques GeNorm et NormFinder 

de GenexPro (http://genex.gene-quantification.info/). Parmi les six gènes testés, trois (Hprt1, Ppia et Tbp) 

ont été retenus pour leur taux d’expression très proche entre les différents échantillons. Toutes les données 

de RT-PCR quantitative ont été normalisées par les taux d’expression de ces trois gènes. 

 

.I.9.e Calculs des quantités relatives 

Le Ct (Cycle Threshold) a été limité pour chaque gène à 38 cycles (limite de détection) fiabilité des 

résultats. Les variations d’expression en ARNm de chaque échantillon (quantités relatives, RQ) ont été 

estimées après normalisation de leurs valeurs par la moyenne géométrique de celles des trois gènes de 

référence Hprt1, Ppia et Tbp. Les valeurs utilisées en référence pour le calcul des rapports sont déterminées 

par la moyenne arithmétique des Ct des duplicats biologiques. Des tableaux de résultats des calculs de 

variation d’expression sont réalisés sur chaque échantillon individuellement en utilisant les valeurs de 

référence. Les heatsmap sont réalisées à l’aide du logiciel GENE-E Morpheus 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). 

 

.I.10 Construction de lignées de souris déficientes pour P2X7R de façon conditionnelle 

Afin d’obtenir une élimination de P2X7R uniquement dans les lymphocytes T, des cellules ES, 

transfectées avec la construction de la Figure 31 (consortium européen EUCOMM), ont été injectées dans 

des blastocytes de souris B6 par le SEAT (CNRS/Villejuif). Les animaux obtenus ont ensuite été croisés avec 

des souris transgéniques pour la recombinase Flip sous le contrôle du promoteur du gène d’expression 

ubiquitaire actb (codant pour la protéine β-actine) (souris « deleter ») 420. Ce croisement a permis d’éliminer 

le fragment d’ADN situé ente les sites FRT (cassettes β-gal et néo, Figure 31). 
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Les souris contenant l’exon 2 de p2rx7 « floxé » ont été croisées avec une souris transgénique 

pour la recombinase Cre. Pour retirer spécifiquement P2X7R des lymphocytes Treg le croisement est réalisé 

avec une souris transgénique dont la recombinase Cre est sous le contrôle du promoteur du gène Foxp3 

(Foxp3-Cre). D’autre part, ces souris expriment le facteur de transcription Foxp3 fusionné à la protéine 

fluorescente EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein) afin faciliter l’analyse des lymphocytes Treg Foxp3+ 

par cytométrie en flux. L’expression d’EYFP n’affecte pas les fonctions du facteur de transcription Foxp3. 

Ces souris B6-P2X7KOcre-FoxP3 sont en cours de croisement avec les souris B6/lpr afin d’évaluer l’implication 

du P2X7R des lymphocytes Treg dans l’homéostasie des lymphocytes T et le développement des maladies 

auto-immunes. De plus, nous croisons actuellement des souris ayant l’exon 2 de p2rx7 « floxé » avec des 

souris CD4-Cre, ThPOK-Cre et Eomes-Cre afin d’éliminer le récepteur P2X7, respectivement, dans les 

lymphocytes T totaux, les lymphocytes Th et les CTL. Les souris obtenues seront croisées avec des souris 

B6/lpr pour produire les lignées de souris B6/lpr-P2X7KOCD4-Cre, B6/lpr-P2X7KOThPOK-Cre ou 

B6/lpr-P2X7KOEomes-Cre. 

 

FFigure 331  :: Transgène utilisé pour produire des lignées de souris invalidées  dde façon conditionnelle  ppour P2X7R  

La figure présente un exemple de croisements entre les souris CD4-Cre et les souris floxées afin d’obtenir des souris 
conditionnellement déficientes pour P2X7R dans les lymphocytes T. Ces souris sont ensuite croisées avec des souris 
B6/lpr pour produire la lignée de souris B6/lpr-P2X7KO CD4-Cre. 
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..II Résultats 

.II.1 Les lymphocytes T CD8+ sont plus résistants que les lymphocytes T CD4+ à la voie 

Fas/FasL au stade effecteur/mémoire 

Des études précédentes ont montré que les lymphocyte T CD8+ sont moins sensibles à la mort 

cellulaire induite par la voie Fas/FasL que les lymphocytes T CD4+ 421. Nous montrons que cette différence 

de sensibilité est liée à la présence majoritaire d’une sous-population de lymphocytes T 

effecteurs/mémoires CD8+ de phénotype CD44highCD45RBhigh. En effet, après deux heures de stimulation du 

récepteur Fas par l’anticorps agoniste Jo2 422, Ils présentent des pourcentages moins élevés de cellules 

apoptotiques (Figure 32). Comme attendu, les lymphocytes T naïfs étaient moins sensibles à l’apoptose 

induite par la voie Fas/FasL que les lymphocytes T effecteurs/mémoires (résultats non présentés). 

 

Afin d’évaluer une potentielle synergie entre les récepteurs P2X7 et Fas dans l’induction de la 

mort cellulaire des lymphocytes T CD4+ et CD8+, nous avons induit l’apoptose par la voie Fas/FasL dans des 

lymphocytes T provenant de souris B6 ou B6-P2X7KO (Figure 33). Comme dans l’expérience précédente, les 

lymphocytes T CD8+ étaient moins sensibles à l’apoptose induites par l’anticorps Jo2. Le taux basal de 

cellules apoptotiques (FSClowSSChigh et caspase 8+) est moins élevé dans les cellules P2X7KO notamment dans 

les lymphocytes T CD4+ (~ 12 vs 22 %) probablement lié à la mort par libération d’ATP lors de la préparation 

et de l’incubation des cellules à 37°C. Les lymphocytes T CD4+ effecteurs/mémoires CD44highCD45RBlow, 

déficients ou non pour P2X7R, présentent des taux élevés d’apoptose après traitement par les anticorps Jo2 

(Figure 33). En revanche, les lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires CD44highCD45RBhigh possèdent, aussi 

bien en présence qu’en absence de P2X7R, une grande résistance à l’apoptose induite par la voie Fas/FasL 

comme le montrent les changements limités des paramètres physiques des cellules (Figure 33 A) et la faible 

Figure 332 :: Mort cellulaire induite par la voie Fas dans les lymphocytes T 
CD4+ et CD8+ effecteurs/mémoires 

Les lymphocytes T ont été traités pendant 2 heures à 37°C par 
différentes concentrations d’anticorps agonistes Jo2 : 0, 200, 400, 600 
et 1000 ng/mL. Les cellules ont ensuie été marquées par l’annexine V, 
les anticorps fluorescents spécifiques de CD90, B220, CD4, CD8, CD44 et 
CD45RB ou par des isotypes contrôles. Les pourcentages de cellules 
vivantes (Ann V+SSClo) ont été évalués par cytométrie en flux dans les 
lymphocytes T effecteurs mémoires CD4+CD44highCD45RBlow (○) et 
CD8+CD44highCD45RBhigh (●). (n ≥ : 6 ; * : p ≤ 0.05 ; ** : p ≤ 0.01). 



 

 

186 

activation des caspases initiatrices 8 (Figure 33 B) et effectrices 3 et 7 (résultats non présentés). Ces résultats 

ainsi que ceux des études présentées en pages 97 et 132, montrant que les lymphocytes T CD8+ 

effecteurs/mémoires CD44highCD45RBhigh sont peu sensibles à la voie ATP/P2X7R et à l’origine des 

lymphocytes T pathogéniques DN B220+ des souris lupiques MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO, suggèrent que le 

rôle synergique des récepteurs Fas et P2X7 dans l’homéostasie des lymphocytes T se joue principalement 

au niveau des lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires CD44highCD45RBhigh. 

 

.II.2 DDiminution des taux de cFLIP dans les lymphocytes T déficients en P2X7R 

Afin d’évaluer si le taux d’expression du récepteur Fas peut être impacté par l’activité de la voie 

ATP/P2X7R, nous avons mesuré son taux à la surface des lymphocytes T déficients ou non pour P2X7R. La 

Figure 333 :: Mort cellulaire induite par la voie Fas dans les lymphocytes T CD4+  et CD8++ eeffecteurs/mémoires déficients 
ou non pour P2X7R 

Les lymphocytes T ont été traités pendant 8 heures à 37°C en absence ou en présence de 1000 ng/mL d’anticorps Jo2. 
Les cellules ont été marquées par la sonde FLICA spécifique des caspases 8 activées, les anticorps fluorescents 
spécifiques de CD90, B220, CD4, CD8, CD44 et CD45RB ou par des isotypes contrôles. Le nombre de cellules 
apoptotiques a été évalué par cytométrie en flux en déterminant les pourcentages de lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

FSClowSSChigh (panel AA) et caspase 8+ (panel BB) aux stades effecteurs/mémoires CD44hiCD45RBlo et CD44hiCD45RBhi 

(n ≥ : 6 ; *** : p ≤ 0.001). 
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déficience en P2X7R ne semble pas affecter le taux d’expression en récepteurs Fas du moins au niveau du 

pool global de lymphocytes T (Figure 34). Il est cependant nécessaire de le vérifier au niveau des 

sous-populations de lymphocytes CD4+ et CD8+ aux stades naïf et effecteur/mémoire. 

 

Cependant, les lymphocytes T des souris lupiques B6/lpr-P2X7KO et MRL/lpr ainsi que les souris 

B6-P2X7KO âgées de plus de 6 mois présentent des taux de molécules cFlip moins importants que les souris 

B6 ou B6-P2X7KO âgées de 2 mois (Figure 35). Cette diminution du taux d’expression de Flip est retrouvée 

dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ aux stades naïf et effecteur/mémoire (résultats non présentés). Cette 

diminution pourrait être due à un défaut d’activation des facteurs de transcription Foxo1 ou NFAT par la 

voie ATP/P2X7R. 

 

.II.3 FForte expression des ATPases CD73 sur les lymphocytes T pathogéniques DN B220+ 

Nous avons montré que la faible capacité des lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires 

CD44highCD45RBhigh à induire les fonctions cellulaires (page 97 : ouverture de canaux cationiques, formation 

de pores non sélectifs, externalisation des PS, clivage de CD62L et induction d’apoptose) ainsi que celle des 

Figure 334 :: Taux d’expression des récepteurs Fas à la 
surface des lymphocytes T des souris B6 et B6-P2X7KO  

Les cellules spléniques des souris B6 et B6-P2X7KO 
âgées de 2 mois ont été marquées avec des anticorps 
spécifiques de molécules de surface : B220, CD90 et 
Fas ou par les isotypes contrôles. Les taux d’expression 
de Fas à la surface des lymphocytes T CD90+B220− ont 
été mesurés par cytométrie en flux. Les résultats sont 
présentés en ∆MFI =MFIFas−MFIIsotype. (n ≥ 6 souris par 
groupe). 

Figure 335 :: Les lymphocytes T des souris 
lupiques et B6-P2X7KO âgées présentent des 
ttaux faibles en cFlip 

Les cellules spléniques des souris MRL/lpr, 
B6, B6-P2X7KO, B6/lpr et B6-lpr/P2X7KO 
âgées de 2 ou 6 mois ont été marquées avec 
des anticorps dirigés contre cFlip, B220 et 
CD90 ou par des isotypes contrôles. Les taux 
intracellulaires de cFlip des lymphocytes T 
CD90+B220− ont été mesurés par cytométrie 
en flux. Les résultats sont présentés en 
∆MFI =MFIFas−MFIIsotype. (n ≥ 6 souris par 
groupe ; *** : p ≤ 0.001). 
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lymphocytes T CD4+ récemment activés CD69+ à induire le clivage de CD62L (page 79) par la voie ATP/P2X7R 

n’étaient pas dues à un taux d’expression ou d’activité plus importants des ecto-ATPases CD39 et/ou CD73. 

Dans cet étude nous montrons qu’en plus d’un taux élevé en molécules CD69+ (résultats non présentés), 

les lymphocytes T pathogéniques DN B220+ présentent des taux extrêmement forts en ecto-ATPases CD73 

mais pas CD39 dans les souris B6/lpr et B6/lpr-P2X7KO (Figure 36) ce qui ne permet pas d’expliquer les 

résultats précédents de notre laboratoire sur la résistance des lymphocytes T pathogéniques DN B220+ à la 

voie ATP/P2X7R 330. Le taux général de ces deux nucléotidases semble plus importants dans les souris 

lupiques B6/lpr et B6/lpr-P2X7KO que saines et cela à tous les stades d’activation. Comme dans les souris 

saines, les taux de CD39 et CD73 augmentent du stade naïf au stade effecteur/mémoire (Figure 36).  

 

.II.4 FFonctions cellulaires et taux d’expression de P2X7R dans les lignées cellulaires 

L’expression de P2X7R à la surface des lignées lymphocytaires T a été évaluée par cytométrie en 

flux à l’aide d’un sérum polyclonal et d’anticorps monoclonaux (Figure 37 et résultats non présentés). Les 

lignées humaines Jurkat, J45.05, HPB-ALL et MOLT-4 présentent peu ou pas de récepteurs P2X7 à leur 

Figure 336 :: Taux d’expression des ecto-AATPases CD39 et CD73 à la surface des lymphocytes T CD4++, CD8++ eet DN BB220+  des 
ssouris B6 déficientes pour Fas et/ou P2X7R. 

Les cellules spléniques des souris B6, B6-P2X7KO, B6/lpr et B6/lpr-P2X7KO âgées de 6 mois ont été marquées par des 
anticorps dirigés contre les molécules CD90, B220, CD4, CD8, CD44, CD45RB, CD39 et CD73. Le taux d’expression des 
ecto-ATPases CD73 et CD39 est mesuré par cytométrie en flux (MFI) à la surface des lymphocytes T CD4+ naïfs 
(CD44loCD45RBhi) ou effecteurs/mémoires (CD44hiCD45RBlo), des lymphocytes T CD8+ naïfs (CD44loCD45RBhi) ou 
effecteurs/mémoires (CD44hiCD45RBhi) ou pathogéniques DN B220+. (n ≥ : 6 ; * : p ≤ 0.05 ; *** : p ≤ 0.001). 
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surface (Figure 37). Cette absence du récepteur P2X7 est associée à celle des fonctions cellulaires telles que 

la formation des pores non sélectifs, l’externalisation des PS (Figure 39 et résultats non présentés) ou 

l’ouverture de canaux ioniques (Figure 38 et résultats non présentés). 

 

Les lignées lymphocytaires T murines EL4, BW5147 et L1210 expriment toutes P2X7R à leur 

surface mais à des taux différents. Ainsi, les cellules de la lignée BW5147 expriment faiblement le récepteur 

P2X7 (Figure 37) alors que les cellules des lignées L1210 et EL4 possèdent des taux élevés de P2X7R à leur 

membrane plasmique (Figure 37). De façon inattendue, les taux d’expression en P2X7R ne corrèlent pas 

avec ceux des fonctions cellulaires induites par l’ATP. Ainsi, les cellules de la lignée EL4, exprimant des taux 

élevés en P2X7R, induisent très efficacement l’ouverture des canaux cationiques P2X7R en réponse à l’ATP 

mesurée dans la Figure 38 par les influx calciques. De plus, environ 200 secondes après l’ouverture du canal, 

les cellules EL4 forment des pores plus larges causant une entrée massive d’ions Ca2+ augmentant alors la 

pente des influx calciques (Figure 38). L’ouverture des canaux et des pores P2X7R est continue et ne 

s’atténue pas avec le temps ce qui confirme l’absence de désensibilisation des P2X7R. L’influx calcique 

généré en réponse à l’ATP est indépendant du réticulum endoplasmique car il augmente même avec 

l’inhibition des pompes SERCA par la thapsigargine et cela avant ou après traitement des cellules à l’ATP 

(Figure 38). La formation des pores non sélectifs dans la lignée EL4 est confirmée par cytométrie en flux 

(Figure 39). La lignée EL4 externalise également de façon efficace les PS en réponse à l’ATP (Figure 39). 

FFigure 337:: Taux d’expression de P2X7R à la surface des lignées lymphocytaires T  

Analyse par cytométrie en flux de l’expression du récepteur P2X7 à la membrane plasmique des lignées 
lymphocytaires T : EL 4, BW5147, L1210, K562 Jurkat, HPB-ALL et MOLT-4. Les courbes de couleur gris clair 
correspondent aux cellules non marquées, celles en gris sombre aux cellules incubées uniquement avec l’anticorps 
secondaire et celles en noir aux cellules incubées avec les anticorps anti-P2X7R puis avec les anticorps secondaires. 
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La lignée BW5147, présentant de faibles taux d’expression de P2X7R (Figure 37), induit 

efficacement l’externalisation des PS (Figure 39) et la formation des canaux cationiques dont le taux 

augmente avec la concentration du Ca2+ extracellulaire (Figure 38). Cependant, les cellules de cette lignée 

n’ont pas la capacité d’induire l’ouverture des pores non sélectifs en réponse à l’ATP comme le montre 

l’absence d’incorporation de YO-PRO-1 (Figure 39) et de changement de pentes des influx calciques (Figure 

38). De façon inattendue, la lignée L1210 exprimant des taux très élevés en P2X7R (Figure 37), n’induit 

aucune des fonctions cellulaires dépendantes du récepteur P2X7 (Figure 39 et Figure 38). Nous tentons 

actuellement de définir l’origine de cette absence de réponse de P2X7R à l’ATP. 

FFigure 338:: Influx calcique induit par la voie ATP/P2X7R dans les lignées lymphocytaiires T  

Quantification par flurométrie de l’ouverture de canaux cationiques en mesurant les influx calciques dans le cytosol des 
lignées lymphocytaires T EL4, BW5147, L1210 et Jurkat. L’axe des abscisses et des ordonnés présentent, 
respectivement, la concentration cytosolique de Ca2+ (nM) et le temps (secondes) de stimulation par l’ATP. La formation 
des pores a été évaluée en stimulant par 500 μM d’ATP des cellules prétraitées ou non avec 10 μM de l’inhibiteur 
spécifique de P2X7R, A438079. La non implication du Ca2+ du réticulum endoplasmique dans l’influx observé a été 
contrôlée par le traitement des cellules avec l’inhibiteur des pompes Ca-ATPase (SERCA), la thapsigargine.  
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.II.5 AAbsence d’anomalies dans l’expression P2X7R dans les lignées cellulaires 

Le récepteur P2X7 peut être exprimé sous deux isoformes différentes chez la souris, a ou k, selon 

l’expression des exons 1 ou 1’ dans la région NH2-terminale 284 (paragraphe .IV.3.b, page 57). Nous avons 

postulé que les différences observées dans l’induction des fonctions cellulaires pourraient être dues à des 

différences d’expression en isoformes de P2X7R ou à la présence de mutations dans les parties codantes du 

gène p2rx7. Afin de vérifier ces hypothèses, nous avons donc amplifié et séquencé les ADNc fabriqués à 

partir des ARNm extraits des lignées lymphocytaires T à l’aide des amorces présentées au Tableau 5. 

Figure 339 :: Externalisation des 
phophatidylsérines et formation de pores non 
ssélectifs dans les lignées lymphocytaires T en 
rréponse à l‘ATP  

Analyse par cytométrie en flux du taux 
d'externalisation des PS (annexin V-PE) et de 
formation des pores non sélectifs (YO-PRO-1). 
L’axe des abscisses et des ordonnés présentent, 
respectivement, le taux de marquage par 
annexine V et l’incorporation du YO-PRO-1 par 
les cellules. Les fonctions cellulaires ont été 
évaluées en absence (CTRL) ou en présence 
d’ATP (500 μM pendant 30 minutes) ainsi 
qu’en présence ou pas de l’inhibiteur spécifique 
de P2X7R, A438079, à 10 μM. Les figures sont 
représentatives d’au moins 10 expériences 
indépendantes. 
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TTableau 5 : Amorces utilisées pour amplifier et séquencer l’ADNc de p2x7r des différentes lignées lymphocytaires T 

 

 

.II.5.a Les lignées lymphocytaires T murines expriment les ARNm des isoformes P2X7 a et k 

L’amplification par PCR et le séquençage des exons 1 et 1’ (UTR 5’) du brin « sens » à l’aide des 

amorces présentées dans le Tableau 5 a montré que les lignées lymphocytaires T EL4, BW5147 et L1210 

expriment les ARNm des deux isoformes a et k de P2X7R (Figure 40 et résultats non présentés). Le 

séquençage de la boucle extracellulaire et de la queue C-terminale n’ont montré aucune délétion ou 

mutation par rapport à la séquence de référence du gène p2rx7 (non présentés). Il est nécessaire 

d’effectuer le séquençage des brins « anti-sens » de cette région. 

 

Des anticorps monoclonaux spécifiques de la région N-terminale des récepteurs P2X7a et P2X7k 

sont en cours de développement par notre laboratoire et seront utilisés pour quantifier les taux 

d’expression des deux isoformes de P2X7R dans les lignées cellulaires ainsi que dans les sous-populations 

lymphocytaires T des différentes lignées de souris étudiées. 

.II.6 Cinétique d’activation de la MAP kinase Erk par la voie ATP/P2X7R 

Erk1/2, étant impliquée dans la prolifération et la survie des lymphocytes T, nous avons mesuré 

son taux de phosphorisation (pErk1/2) dans la lignée lymphocytaire T EL4 traitée ou non par de l’ATP (Figure 

41). Le taux de phosphorylation de Erk1/2 n’est que légèrement diminué en présence d’1 mM de Cadmium, 

Figure 440 :: Alignement des séquences des produits de PCR de l’exon 1 du p2rx7 (UTR 5’) des lignées cellulaires 
Le codon d’initiation de la traduction est encadré en bleu. 
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un inhibiteur des canaux calciques (non présenté), ce qui est en accord avec une étude montrant que 

l’activation des récepteurs P2X7 par l’ATP induit la phosphorisation des MAP kinases Erk et JNK 

indépendamment de l’influx calcique 423. Nous déterminerons le taux de phosphorylation d’Erk1/2 

également dans les lignées BW5147 et L1210 afin de vérifier si les lignées présentent, comme pour les 

autres fonctions cellulaires, des capacités différentes de phosphorylation en réponse à l’ATP. Cela pourrait 

également ouvrir des voies d’investigations dans le rôle de P2X7R dans la survie des lymphocytes T et 

éventuellement leur apoptose par la voie Fas/FasL. 

 

Les lignées murines EL4, L1210 et BW5147 n’exprimant pas de récepteurs Fas (résultats non 

présentés), nous les transfecterons par un vecteur d’expression codant ce récepteur afin d’étudier les 

interactions entre les voies Fas/FasL et ATP/P2X7R. 

 

.II.7 AAnalyse du transcriptome de la rate des souris déficientes pour P2X7R et/ou Fas 

Afin d’identifier les gènes et les voies biochimiques responsables du syndrome ALPS développé 

par la lignée de souris B6/lpr-P2X7KO, les ARN totaux ont été extraits des cellules spléniques et des ganglions 

lymphatiques des souris des lignées B6/lpr-P2X7KO et auto-immunes MRL/lpr (avant et après le 

développement de la maladie) ainsi que des souris des lignées contrôles B6, B6/lpr et B6-P2X7KO. Le 

séquençage des ARNm (RNA-seq) issus des cellules spléniques des 5 lignées à différents âges a ensuite été 

réalisé sur une plateforme de séquençage à haut débit. Les données de RNA-seq ont été analysées par 

Figure 441 :: Cinétique de phosphorylation 
de Erk1/2 par la voie ATP/P2X7R dans la 
llignée EL4 

Le panel du haut représente l’analyse 
par Western Blot des MAP kinases 
Erk1/2 totales et phosphorylés en 
présence ou non de 500 μM d’ATP et  
cela à différents temps de stimulation (0 
à 30 minutes). Le panel du bas 
représente les cinétiques de variation de 
la MFI mesurée par cytométrie en flux 
après marquages par l’anticorps 
anti-pErk1/2 après stimulation par 
500 μM d’ATP en présence ou non de 
10 μM de l’inhibiteur spécifique de 
p2X7R, A438079. Les figures sont 
représentatives d’au moins six 
expériences indépendantes. 
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l’équipe de bio-informaticiens du Professeur Yao-Ting Huang (université de Chung-Cheng, Taïwan) afin 

d’identifier l’ensemble des gènes différentiellement exprimés entre les cellules spléniques des lignées de 

souris suivantes : 1) MRL/lpr saines et MRL/lpr malades ; 2) MRL/lpr saines et B6/lpr-P2X7KO ; 3) MRL/lpr 

malades et B6/lpr-P2X7KO ; 4) B6 et MRL/lpr saines 5) B6 et MRL/lpr malades ; 6) B6 et B6/lpr-P2X7KO ; 7) 

B6 et B6-P2X7KO ; 8) B6/lpr-P2X7KO et B6-P2X7KO ; 9) B6/lpr et MRL/lpr saines 10) B6/lpr et MRL/lpr 

malades ; 11) B6/lpr et B6/lpr-P2X7KO ; 12) B6/lpr et B6-P2X7KO. Un nombre total de 387 gènes a été 

identifié comme exprimé différentiellement entre ces différentes lignées de souris (Tableau 6). L’analyse 

globale du transcriptome des organes lymphoïdes (RNA-seq) des souris B6/lpr a également été réalisée mais 

la comparaison bio-informatique avec les autres lignées de souris reste encore à faire. 

TTableau 6 : Nombre de gènes exprimés différentiellement dans la rate des 5 lignées de souris.  

 

Comme le montre le Tableau 6, le développement du syndrome lupique chez les souris MRL/lpr 

(MRL/lpr 2 mois versus MRL/lpr 5 mois) s’accompagne de la surexpression ou sous-expression d’au moins 

37 gènes. De même, de 37 à 40 gènes (selon l’âge des souris MRL/lpr) sont exprimés différentiellement 

entre les deux lignées de souris lupiques MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO. Il est maintenant important de 

déterminer de quelle façon ces gènes participent aux différences observées entre les modèles MRL/lpr et 

B6/lpr-P2X7KO dans le développement et/ou la sévérité du syndrome lymphoprolifératif avec auto-

immunité. Il est également intéressant de noter que l’inactivation du gène P2X7 dans le fond génétique B6 

(B6 versus B6-P2X7KO) entraîne à elle seule la surexpression ou la sous expression de plus de 120 gènes, 

non répertoriés à ce jour dans cette lignée de souris, alors même qu’elle ne présente pas de phénotype 

particulier du moins en termes de durée de vie et de reproduction qui sont équivalentes aux souris B6 « wild 

type » ou encore en termes d’auto-immunité ou de déficit immunitaire. 
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.II.8 VValidation des gènes par QPCR et analyses fonctionnelles 

Parmi ces 387 gènes exprimés différentiellement, nous en avons sélectionné 31 (33 avec les 

différentes isoformes) pour une analyse plus approfondie (Tableau 7). Ces gènes ont été sélectionnés sur la 

base de leur importance immunologique après une analyse exhaustive de la littérature scientifique 

internationale. Ils sont impliqués dans l’activation, la prolifération, la migration et l’apoptose des cellules 

immunitaires. L’expression différentielle de ces 33 gènes (plus 6 gènes de « ménage » comme contrôle 

interne de l’expérience) a d’abord été vérifiée par une analyse en RT-PCR quantitative (méthode Taqman) 

sur des ARNm extraits d’organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques et rate) provenant des 6 

lignées de souris étudiées dans ce projet (B6, B6/lpr, B6-P2X7KO, B6/lpr-P2X7KO et MRL/lpr malades et 

saines). Six souris individuelles ont été analysées pour chacune des 7 lignées et conditions étudiées.  À notre 

grande satisfaction, les expériences de RT-PCR quantitative ont permis de valider les résultats de RNA-seq 

avec des variations du taux d’expression atteignant, comme attendu pour certains des gènes analysés, un 

facteur 10 entre les lignées de souris. Les résultats obtenus dans les expériences de RT-PCR quantitative 

sont résumés sous forme de heatmaps des taux d’expression des 33 gènes dans chaque souris individuelle 

(Figure 42) et des moyennes d’expression de ces gènes dans chaque groupe de souris (Figure 43). 

Le clustering des données de RT-QPCR a permis de regrouper les souris en trois groupes différents 

constitués : 11) de souris des lignée saines B6 et B6P2X7KO (Figure 42) ; 22) majoritairement des souris B6/lpr 

et MRL/lpr jeunes dont les atteintes lupiques sont légères ; 33) essentiellement des souris B6/lpr-P2X7KO et 

MRL/lpr malades (Figure 42). Les gènes étudiés sont également regroupé en 4 groupes : 11) le premier est 

composé de gènes surexprimés majoritairement par les souris portant la mutation lpr du gène fas de fond 

génétique MRL ou B6 ; 22) le deuxième comporte les gènes sous-exprimés par les souris portant la mutation 

lpr dans des fonds génétiques MRL et B6 ; 33) le troisième comporte les gènes surexprimés dans les souris 

présentant des atteintes intermédiaires ou fortes (B6/lpr, B6/lpr-P2X7KO et MRL/lpr) et les gènes 

sous-exprimés par les souris saines (B6 et B6-P2X7KO) ; 44) le quatrième regroupe les gène surexprimés par 

les souris peu atteintes et sous exprimés pas les souris lupiques (MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO) (Figure 42). Ces 

regroupements sont confirmés en moyennant les taux d’expression des gènes dans chaque lignée (Figure 

43). Enfin et afin de mieux comprendre les mécanismes du développement et de l’évolution du LED dans 

les souris MRL/lpr, des études comparatives d’expression de ces gènes ont été réalisées séparément entres 

les souris MRL/lpr avant (âgées de 2 mois) et après (âgées de4 mois) le développement de la maladie (non 

présenté). 
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TTableau 7 : Liste des gènes analysés par QPCR et description brève des fonctions connues de leurs protéines 
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FFigure 442  :: HHeatmap  dde l’analyse par RT--PPCR qquantitativee de l’expression de 36 gènes dans la rate de 35 souris 
iindividuelles  

Analyse par la méthode Taqman de l’expression différentielle des 36 gènes dans les cellules spléniques de 5 souris des 
groupes suivants (1) : B6 âgées de 6 mois ; (2) : B6/lpr âgées de 6 mois ; (3) : B6-P2X7KO âgées de 6 mois ; (4) : B6/lpr-
P2X7KO âgées de 4 mois ; (5) : B6/lpr-P2X7KO âgées de 6 mois ; (6) : MRL/lpr âgées de 2 mois ; (7) : MRL/lpr âgées de 
5 mois. Les noms des gènes de référence utilisés ou écartés lors de la normalisation des analyses sont marqués, 
respectivement, en vert et en rouge. 
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FFigure 443  :: ««  HHeatmmap  »» de l’analyse par RT--PPCR quantitativee de l’expression moyenne des 36 gènes dans la rate des 
ssouris des 7 groupes  

Analyse par la méthode Taqman de l’expression moyenne de 33 gènes dans les cellules spléniques de 5 souris des 
groupes suivants (1) : MRL/lpr 5 mois ; (2) : MRL/lpr 2 mois ; (3) : B6/lpr-P2X7KO 6 mois ; (4) : B6/lpr-P2X7KO 2 mois ; 
(5) : B6/lpr ; (6) : B6 7 : B6-P2X7KO. 
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.II.9 CCaractérisation des souris B6-P2X7KOFoxp3-Cre 

.II.9.a Augmentation du nombre de lymphocytes Treg chez les souris B6-P2X7KOFoxp3-Cre  

Afin de déterminer dans quel type cellulaire et/ou à quel stade de différentiation P2X7R est 

impliqué dans l’homéostasie des lymphocytes T en synergie avec Fas, nous avons entrepris la construction 

de souris B6 invalidées pour P2X7R de façon conditionnelle dans les lymphocytes Tconv CD4+ et CD8+, les 

lymphocytes Treg et les DC (paragraphe .I.10, page 183). Les souris invalidées pour P2X7R dans les 

lymphocytes Treg (B6-P2X7KOFoxp3-Cre) issu du croisement entre les souris B6 floxées et les souris exprimant 

la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur du gène foxp3 (B6Foxp3-Cre). Les souris B6Foxp3-Cre sont 

utilisées comme contrôle car elles expriment un taux normal de P2X7R la surface des lymphocytes T aussi 

bien conventionnels que régulateurs (Figure 44). Comme attendu, les lymphocytes Treg Foxp3+ des souris 

B6-P2X7OFoxp3-Cre ont perdu totalement l’expression de P2X7R à leur surface comparée à celle des souris 

contrôles B6 Foxp3-Cre alors que les taux de P2X7R ne sont pas affectés sur les lymphocytes Tconv des souris 

B6-P2X7OFoxp3-Cre et sont similaires à ceux des souris contrôles B6Foxp3-Cre (Figure 44). 

 

 

Comme attendu, les lymphocytes Treg de la lignée B6-P2X7OCreFoxp3 ont totalement perdu la 

capacité d’induire l’ouverture des pores non sélectifs mesurée par l’incorporation de la sonde YO-PRO-3, 

l’externalisation des PS évaluée par un marquage annexine V et le clivage des molécules CD62L (Figure 45). 

Ainsi, le pourcentage de lymphocytes Treg YO-PRO-3+, annexine V+ et CD62L+ reste le même en présence 

ou en absence d’ATP (Figure 45) démontrant que les souris B6-P2X7OCreFoxp3 sont bien déficientes pour 

Fiigure 44  : Analyse par cytométrie en flux de l’expression de P2X7R à la surface des lymphocytes Treg et Tconv des souris 
BB6Foxp3-Cre et B6-P2X7KO Foxp3-Cre 
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P2X7R de façon spécifique au niveau des lymphocytes Treg. À l’inverse, les lymphocytes Tconv CD4+ des 

souris B6-P2X7O Foxp3-Cre induisent efficacement les fonctions cellulaires en réponse à une stimulation par 

l’ATP avec un pourcentage de cellules YO-PRO-3+ qui passe de 10 % à 44 % après stimulation par l’ATP 

(Figure 45), de lymphocytes annexine V+ qui passe de 10 % à 51 % en présence d’ATP et enfin de 

lymphocytes T CD62L+ qui passe de 68 % à 26 % après traitement à l’ATP (Figure 45).  

 

De façon intéressante, les souris B6-P2X7OCreFoxp3 présentent un nombre deux fois plus important 

de lymphocytes Treg mais pas Tconv que les souris contrôles B6Foxp3-Cre (Figure 46). P2X7R pourrait donc être 

impliqué dans la différenciation et/ou la survie des lymphocytes Treg. Des expériences sont en cours pour 

identifier plus précisément le rôle de P2X7R dans le développement et la survie des lymphocytes nTreg et 

FFigure 445  :: PPerte  ddes fonctions cellulaires ddépenddantes de  PP2X7R dans les lymphocytes Treg des souris B6--PP2X7KOOFFoxp3--CCre  

Les nombres dans les histogrammes indiquent les pourcentages de cellulles CD62L+, annexine V+ ou YO-PRO-3+ après 
traitement par 500 μM d’ATP dans les lymphocytes T CD4+ conventionnels ou régulateurs Foxp3+.  



 

 

202 

iTreg. De même il est important d’étudier si l’absence de P2X7R affecte les fonctions immuno-régulatrices 

des lymphocytes nTreg et/ou iTreg (production d’IL-10, de TGF-β et d’IL-35, expression de CTLA-4, 

production d’adénosine extracellulaire…). 

 

 

 

 

FFigure 446  :: Proportion des lymphocytes Treg dans la rate 
ddes souris B6FFoxP3 et B6-P2X7KOFoxP3 
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 DDiscussion et Perspectives 

Malgré le rôle reconnu de la voie ATP/P2X7R dans l’activation, la prolifération, la différenciation 

et la mort cellulaire des lymphocytes T 279,295,300,302, son importance dans la réponse immunitaire adaptative 

reste assez peu connue voire controversé. Afin de mieux la définir, nous avons étudié (pages 79 7 et 97) les 

taux en récepteurs P2X7 exprimés par les lymphocytes T, à leurs différents stades d’activation et de 

différenciation, ainsi que l’ensemble des fonctions cellulaires induites par la voie ATP/P2X7R à savoir : 

l’ouverture de canaux cationiques et formation de pores non sélectifs, l’externalisation des PS, l’activation 

des métalloprotéases ADAM et l’induction d’apoptose. Ces études nous ont permis de montrer que les 

lymphocytes T CD8+ et CD4+ présentent, selon leur stade d’activation, des taux d’expression membranaires 

variables en P2X7R ainsi que des réponses cellulaires à l’ATP distinctes. Nos études représentent la première 

description détaillée des taux d’expression du P2X7R à la surface des lymphocytes T et des fonctions 

cellulaires induites par la voie ATP/P2X7R. Dans les études précédentes, les chercheurs avaient quantifié les 

taux d’expression en P2X7R des lymphocytes T par Western Blot sur des lysat totaux de cellules 

spléniques 424 ce qui ne leur permettait pas de distinguer entre les P2X7R intracellulaires et ceux adressés à 

la membrane 295. Des quantifications par RT-PCR ont également été réalisées mais le taux d’expression en 

ARNm ne reflète pas toujours le taux d’expression en protéines. Nous avons donc quantifié, par cytométrie 

en flux, les P2X7R présents à la surface des lymphocytes T CD4+ (conventionnels et régulateurs) et CD8+ à 

leurs différents stades de différenciation et d’activation. Notre étude visait également à évaluer, sur 

l’ensemble des fonctions cellulaires dépendantes de P2X7R, les résultats précédemment publiés qui ont mis 

en évidence des différences en taux d’ouverture des canaux cationiques et d’induction de mort 

cellulaire entre les lymphocytes Treg et Tconv qui seraient dues à une différence en taux d’expression de 

P2X7R 279,295,300 lui-même dépendant (de façon inversement proportionnel) du taux d’expression de la 

phosphatase de membrane CD45RB à la surface des lymphocytes T 300,302. Cependant, nous montrons que 

les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ de phénotype naïf CD44lowCD45RBhigh, qui présentent tous les deux des taux 

similairement faibles en récepteurs P2X7, sont capables d’induire très efficacement l’activation des 

métalloprotéases ainsi que, bien que de façon moins importante, les autres fonctions cellulaires : ouverture 

des canaux calcique, formation des pores non sélectifs, externalisation des PS et induction de la mort 

cellulaire (Safya et al, 2018 7; Mellouk et al, 2018, soumis pour publication). Nous montrons également que 

les taux d’expression de P2X7R à la surface des lymphocytes T augmentent après leur activation. En effet, 

les lymphocytes T naïfs CD44lowCD45RBhigh récemment activés CD69+ présentent des taux significativement 
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plus élevés en récepteurs P2X7R que les lymphocytes T naïfs CD69−. Cependant, et de façon inattendue, ils 

sont complètement réfractaires à l’activation des métalloprotéases responsable du clivage de CD62L mais 

pas aux autres fonction cellulaires (canaux cationiques, pores non sélectifs, externalisation des PS, mort 

cellulaire) ce qui montre une dissociation entre le taux d’expression de P2X7R, les types de fonctions 

induites par l’ATP et leurs amplitudes. De plus, nous montrons que les lymphocytes Treg présentent les 

mêmes taux très élevés d’expression en P2X7R que les lymphocytes Tconv CD4+ du même stade 

d’activation, effecteur/mémoire, de phénotype CD44highCD45RBlow. Ces taux de P2X7R sont corrélés avec 

un niveau très élevé d’induction de l’ensembles des fonctions cellulaires dans les lymphocytes T CD4+ 

effecteurs/mémoires des deux sous-populations Treg et Tconv 7. Nous en concluons que l’expression 

membranaire et l’activité des P2X7R dépendent du stade d’activation des lymphocytes T CD4+ mais pas de 

leur différenciation en Tconv ou Treg. D’autre part, même s’ils présentent les mêmes taux élevés 

d’expression de CD45RB, les lymphocytes T CD8+ naïfs et effecteurs/mémoires, respectivement, de 

phénotype CD44lowCD45RBhigh et CD44highCD45RBhigh présentent des disparités importantes dans les 

fonctions cellulaires induites par P2X7R (Mellouk et al, 2018, soumis pour publication). Ces résultats 

montrent que le taux d’expression en phosphatases CD45RB n’a pas un impact direct sur la voie ATP/P2X7R 

contrairement à ce qui a été suggéré dans l’étude d’Aswad et al 300. Avant notre étude, les réponses 

cellulaires des lymphocytes T CD8+ à une stimulation par l’ATP ont été très peu étudiées et les résultats 

obtenus étaient contradictoires. Pour certaines études, les lymphocytes T CD8+ des organes lymphoïdes 

secondaires présentent très peu de P2X7R à leur surface et sont peu sensibles à l’ATP 299 alors que pour 

d’autres les lymphocytes T CD8+ clivent les molécules CD62L après stimulation par l’ATP de façon aussi 

efficace que les lymphocytes T CD4+ 425. Dans l’étude présente (page 97), nous montrons, pour la première 

fois, que les lymphocytes T CD8+ au stade naïf CD44lowCD45RBhigh présentent les mêmes taux d’expression 

de P2X7R à leur surface que les lymphocytes T CD4+ du même stade d’activation et induisent de façon 

efficace les mêmes fonctions cellulaires en présence d’ATP. Cependant, et contrairement aux 

lymphocytes T CD4+ effecteurs/mémoires majoritairement de phénotype CD44highCD45RBlow, les 

lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires CD44highCD45RBhigh expriment des taux de P2X7R similaires à ceux 

du stade naïf mais sont totalement réfractaires à la voie ATP/P2X7R. Ce qui confirme de nouveau la 

dissociation entre le taux d’expression membranaire en P2X7R et les fonctions induites par l’ATP. Bien que 

cela soit peu évoqué dans la littérature, nous avons observé que les lymphocytes T CD4+ et CD8+ acquièrent 

des phénotypes différents au stade effecteur/mémoire. Le phénotype CD44highCD45RBhigh est presque 

exclusif des lymphocytes T CD8+ alors que le phénotype effecteur/mémoire CD44highCD45RBlow est 

essentiellement présent dans les lymphocytes T CD4+. D’autre part, la nature du ligand de P2X7 utilisé dans 
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les études précédentes pourrait être à l’origine des divergences entre nos résultats et ceux obtenus dans 

les études précédentes. En effet, nous avons utilisé l’ATP, le ligand naturel de P2X7R, et non pas le Bz-ATP 

qui est très largement utilisé dans les autres études du fait de sa plus grande stabilité. Le Bz-ATP 

(EC50 = 15 μM) stimule de façon beaucoup plus efficace les récepteur P2X7 que l’ATP (EC50 = 85 μM) 

notamment pour la formation du pore non sélectif (30% plus importante qu’avec une stimulation par 

l’ATP 426) ce qui aurait pu masquer les différences de sensibilités au ligand naturel de P2X7R, l’ATP, dans les 

études précédentes 279,295,300,302. 

Concernant le rôle de P2X7R dans l’activation, la survie et la différenciation des 

lymphocytes T 279,295, nos résultats (manuscrit Mellouk et al, 2018 ; page 97) suggèrent que P2X7R jouerait 

un rôle dans la prolifération et/ou la différenciation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ naïfs activés en réponse 

primaire à travers les influx calciques. Cet effet serait encore plus important dans les lymphocytes T CD4+ 

réactivés en réponse secondaires (Tconv et Treg) car P2X7R induit très rapidement et fortement la 

formation de pores non sélectifs permettant une entrée accrue de Ca2+ (pages 79 7 et 97). À l’inverse, dans 

les lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires en réponse secondaire, P2X7R ne semble pas avoir un rôle 

dans leur réactivation ne pouvant pas former les canaux cationiques et les pores non sélectifs. Nos résultats 

suggèrent également que dans les foyers inflammatoires, riches en ATP, les lymphocytes T CD4+ effecteurs, 

notamment Treg, seraient plus sensibles à la mort cellulaire induites par l’ATP que les lymphocytes T CD8+ 

effecteurs favorisant ainsi une réponse cytotoxique. 

Contrairement à ce qui est généralement affirmé, nous montrons que les fonctions cellulaires 

induites par P2X7R ne suivent pas une règle du tout ou rien. Par exemple, en comparant les activités 

cellulaires ainsi que les taux d’expression des lymphocytes T CD4+ naïfs récemment activés (CD69+) en 

réponse primaire (phénotype CD44low CD45RBhighCCR7+) ou mémoires récemment activés (CD69+) en 

réponse secondaire (CD44highCD45RBlowCCR7+ ou CCR7−), nous avons trouvé que les lymphocytes T CD69+ 

présentent des réductions significatives de leur capacité à cliver CD62L en présence d’ATP malgré une 

expression plus importante de P2X7R à la surface comparée aux lymphocytes T CD69−. De même, les 

lymphocytes Tconv naïfs CD4+ de phénotype CD44lowCD45RBhighCD62L+ ont une capacité plus importante à 

cliver les molécules de homing CD62L en présence d’ATP que les lymphocytes T mémoires de phénotype 

CM CD4+ CD44highCD62L+CCR7+ 7 suggérant que P2X7R n’aurait pas un rôle central dans le clivage de 

molécules de homing CD62L des lymphocytes T mémoires du moins au stade CM. Les molécules CD62L 

facilitent l’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires et les récepteurs S1P1 leur 

sortie (paragraphe .II, page 23). Les molécules CD69 exprimées par les lymphocytes T récemment activés 
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entrainent l’internalisation et la dégradation des récepteurs S1P1 de leur surface 427 les maintenant dans 

les ganglions lymphatiques jusqu’à la fin de la phase de prolifération et différenciation. Le clivage de CD62L 

empêche également le retour des lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques ce qui favorise le 

déplacement des lymphocytes T effecteurs aux foyers inflammatoires 428. La capacité réduite des 

lymphocytes T CD69+ à cliver les molécules CD62L suite à une activation autocrine de P2X7R pourrait 

amplifier l’effet de rétention des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires induit par 

l’inhibition des récepteurs S1P1. Inversement, une capacité plus importante des cellules CD69+ à ouvrir les 

canaux calciques et former les pores non sélectifs pourrait favoriser l’activation et la prolifération des 

lymphocytes T récemment activés grâce aux apports calciques responsables de l’activation de certains 

facteurs de transcriptions tel que NFAT. Bien qu’il a été publié que le Ca2+ extracellulaire n’est pas impliqué 

dans la formation des pores P2X7R 429, nous avons montré que cette fonction ainsi que l’externalisation des 

PS, mais pas le clivage de CD62L, sont fortement affectées en cas de déplétion du Ca2+ extracellulaire 7 et, à 

l’inverse, amplifiées par l’augmentions de sa concentration dans le milieu (Mellouk et al ; pages : 97). Ces 

résultats sont en accord avec une précédente étude montrant que le clivage des protéines β-amyloïdes par 

la voie ATP/P2X7R dans les neurones ne dépendait pas du Ca2+ extracellulaire 275. En conclusion, l’ensemble 

de nos résultats renforcent les étude précédentes 279,295,300 sur l’implication des P2X7R dans les premières 

étapes d’activation des lymphocytes T. 

La dissociation fonctionnelle de la voie ATP/P2X7R pourrait être due à l’expression dans les 

lymphocytes T d’une isoforme particulière de P2X7R 266,284,430. Cependant, nos analyses par RT-PCR et 

Immunoprécipitation n’ont pas permis de mettre en évidence l’expression de différentes isoformes de 

P2X7R dans les sous-populations lymphocytaires T quel que soit le stade d’activation (résultats non 

montrés). Les ecto-ATPases, CD39 et CD73, ne semblent pas être non plus responsables de la faible 

sensibilité à l’ATP de certaines sous-populations de lymphocytes T car elles sont exprimées à des taux élevés 

aux stades d’activation où nous observons les plus fortes activités cellulaires induites par la voie ATP/P2X7R 

comme dans les lymphocytes Treg et Tconv au stade effecteur/mémoire CD44highCD45RBlow. 

Dans la lignée de souris auto-immunes MRL/lpr, notre équipe a montré que les lymphocytes T DN 

B220+ responsables de la lymphoaccumulation sont résistants à toute stimulation par l’ATP suite à la perte 

d’expression membranaire de P2X7R 330. Nous avons donc émis l’hypothèse que cette perte d’expression 

de P2X7R pourrait contribuer, en synergie avec le récepteur d’apoptose Fas, à la lymphoaccumulation et 

que par voie de conséquence P2X7R serait impliqué dans l’homéostasie des lymphocytes T. Pour tester 

notre hypothèse, nous avons généré dans le fond génétique B6 une lignée de souris exprimant la mutation 
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lpr du gène fas et présentant une inactivation complète du récepteur P2X7 (P2X7KO). Cette lignée de souris 

dénommée B6/lpr-P2X7KO présente au cours du vieillissement un syndrome lymphoprolifératif et 

auto-immun, suggérant que l’absence de P2X7R au niveau des lymphocytes T amplifie drastiquement les 

syndromes des souris B6/lpr. Il est à noter que la mutation lpr, dans le fond génétique B6, n’induit qu’un 

faible syndrome auto-immun et très peu de lymphoaccumulation démontrant que d’autres gènes 

importants pour la pathologie sont présents dans le fond génétique MRL 309. Notre hypothèse est, au moins 

en partie, vérifiée par le fait que les souris B6/lpr−P2X7KO présentent des adénopathies et des 

splénomégalies qui sont, comme dans le modèle MRL/lpr, dues à l’accumulation de lymphocytes T de 

phénotype DN B220+. Ces lymphocytes T pathogéniques dérivent probablement de la sous-population CD8+ 

car ils présentent un phénotype effecteur/mémoire de type CD44highCD45RBhigh et expriment des taux 

élevés en facteurs de transcription Eomes caractéristiques des lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires 

(manuscrit Mellouk et al ; page : 132). Notre hypothèse sur l’origine CD8 des lymphocytes T DN B220+ est 

renforcée par l’étude de Kinjyo et al 320 qui montre qu’une déficience en facteur de transcription Eomes 

protège les souris lpr du développement des adénopathies causées par l’accumulation de lymphocytes T 

DN B220+ ainsi que par nos observations que les lymphocytes T CD8+ CD44highCD45RBhigh sont totalement 

réfractaires à la voie ATP/P2X7R (Mellouk et al ; page : 97). Enfin, nous avons observé, au cours du 

vieillissement et donc du développement de la lymphoaccumulation T DN B220+, une diminution 

progressive de l’expression du corécepteur CD8 à la surface des lymphocytes T des souris B6/Ipr-P2X7KO. 

L’ensemble de ces résultats suggère que la population de lymphocytes T DN B220+ pathogéniques est 

majoritairement issues des lymphocytes T CD8+ effecteurs/mémoires. 

Chez les souris B6/lpr-P2X7KO, comme chez les souris MRL/lpr, on observe que les populations de 

lymphocytes T CD4+ ou CD8+ de phénotype naïf CD44lowCD45RBhighCD62L+CCR7+ acquièrent au cours du 

vieillissement, et dans des conditions d’animalerie EOPS, un phénotype majoritairement effecteur/mémoire 

CD44highCD45RBhigh ou low pouvant atteindre un stade très avancé de différenciation semblable à celui des 

lymphocytes T EMRA CD44highCD45RBhighCD62L−CCR7− 180,181 ou celui des lymphocytes T CD8+ exhausted 

CD44highCCR7−PD-1+TIM3+. Cette forte activation des lymphocytes T rappelle celle retrouvée lors d’une 

activation antigénique chronique. Étant donné le fort état d’activation des lymphocytes T des souris 

B6/lpr-P2X7KO, nous avons étudié la capacité de ces souris à monter une réponse immunitaire cellulaire et 

humorale contre des vecteurs adénoviraux exprimant l’ovalbumine au niveau de la capside. Les résultats 

obtenus montrent que les lymphocytes T DN B220+ ne sont pas activables du moins par une infection de 

courte durée (deux semaines). Cela peut être dû à une fréquence inhabituellement faible de lymphocytes T 
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spécifiques des peptides dérivés du vecteur adénoviral et de l’ovalbumine du fait de l’accumulation massive 

de lymphocytes T activés de spécificités variées et/ou à leur stade de différenciation trop avancé voire 

sénescent. De même, la réponse cellulaire des lymphocytes T CD8+ et CD4+ est beaucoup moins importante 

dans les souris B6/lpr-P2X7KO que dans les souris contrôles B6, B6-P2X7KO et B6/lpr. De plus, nous avons 

observé des titres en anticorps anti-adénovirus et anti-ovalbumine très faibles accompagnés de proportions 

réduites en lymphocytes T CD4+ activés exprimant le facteur de transcription T-bet ou RORγt. La diminution 

de l’efficacité de la réponse immunitaire peut être due à la non capacité des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ à 

s’activer ou à un défaut de présentation antigénique d’origine indéterminée pouvant être liée à l’absence 

simultanée des deux récepteurs P2X7R et Fas. De façon intéressante, lors d’infections de plus longue durée 

(3 mois, résultats non présentés), nous avons observé une augmentation continue des taux d’anticorps 

spécifiques des adénovirus chez les souris B6/lpr-P2X7KO pouvant atteindre ceux présents chez les souris 

B6 ou B6-P2X7KO mais avec une cinétique décalée. Ce résultat suggère que dans les souris B6/lpr-P2X7KO 

la réponse aux antigènes se met en place plus lentement mais persiste plus longtemps. Nous avons d’autre 

part observé un fort taux de mortalité chez les souris B6/lpr-P2X7KO mais pas les souris contrôles peu de 

temps après la charge virale. Cette mortalité ne peut pas être liée à l’adénovirus lui-même puisqu’il est 

inactivé mais pourrait-être la conséquence d’une surcharge cytokinique étant donné le très fort contexte 

inflammatoire existant chez ces souris au moment de l’injection des vecteurs adénoviraux. L’étude des 

réponses immunitaires anti-ovalbumine a montré également que la simple ou la double déficience en P2X7R 

et/ou en Fas n’affecte pas l’orientation des lymphocytes T CD8+ effecteurs vers les phénotype SLEC, MPEC 

ou en DPEC et donc le devenir de ces cellules en lymphocytes T CM, EM ou RM. 

Cet état d’activation chronique des lymphocytes T des souris B6/lpr-P2X7KO est également 

responsable d’une forte dérégulation de la production de cytokines et de chimiokines ainsi que de taux 

sériques très élevés en auto-anticorps anti-ADNdb et en facteurs rhumatoïdes essentiellement de 

sous-classes fixant le complément (IgG2a). Cependant, malgré un contexte très inflammatoire, les souris 

B6/lpr-P2X7KO ne présentent pas les lésions cutanées de type lupique ou causées par des vascularites 

caractéristiques des souris MRL/lpr suggérant que d’autres gènes présents dans le fond génétique MRL sont 

impliqués dans ses atteintes tissulaires. En accord avec ces résultats, seules les souris MRL/lpr présentent 

des taux élevés de CRP (Protéine C réactive) qui sont révélatrices de lésions tissulaires. D’autre part, les 

souris B6-lpr-P2X7KO possèdent un nombre très important de lymphocytes Treg, aussi bien en pourcentage 

qu’en nombre absolu, dans les organes lymphoïdes secondaires qui est la conséquence la plus probable de 

leur absence d’expression de P2X7R puisque nous avons mis en évidence leur très forte sensibilité à la mort 
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cellulaire induite par la voie ATP/P2X7R chez les souris B6 normales 7. De plus, les sérums des souris 

B6-lpr/P2X7KO présentent des taux importants de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 sécrétée par les 

lymphocytes Treg 387 mais qui est, dans le cas du lupus, un amplificateur de la pathologie en participant à la 

production des autoanticorps 389. Ces caractéristiques propres au modèle B6/lpr-P2X7KO pourraient 

expliquer la faible voire l’absence de destructions tissulaires malgré la lymphoaccumulation et la présence 

de nombreux infiltrats lymphocytaires dans des tissus comme le foie (manuscrit Mellouk et al ; page : 132). 

L’importance des lymphoaccumulations présentes dans les souris B6/lpr-P2X7KO suggèrent que 

le récepteur P2X7 contribue, en synergie avec le récepteur Fas, au maintien de l’homéostasie des 

lymphocytes T, en particulier, de la sous-population CD8+. En effet, en plus de leur résistance à la voie 

ATP/P2X7R, il a été suggéré que les lymphocytes T CD8+ sont moins sensibles que les lymphocytes T CD4+ à 

la mort cellulaire induite par la voie Fas/FasL 421 que nous avons confirmé en comparant le taux d’apoptose 

induit dans les lymphocytes T effecteurs/mémoires CD4+ et CD8+ par un anticorps agoniste du récepteur 

Fas (Figure 32 et Figure 33). De plus, au stade préapoptotique B220+, les sous-populations CD4+ et CD8+ 

sont totalement réfractaires à la voie ATP/P2X7R 330. Cet effet pourrait-être amplifié dans les lymphocytes T 

DN B220+ à cause de leur taux membranaire très élevé en ecto-ATPases CD73 (Figure 36). Les lymphocytes T 

DN B220+ pathogéniques des souris lupiques MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO présentent des taux élevés en 

marqueur d’activation CD69 à leur surface (Mellouk et al, page : 132 et résultats non présentés) ce qui, 

comme dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ récemment activés CD69+ des souris contrôles B6, pourrait 

affecter l’activation des métalloprotéases responsables du clivage de la molécule de homing CD62L 7.  

Nous avons également cherché à déterminer si les deux voies ATP/P2X7R et Fas/FasL pouvaient 

interagir entre elles. La seule déficience en P2X7R n’affecte pas le taux d’expression en récepteur Fas à la 

surface des lymphocytes T des souris (Figure 34) ni sa capacité à induire l’apoptose (Figure 33). De façon 

étonnante, les lymphocytes T des souris lupiques MRL/lpr et B6/lpr-P2X7KO, ainsi que ceux des souris 

B6-P2X7KO âgées de 6 mois mais pas de 2 mois (Figure 35), présentent des taux faibles en molécules cFlip 

ce qui suggère que P2X7R pourrait être impliqué dans le contrôle de l’expression de cFlip. De plus, P2X7R 

peut activer certains facteurs de transcriptions tels que Foxo1, NF-κB et NFAT impliqués dans l’expression 

de cFlip 292,431,432. En conclusion, il semble bien que la voie ATP/P2X7R puisse réguler l’intensité de la mort 

cellulaire induite par Fas en agissant sur les constituant du DISC. Afin d’élucider les mécanismes de 

transduction du signal partagés entre le voies Fas/FasL et ATP/P2X7R, nous avons sélectionné parmi un 

panel de lignées lymphocytaires T humaine et murine celles ayant la capacité ou non d’exprimer et d’activer 

les récepteurs Fas et P2X7. Comme dans nos expériences ex vivo sur les lymphocytes T, nos résultats 
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montrent que le taux et le type des fonctions induites par l’ATP ne dépendent pas des taux d’expression de 

P2X7R à la surface des lignées cellulaires. Ainsi, les cellules murines EL4, BW5147 et L1210, bien qu’elles 

présentent toutes des taux importants de P2X7R à leur surface (Figure 37), répondent de façons différentes 

à une stimulation par l’ATP. Les cellules EL4 peuvent efficacement ouvrir les canaux cationiques (Figure 38), 

externaliser les PS et former les pores non sélectifs (Figure 39) alors que les cellules L1210 qui présentent 

des taux très élevés en P2X7R (Figure 37) ne sont pas capables d’exprimer ces fonctions cellulaires en 

réponse à l’ATP (Figure 38 et Figure 39). Les cellules de la lignée BW5147, qui présentent des taux 

intermédiaires de P2X7R (Figure 37), ont la capacité d’ouvrir les canaux cationiques (Figure 38) et 

d’externaliser les PS mais pas celle de former les pores non sélectifs (Figure 39). Comme attendu, les lignées 

qui n’expriment pas P2X7R (Figure 37), comme les lignées humaines Jurkat et HPB-ALL, sont réfractaires à 

l’ensemble de ces fonctions (Figure 38, Figure 39 et résultats non présentés). Nous avons postulé que les 

différences observées dans les fonctions cellulaires induites par l’ATP malgré la présence de taux 

équivalents de P2X7R à la surface seraient dues à l’expression d’isoformes particulières du récepteur 12. 

Nous avons vérifié si ces lignées exprimaient différentes isoformes P2X7R (a ou k chez la souris) ou des 

formes tronquées de la protéine par immunoprécipitation des récepteurs (résultats non présentés) et 

amplification des ARNm par RT-PCR suivie de séquençage (Figure 40 et résultats non présentés). Le 

séquençage des ADNc codant pour P2X7R ne montre pas de délétions, de mutations, ou d’épissages 

alternatifs différents de ceux de l’isoforme a ou k. L’ensemble de ces résultats montrent que les différences 

observées dans les fonctions induites par l’ATP sont dues à d’autres paramètres ou acteurs moléculaires. 

Des expériences in vitro sont actuellement en cours afin de mieux comprendre ces différences. En 

particulier, nous évaluons l’implication du cholestérol membranaire 273 dans la fonctionnalité des P2X7R des 

lignées cellulaires après la réduction de sa proportion dans les membranes à l’aide de la 

méthyle-β-cyclodextrine. Notre hypothèse est que la présence de P2X7R dans les radeaux lipidiques inhibe 

sa fonction. L’utilisation des lignées cellulaires dans l’étude des interactions entre les voies ATP/P2X7R et 

Fas/FasL nécessitera au préalable leur transfection pour qu’elles expriment des taux équivalents en 

récepteurs Fas membranaires afin d’évaluer l’impact de chaque fonction induite par l’ATP sur le 

recrutement du complexe DISC (Fas, FADD, cFlip et Caspase 8) et l’induction d’apoptose. Pour ce qui est de 

l’étude des voies de signalisations, en plus de la phosphorylation de Erk1/2 (Figure 41), nous étudions 

l’activation d’autres acteurs cellulaires de la voie ATP/P2X7 tels que la MAP kinase p38 impliquée dans la 

l’apoptose de certains neurones de façon dépendante de P2X7R 433, la voie PI3K/Akt impliquée dans 

l'adressage et la localisation membranaire de Fas 434 ainsi que dans l’expression de cFLIP ou encore la MAP 

kinase JNK dont l’activation peut être modulée par la voie ATP/P2X7R 278. Actuellement, nous étudions 
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également, in vivo et in vitro, l’impact de la voie ATP/P2X7R sur l’activation des facteurs de transcriptions 

Foxo1, NF-κB, AP-1 et NFAT impliqués dans l’expression de cFLIP 431,432. Nous souhaitons également 

identifier par co-immunoprécipitations suivies de spectrométrie de masse les éventuels acteurs protéiques, 

encore inconnus, impliqués dans la synergie entre les récepteurs Fas et P2X7. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires du développement des maladies 

auto-immunes de type lupique nous avons étudié les transcriptomes des organes lymphoïdes secondaires 

des souris lupiques MRL/lpr avant (âgées de 2 mois) et après (âgées de 5 mois) le développement de la 

maladie. Ces transcriptomes ont été comparés à ceux de souris B6/lpr-P2X7KO saines (âgées de 4 mois) et 

malades (≥ 6 mois) ainsi qu’à ceux de souris B6 normales ou B6 mutées uniquement pour Fas (lpr) ou P2X7R 

(P2X7KO). Les analyses RNAseq ont permis d’identifier 387 gènes exprimés différentiellement (résultats non 

présentés) parmi lesquels nous avons sélectionné 33 gènes impliqués dans l’activation, la différenciation et 

le trafic des cellules immunitaires ainsi que l’apoptose ou encore la phagocytose (Tableau 7). L’expression 

différentielle de ces 33 gènes a ensuite été confirmée par des analyses de RT-PCR quantitatives sur 6 souris 

individuelles par lignée y compris la lignée B6/lpr dont l’analyse bio-informatique du transcriptome des 

organes lymphoïdes secondaires n’a pas encore été réalisée. L’analyse bio-informatique de l’expression 

différentielles de ces gènes par le logiciel GENE-E Morpheus a permis de regrouper les souris en 3 catégories 

(Figure 42) : 11) celle des souris saines (partie droite du heatmap) rassemblant uniquement des souris B6 ou 

B6-P2X7KO ; 22) celle des souris légèrement atteintes (milieu du heatmap) qui comporte principalement les 

souris B6/lpr, B6/lpr-P2X7KO âgées de 4 mois et MRL/lpr de 2 mois 33)  celle des souris sévèrement atteintes 

(à gauche du heatmap) qui est constituée principalement de souris MRL/lpr âgées de 4 mois et 

B6/lpr-P2X7KO âgées de 6 mois. Cette étude de transcriptome renforce la proximité de notre modèle 

B6/lpr-P2X7KO avec le modèle MRL/lpr et donc l’impact de P2X7R dans la sévérité de la maladie. D’autre 

part, cette étude bio-informatique a permis également de classer les gènes exprimés différentiellement en 

4 groupes : aa) celui des gènes présents dans les souris saines et surexprimés par les souris atteintes (haut 

du heatmap) et impliqués dans l’apoptose, l’élimination des corps apoptotiques ainsi que la migration et 

l’activation des cellules immunitaires ; bb) celui des gènes présents dans les souris saines et sous-exprimés 

par les souris atteintes (milieu du heatmap) et qui comprend des récepteurs aux anticorps et aux 

compléments, des facteurs de transcription et d’activation des cellules immunitaires ; cc) celui des gènes 

surexprimés par les souris atteintes et absents des souris saines et qui codent pour des protéines 

antiapoptotiques et des molécules de costimulation ; enfin dd) celui des gènes surexprimés par les souris peu 

atteintes (bas du heatmap) et qui comporte des cytokines proinflammatoires et des protéines de 
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transduction de signal. L’ensemble de ces résultats confirme la complexité des mécanismes 

physiopathologiques contribuant à l’auto-immunité et nous ouvre la possibilité de découvrir d’autres 

acteurs de la réponse immunitaire, en particulier, ceux impliqués dans l’homéostasie des lymphocytes T et 

qui peuvent potentiellement jouer un rôle important dans le développement des maladies auto-immunes 

de type lupique. 
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.I Sensitivity of leukemic T-cell lines to arsenic trioxide cytotoxicity is dependent on 

the induction of phosphatase B220/CD45R expression at the cell surface 
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.I.1 Résumé 

Il a été montré dans le laboratoire que le trioxyde d’arsenic, As2O3, est un nouvel agent 

thérapeutique des maladies auto-immunes. Ce travail a permis la mise en place d’un essai clinique de 

phase IIa. L’étude du mécanisme d’action de l’As2O3 est difficile chez les souris MRL/lpr du fait de 

l’impossibilité d’étudier ex vivo les lymphocytes T pathogénique DN B220+. En effet, alors que ces 

lymphocytes T sont résistants à l’apoptose in vivo, ils entrent spontanément en apoptose ex vivo. En 

conséquence, nous avons sélectionné, parmi un grand panel de lignées lymphocytaires T, sept lignées 

humaines et murines (Jurkat, Jurkat variant J45.01, HPB-ALL, EL4, BW5147 et L1210) pour leurs très grandes 

différences de sensibilités à l’As2O3 in vitro. La lignée NB4 issue d’un patient atteint de leucémie aigüe 

promyélocytaire a servi comme contrôle de grande sensibilité à l’As2O3. Ce travail nous a permis de montrer 

que la sensibilité à l’As2O3 des lymphocytes T est dépendante de leur capacité à induire rapidement une 

forte expression de la phosphatase de membrane B220 à leur surface. Cette sensibilité à l’As2O3 est 

également corrélée avec le taux d’expression d’HSP70 membranaire et de caspases activées. À très faibles 

doses, le traitement des lignées à l’As2O3 augmente la translocation de NF-κB (p50) dans les noyaux. Cet 

effet est inversé à forte doses d’As2O3. Dans les lignées sensibles à l’As2O3 qui expriment les molécules B220 

à la membrane à de faibles doses d’AS2O3, la mort cellulaire est induite uniquement par apoptose alors que, 

dans les lignées cellulaires qui requièrent de fortes doses d’As2O3 pour exprimer les molécules B220, la mort 

cellulaire est induite par apoptose et nécrose.  
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Abstract

Background: Arsenic trioxide (As2O3) is highly effective in treating acute promyelocytic leukemia (APL), but shows
more variable therapeutic efficacy for other types of hematological malignancies. Previously, we reported that As2O3

selectively eliminates pathogenic B220-expressing T cells in autoimmune MRL/lpr mice. We investigated herein the
relationship between As2O3 sensitivity of leukemic T-cell lines and the expression levels of the B220 isoform of
transmembrane tyrosine phosphatase CD45.

Methods: GSH content, O2− production, and B220, HSP70, Fas and FasL membrane expression was measured
by flow cytometry. Subcellular localization of B220 was determined by imaging flow cytometry. Cell death was
analyzed by morphological changes, annexin V and propidium iodide staining, and caspase 8 and 9 activation.
B220 mRNA expression was analyzed by RT-PCR. Activated NF-κB p50 was quantified by a DNA binding ELISA.

Results: We selected human (Jurkat, Jurkat variant J45.01, HPB-ALL) and mouse (EL-4, BW5147, L1210) T-cell lines
for their marked differences in As2O3 sensitivity over a large range of doses (1 to 20 μM). Differences in redox
status cannot explain the dramatic differences in As2O3 sensitivity observed among the T-cell lines. Unexpectedly,
we found that B220 is differentially induced on As2O3-treated T-cell lines. As2O3 treatment for 24 h induced low
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HSP70 and cell death, but inhibited NF-κB p50 nuclear translocation. When high levels of B220 expression were
achieved with low doses of As2O3, the T-cell lines died by apoptosis only. When high doses of As2O3 were required to
induce B220 expression, leukemic T cells died by both apoptosis and necrosis.

Conclusions: Cellular redox status is not essential for As2O3 sensitivity of leukemic T cells, suggesting the existence of
additional factors determining their sensitivity to As2O3 cytotoxicity. Phosphatase B220 could be such a factor of
sensitivity. As2O3 treatment inhibits NF-κB p50 nuclear translocation, and induces B220 expression and cell death in a
dose and time dependent manner. The levels of B220 induction on leukemic T cells strictly correlate with both the
extent and form of cell death, B220 might therefore play a checkpoint role in death pathways.
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Background
Arsenic trioxide (As2O3) shows impressive efficacy in the
treatment of patients with acute promyelocytic leukemia
(APL) [1-4]. As2O3 induces clinical remission in APL
patients by multiple mechanisms [5]. As2O3 promotes
cell differentiation at low concentrations [6,7], whereas
it induces apoptosis at higher concentrations [8]. The
high sensitivity of the APL cell line NB4 to As2O3-
induced cytotoxicity is associated to its low content of
reduced glutathione (GSH) and increased production
of reactive oxygen species (ROS) [9-11]. Although most
studies have been focused on the APL, As2O3 could be
beneficial against various hematopoietic malignancies and
solid tumors [12]. Moreover, we have shown that As2O3

also possesses immunomodulatory properties, and might
be a therapeutic agent for autoimmune diseases.
Indeed, As2O3 selectively eliminates the pathogenic B220-
expressing double negative (DN) CD4−CD8− T cells that
accumulate in autoimmune MRL/lpr mice due to the lpr
mutation of the death receptor Fas [13,14].
In normal murine and human T cells, CD4+ and CD8+

effector T cells massively induce the expression of trans-
membrane tyrosine phosphatase B220 before undergoing
apoptosis by the Fas/Fas ligand (FasL) pathway [15,16].
In Fas-deficient mice and patients, CD4+ and CD8+ ef-
fector T cells also express the B220 molecules at their
surface, but then they downregulate their CD4 or CD8
molecules while maintaining B220 plasma membrane
expression. B220 (or CD45RABC) is one of the five iso-
forms of the transmembrane tyrosine phosphatase CD45
found on lymphocytes. CD45 isoforms are generated by
cell-type and activation-state specific alternative splicing
of exons 4/A, 5/B, and 6/C encoding domains at the
NH2-terminus. Naive T cells express high molecular
weight CD45 isoforms (CD45RA or CD45RB) containing
the A domain in humans or the B domain in mice
whereas effector/memory T cells expressed the low mo-
lecular weight isoform CD45RO lacking extracellular do-
mains A, B and C. All CD45 isoforms share the same
intracellular region, which contains two phosphatase do-
mains. Although the function of each isoform remains
unknown, it is well established that CD45 phosphatase
activity is crucial for lymphocyte development, and anti-
gen and cytokine receptor signaling [17-19]. CD45 might
also regulate apoptosis of T and B lymphocytes [20-22].
In this study, we found that murine (EL-4, BW5147,

L1210) and human (Jurkat, CD45-deficient Jurkat vari-
ant, HPB-ALL) leukemic T-cell lines dramatically dif-
fered in their sensitivity to As2O3-induced cell death. In
contrast with previous findings in APL cell line NB4
[9,10], these differences in As2O3 sensitivity are inde-
pendent of intracellular GSH content and O2

− produc-
tion. Unexpectedly, we found that As2O3 differently
induced B220 cell surface expression in the leukemic

T-cell lines in a dose- and time-dependent manner.
Moreover, the levels of B220 expression correlated with
the sensitivity of these T-cell lines to As2O3. Induction of
B220 membrane expression by As2O3 treatment is remin-
iscent of that observed on antigen-activated normal T-cell
blasts before undergoing apoptosis [15,16]. Therefore, the
leukemic T-cell lines were activated with calcium iono-
phore A23187, which triggers both cell activation and cell
death. Calcium ionophore A23187 also induced B220
expression and cell death, but with reverse efficiencies
in the leukemic T-cell lines compared to As2O3. In
addition, T-cell lines treated with A23187 most probably
died by an activation-induced cell death mechanism since
the T-cell activation marker CD69 is expressed before
B220 expression and cell death. In contrast, CD69 was not
detected on As2O3-treated cells, indicating that B220 ex-
pression occurs independently of leukemic T-cell acti-
vation. Surprisingly, we found that B220 is expressed
constitutively on L1210 T cells. L1210 cells were highly
sensitive to A23187 treatment whereas they were highly
resistant to As2O3 cytotoxicity, indicating that the consti-
tutive high-level expression of B220 did not favor cell
death triggered by As2O3. B220 induction on the T-cell
lines after treatment with As2O3 or calcium ionophore
A23187 strictly correlates with sensitivity to cell death,
emphasizing the role of B220 as a proapoptotic factor.
However, our data indicate that As2O3 and A23187 trigger
B220 induction and cell death through different upstream
signaling pathways. Different signaling pathways, such as
the c-Jun NH2-terminal kinase, have been implicated as
mediators of the cytotoxic effects of As2O3 in the APL
cell line NB4 [23]. Here, we show that high induction
of B220 expression on leukemic T cells is a determin-
ing factor leading to As2O3-triggered cell death. Thus
we hypothesize that B220 might play a checkpoint role
in death pathways.

Results
Human and mouse leukemic T-cell lines exhibit different
sensitivities to As2O3-induced growth inhibition and
cytotoxicity
In addition to APL-derived NB4 cells, As2O3 kills various
cancer cell types [12]. However, As2O3 sensitivity varies
considerably among tumor cell lines. In the present study,
we determined the sensitivity to As2O3-induced cytotox-
icity and growth inhibition of human (Jurkat and HPB-
ALL) and murine (EL-4, BW5147 and L1210) leukemic
T-cell lines. The five T-cell lines along with APL-derived
NB-4, known for its high sensitivity to As2O3 cytotoxicity,
were treated with As2O3 in doses ranging from 1 to
20 μM for 12, 24 and 48 h. Then, the percentage of living
cells was determined by Annexin V and propidium iodide
(PI) staining, and flow cytometry. We rapidly abandoned
treatments for 12 h and 48 h. Indeed, 100% EL-4 and
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BW5147 cells were killed after 24 h of treatment with
low doses of As2O3, whereas HPB-ALL and L1210 cells
showed no sensitivity to As2O3 cytotoxicity before 24 h
of treatment, even with high doses (data not shown).
Because 24 h of treatment was the optimal time to ob-
serve significant differences in As2O3 cytotoxicity among
T-cell lines, this duration was used in subsequent experi-
ments. Sensitivity to As2O3 varied considerably among the
T-cell lines (Figure 1A). While around 3% NB4, 6% EL-4
and 13% BW5147 cells remained alive (Annexin V− and
PI−) at a concentration of 4 μM As2O3, remarkably, the
percentages of living cells were around 65% for Jurkat
cells, and between 80% and 90% for HPB-ALL and L1210
cells (Figure 1A). In addition, even at a dose of 20 μM,
20% L1210 and 40% HPB-ALL cells remained Annexin V−

and PI− (Figure 1A). The marked differences in As2O3

sensitivity among the T-cell lines can also be shown by
calculating the concentration of As2O3 that killed 50% of
the cells (IC50 value). The IC50 value of As2O3 was 1.5 μM
for EL-4, 2.5 μM for BW5147, 6 μM for Jurkat, 13 μM for
L1210 and 15 μM for HPB-ALL cells compared with
1.5 μM for the highly sensitive APL-derived NB4 cells
(Figure 1A). As2O3 cytotoxicity was also evaluated through
flow cytometric analysis of physical characteristics of
As2O3-treated T-cell lines using forward (FSC) and
side (SSC) scatters since dying or dead cells have lower
FSC and higher SSC than living cells. Depending upon
the dose of As2O3, two populations were observed on
the dot plots for FSC vs. SSC. The one containing large
cells (region R2) encompassed live cells, and the other
containing smaller cells (region R1) encompassed dying/
dead cells (Additional file 1: Figure S1A). We observed
that 50% of the cells of region R2 shifted to region R1
at 2.5 to 3 μM As2O3 for BW5147 and EL-4 cells,
6 μM for Jurkat cells, and 15 μM for L1210 and HPB-ALL
cells compared with 1.5 μM for the APL cell line NB4
(Figure 1B). In parallel, we determined As2O3-induced cell
growth inhibition by counting the total cell number in
each condition using flow cytometry. IC50 value for
growth inhibition was around 1 μM for NB4 and EL-4
cells, 3.5 μM for BW5147 cells, 8 μM for Jurkat, 15 μM
for L1210 and HPB-ALL cells. In summary, EL-4 and
BW5147 cells, and to a lesser extent Jurkat cells, are
among the most sensitive T-cell lines to As2O3-induced
cell growth inhibition and cytotoxicity, whereas L1210
and HPB-ALL cells are the most resistant.

Lack of evidence for the implication of GSH and O2
− in

As2O3-induced cytotoxicity in T-cell lines
As2O3 is able to impair the function of the mitochon-
drial respiratory chain, leading to increased O2

− produc-
tion [24]. O2

− is neutralized by intracellular GSH, which
is the major antioxidant produced by the cell. The de-
toxification function of intracellular GSH also includes

the cellular efflux of As2O3 [25]. Therefore, we per-
formed flow cytometry analysis of intracellular GSH
content and O2

− production in the T-cell lines before
and after treatment with As2O3 (Figure 2). APL-derived
NB4 cells were used as a reference because intracellular
redox status has been shown to be important in APL sen-
sitivity to As2O3 [9,10]. As observed in many cancer cells
[25], the untreated cell lines showed considerable hetero-
geneity in the intrinsic levels of O2

− production, with
untreated NB4 cells displaying the lower level of O2

−

(Figure 2A). In As2O3-treated APL-derived NB4 cells,
O2

− production increased with the dose of arsenic
(Figure 2B). In As2O3-sensitive EL-4 and BW5147 T-cell
lines, O2

− production was not increased by As2O3 treatment
even at the high dose of 15 μM (Figure 2B). In contrast,
in As2O3-resistant Jurkat and L1210 T-cell lines, O2

−

production was markedly increased (Figure 2B). There-
fore, these data indicate that the differences in As2O3

sensitivity between EL-4, BW5147, Jurkat and L1210
cells are not directly linked to increased production
of O2

−.
As expected, As2O3-sensitive APL-derived NB4 cells

displayed extremely low level of intrinsic GSH content
(Figure 2A). In contrast, the intrinsic GSH content in
untreated EL-4 and BW5147 T-cell lines were signifi-
cantly higher than in untreated HPB-ALL and L1210
T-cell lines (Figure 2A), although L1210 and HPB-ALL
cells were considerably more resistant to the cytotoxic
effect of As2O3 than EL-4 and BW5147 cells. At the
dose of 1 μM As2O3, levels of GSH were unaffected by
the treatment in the extremely sensitive NB4 cells, but
were markedly decreased in As2O3-sensitive BW5147
T cells and also, although to a lesser extent, in the
As2O3-resistant Jurkat cells (Figure 2B). Furthermore, in
the extremely resistant L1210 T cells, GSH production
was unchanged even at the high dose of 15 μM As2O3

(Figure 2B). Therefore, our data indicate that intracellular
GSH content alone cannot account for the differences in
As2O3 sensitivity observed among the five T-cell lines.

Induction of B220/CD45R expression on As2O3-treated
human and murine T-cell lines
Normal effector T cells undergoing apoptosis at the end
of an immune response express B220 on their cell surface.
These apoptotic B220+ T cells are solely found within the
FSCint/low SSChigh subset by flow cytometry analysis
[15,16]. Interestingly, we observed that As2O3 is also
able to induce cell-surface expression of B220 on EL-4,
BW5147, Jurkat and HPB-ALL T-cell lines in a dose-
dependent manner (Figure 3). However, B220 expression
levels differed significantly among these four T-cell lines.
Thus, a significantly higher percentage of EL-4 cells, and
to a lesser extent of BW5147 and Jurkat cells, expressed
B220 compared to HPB-ALL cells (for instance, see 2 μM
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Figure 1 Viability and cell morphology of various T-cell lines cells upon As2O3-treatment. (A) APL-derived NB4 cells as well EL-4, BW5147,
L1210, Jurkat (clone E6-1), CD45-deficient Jurkat variant (J45.01) and HPB-ALL T-cell lines were treated with As2O3 for 24 h with doses ranging
from 1 to 20 μM. T-cell lines were then stained with Annexin V and PI, and the percentages of living cells (Ann V− PI−) determined by flow cytometry.
At least 20,000 events were analyzed for each sample. Graphs show mean percentages ± SE of Ann V− PI− cells from more than 4 independent
experiments. IC50 in the graphs indicates the concentration of As2O3 that kills 50% of the cells. (B) Cells were analyzed by flow cytometry
with respect to size (FSC) and granulosity (SSC). Regions R1 and R2 identified on a FSC vs. SSC dot plot encompassed cells with FSCintermediate(int)/lowSSChigh

and FSChighSSClow, respectively. At least 20,000 events were analyzed for each sample. Graphs show mean percentages ± SE of cells located in region R1
(◊) and R2 (■) at the indicated concentration of As2O3. Numbers in the graphs indicate the concentration of As2O3 at which 50% of the cells shifted from
region R2 to region R1. Four independent experiments were performed for NB4 and J45.01 cells, and more than 10 for EL-4, BW5147, L1210, Jurkat and
HPB-ALL cells.
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dose in Table 1 or 4 μM dose in Figure 3). B220+ leukemic
T cells were found in both gate R1 and R2 that contained
FSCint/low SSChigh dying cells (Figure 3) and FSChigh SSClow

living cells (data not shown), respectively, although the
numbers were significantly higher in gate R1. As2O3 also
induces B220 expression at the mRNA level in a dose- and
time-dependent manner. High levels of B220 mRNA were
found in EL-4 and BW5147 within 3 h of treatment with
1 μM As2O3. Higher doses of As2O3 (e.g., 4 μM for 3 h) or
longer treatment (e.g., 1 μM for 9 h) resulted in increased
levels of B220 mRNA (Additional file 1: Figure S1C). In
contrast, As2O3 did not induce B220 expression on APL-
derived NB4 cells (data not shown). To confirm that
A2O3-induced cytotoxicity in leukemic T cells and B220
expression are mechanistically related, we analyzed CD45-
deficient Jurkat cells (clone J45.01) for their As2O3 sensitiv-
ity over a large range of doses (1 to 20 μM). As shown in
Additional file 1: Figure S1B, J45.01 T-cell line displays a
strong reduction in the expression level of CD45 per cell
(MFI) compared to wild-type Jurkat cells (MFI J45.01: 40;

MFI Jurkat: 1528; MFI isotype control: 5). The IC50 value
for cytotoxicity was around 12 μM for J45.01 compared to
6 μM for wild-type Jurkat cells, corroborating the critical
role of the B220 isoform of CD45 in the resistance/sensitiv-
ity of leukemic T cells to As2O3.
Unexpectedly, we also found that L1210 T cells consti-

tutively express B220 at the plasma membrane. L1210
cells undoubtedly belong to the T-cell lineage because they
coexpress the mouse pan T-cell marker CD90 (Additional
file 2: Figure S2A). To the best of our knowledge, we have
shown for the first time that B220 can be constitutively
expressed at high levels on T cells, in the absence of exter-
nal stimulation. As2O3 treatment did not change either
the percentages of B220+ L1210 cells, or the expression
level of B220 per cell (MFI) (Additional file 2: Figure S2B).
Furthermore, we have compared the subcellular

localization and distribution of B220 molecules that
were either constitutively expressed on L1210 cells or
As2O3-induced on EL-4 cells, using ImageStream de-
vice, which allows simultaneous flow cytometry and

Figure 2 Intracellular levels of O2
− and GSH in cell lines before and after As2O3 treatment. Intracellular levels of O2

− and GSH were
measured using CMFDA or DHE fluorescent probes and flow cytometry. (A) Untreated APL-derived NB4 cells and T-cell lines were examined for
intrinsic levels of O2

− production and GSH content. Histograms obtained with specific fluorescent probes (colored histograms) are overlaid on
fluorescence histograms of unstained cells (black dotted histogram). A total of 20,000 events were analyzed for each histogram. Graphs report
mean ± SE (n = 3 independent experiments) of integrated MFI values for O2

− production and GSH content. The integrated MFI is calculated by
multiplying the frequency of positive cells by the MFI of O2

− and GSH. Asterisks denote statistically significant differences for levels of GSH or O2
−

between leukemic T-cell lines and APL-derived NB4 cells: *p ≤0.05; ***p ≤0.001. (B) O2
− production and GSH content were examined in APL-derived

NB4 cells and T-cell lines treated with 1 μM to 15 μM As2O3 for 24 h. Graphs report mean ± SE (n = 3 independent experiments) of integrated MFI values
for O2

− production and GSH content.
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fluorescence microscopy analysis on a large numbers of
cells. Whole cell and nuclear boundaries were identified
using brightfield image and DAPI staining, respectively. In
the absence of As2O3 treatment, no labeling with anti-
B220/CD45R mAb was observed in EL-4 cells (Figure 4A).
In contrast, in untreated L1210 cells and 2 μM As2O3-
treated EL-4 cells, B220 molecules were expressed at high
levels with a restricted localization to the cell surface
(Figure 4A and B), confirming the results obtained by
flow cytometry. However, B220 molecules appeared
less uniformly distributed over the plasma membrane
of EL-4 cells (Figure 4A) than L1210 cells (Figure 4B).
Thus, L1210 cells showed a uniform fluorescence at

the periphery of the cell, whereas a variable number of
bright spots of fluorescence were distributed at the
periphery of EL-4 cells.

Duration of B220/CD45R membrane expression after
As2O3 treatment
To determine the duration of B220 expression following
As2O3 treatment, EL-4 and Jurkat cells were cultured in
the presence of 1 to 8 μM As2O3 for 24 h. Cells were
then extensively washed to eliminate As2O3, and cul-
tured in complete medium for 9 additional days. As2O3

treatment for 24 h induced B220 expression in a dose-
dependent manner (Additional file 3: Figure S3, graphs),

Figure 3 Induction of phosphatase B220/CD45R and HSP70 on As2O3-treated T-cell lines. EL-4, BW5147, Jurkat, CD45-deficient Jurkat variant
(J45.01) and HPB-ALL T-cell lines were treated with As2O3 for 24 h in doses ranging from 1 to 20 μM. (A) T-cell lines were then stained with PE-conjugated
anti-B220/CD45R mAb or PE-conjugated rat IgG2a isotype control, and then analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC) and B220 expression.
FSC vs. B220 contour plots were used to determine the percentage of B220+ cells in region R1 (FSCint/lowSSChigh). At least 20,000 events were analyzed per
sample. Squares in contour dots contain B220+ cells, and are drawn relative to the location of the cells in FSC vs. IgG2a isotype control contour
plots. Numbers in the squares indicate the percentages of B220+ cells. Graphs report mean percentages ± SE (n =10 independent experiments)
of B220+ cells versus the dose of As2O3. (B) T-cell lines were stained with APC-conjugated anti-B220 and FITC-conjugated anti-HSP70 antibodies or
FITC-conjugated IgG and APC-conjugated IgG2a isotype control. FSC vs. SSC dot plots were used to define gates R1 and R2 with FSCint/lowSSChigh and
FSChighSSClow, respectively. HSP70 vs. B220 dot plots were then gated in R1 and R2 to determine the percentages of cells expressing HSP70, B220 or
both. At least 20,000 events were analyzed for each sample. Graphs report the percentages of cells co-expressing B220 and HSP70 in gates R1 (◊) or R2
(■) versus the dose of As2O3.
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particularly on EL-4 cells, corroborating the findings re-
ported in Figure 3. On day 1 post-treatment, and at con-
centrations of 1 μM and 8 μM As2O3, the percentages of
B220+ EL-4 cells were around 50% and 95%, respectively.
One week later, the percentage of B220+ EL-4 cells fell
below 15% at 1 μM As2O3, whereas it remained at 90% at
the concentration of 8 μM (Additional file 3: Figure S3,
graphs). Likewise in Jurkat cells, on day 7 post-treatment,
around 50% of cells treated with 8 μM As2O3 expressed
B220 (Additional file 3: Figure S3, dot plots and graph),
while B220 could no longer be detected on Jurkat cells

treated with 1 to 4 μM As2O3 (Additional file 3: Figure S3,
graph). The loss of B220 expression on EL-4 and Jurkat
cells was accompanied by a decreased cell number in gate
R1 (FSCint/low SSChigh) and an expansion of viable cells in
gate R2 (Additional file 3: Figure S3, dot plots, see days 7
and 9). The duration of B220 expression in gate R1 was
dependent on the dose of As2O3 treatment. Thus, a longer
duration of B220 expression was associated with a higher
concentration of As2O3, and a higher number of B220+

cells at the time of As2O3 removal. The decrease in the
percentages of B220+ cell population could be due to the

Figure 4 Subcellular localization of constitutively expressed and As2O3-induced B220/CD45R molecules. Untreated and As2O3-treated
(2 μM for 24 h) EL-4 cells (panel A), and untreated L1210 cells (panel B) were stained with PE-conjugated anti-B220/CD45R mAb and DAPI nuclear
dye. Samples were then analyzed on the ImageStream system. At least 10,000 images were collected per sample at 40× and 60× magnification.
B220-PE positive cells were gated (gate R2) according to the principle for flow cytometry as shown on histogram. Background staining was
determined using PE-conjugated rat IgG2a isotype control. Representative cell images of brightfield illumination, B220-PE (red) and DAPI
(blue) fluorescence and composite images of B220/DAPI are shown on panel A and B.

Table 1 Opposite effects of As2O3 or Calcium ionophore A23187 on a panel of leukemic T-cell lines

As2O3 (2 μM*) Calcium ionophore A23187 (100 nM)

T-cell lines B220
upregulation**

CD69
upregulation**

HSP70
upregulation**

Cell
death***

B220
upregulation**

CD69
upregulation**

HSP70
upregulation**

Cell
death***

EL-4 63 No 35 70 7 Yes no 1

BW5147 30 No 20 39 19 Yes no 25

Jurkat clone
E6-1

22 No 10 12 30 Yes no 28

HPB-ALL 10 No 3 5 80 Yes no 75

L1210 Constitutive
expression

No 5 10 Constitutive
expression

Yes no 55

*a clinically relevant concentration of As2O3.

**percentage of positive cells determined by flow cytometry.
***percentage of PI+ cells (either Annexin V− or Annexin V+) determined by flow cytometry.
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death of B220+ cells, and/or the proliferation of the
remaining B220− cells. However, even on day 9 post-
treatment, EL-4 and Jurkat cells had not fully recovered
their initial proliferative capacity (data not shown). Our
data suggest that dead B220+ T cells release their As2O3

content into the medium, which is subsequently recap-
tured by living B220-negative T cells. The amount of re-
leased As2O3 is dependent on the dose used at the time of
treatment.

Expression of membrane-bound HSP70 on As2O3-treated
T-cell lines parallels the induction of B220/CD45R
Heat shock protein 70 (HSP70) is upregulated intracellu-
larly in respond to a variety of stresses including chem-
ical or chemotherapeutic agents. HSP70 proteins can
also be found at the cell surface of some tumor cells.
Notably, membrane-bound HSP70 has been shown to
elicit antitumor immunity [26,27]. Therefore, HSP70 and
B220 expression was determined by flow cytometry on
the plasma membrane of the T-cell lines treated with
As2O3 for 24 h in doses ranging from 1 to 20 μM.
HSP70 was not detected on untreated T-cell lines
(Figure 3B). As2O3 treatment upregulated membrane-
bound HSP70 in EL-4, BW5147, Jurkat and HPB-ALL
cells in a dose-dependent manner. The expression pattern
of HSP70 was parallel to that of B220, and HSP70 was
expressed in B220+ cells only (Figure 3B). As observed for
B220 expression, a significantly higher percentage of EL-4
cells, and to a lesser extent of Jurkat cells, than HPB-ALL
cells expressed HSP70 (Figure 3B) (Table 1). L1210
cells, constitutively expressing B220, had a low level
of expression of membrane-bound HSP70 (Additional
file 2: Figure S2C) similar to HSP70 levels observed in
HPB-ALL cells. Therefore, As2O3 treatment induced
both HSP70 and B220 membrane expression and the
levels of expression correlated with leukemic T-cell
lines sensitivity to As2O3.

B220/CD45R expression on As2O3-treated leukemic T cells
is not a direct consequence of T-cell activation unlike the
expression induced by the calcium ionophore A23187
The induction of B220 on EL-4, BW5147, Jurkat and
HPB-ALL leukemic T cells treated with As2O3 is suggest-
ive of the induction observed on normal T cells entering
apoptosis after repeated activation by their antigen. T-cell
activation can be evidenced by measuring the expression
of surface marker CD69 [28]. Therefore, we have analyzed
the induction of CD69 on the T-cell lines treated with
As2O3 as well as with PMA and calcium ionophore
A23187 as positive controls. As expected, the activation of
leukemic T cells with 10 ng/ml of PMA for 5 h induced a
strong expression of the activation marker CD69 in cells
within region R2 only, which encompasses living cells. In
contrast, we did not detect the expression of CD69 by

flow cytometry on the cell surface of As2O3-treated
leukemic T cells, whatever the doses tested (1 to 20 μM,
data not shown), suggesting that the induction of B220 ex-
pression by As2O3 is not a direct consequence of T-cell
activation.
As observed with PMA, activation of the leukemic

T-cell lines with 100 nM to 800 nM of the calcium
ionophore A23187 for 24 h induced the expression of
CD69 on EL-4, BW5147, L1210, and Jurkat cells and
also, to a lesser extent, on HPB-ALL cells (Table 1).
However, the number of CD69+ cells decreased with
the dose of A23187, and hardly any CD69+ cells were
detected at the higher dose of A23187 (data not shown).
In contrast, a dose-dependent expression of B220 was
detected on EL-4, BW5147, Jurkat and HPB-ALL cells,
although significant differences were observed in the
percentages of B220+ cells among T-cell lines (Figure 5).
Thus, 50% of B220+ cells were detected at a dose of
A23187 around 50 nM for HPB-ALL cells, 100–130 nM
for Jurkat cells, 275 nM for BW5147 and 600 nM for EL-4
cells (Figure 5, see B220 induction). Interestingly, at
around the same dose of A23187 that induced B220
expression, 50% of HPB-ALL, Jurkat, BW5147 and EL-4
cells died (Annexin V and PI staining, Figure 5, see Cell
viability) or shifted from region R2 to R1 on the FSC vs.
SSC dot plots (Figure 5, see Cell morphology). In contrast
to As2O3, the constitutive expression of B220 on L1210 T
cells renders these cells remarkably sensitive to A23187
(Figure 5, see Cell viability and Cell morphology). There-
fore, B220 expression level strictly correlates with the sus-
ceptibility of T cells to die following A23187 activation,
suggesting an interesting link between transmembrane
phosphatase B220 expression and cell death. Moreover, in
contrast with As2O3 treatment, membrane-bound HSP70
was not upregulated following treatment with calcium
ionophore A23187, even on the B220+ T-cell subpopula-
tions (data not shown).

Relative contributions of apoptosis and necrosis in T
leukemia cell death induction by As2O3 or calcium
ionophore A23187
It is widely considered that As2O3 exerts its cytotoxic ac-
tivity by triggering cell apoptosis [12]. However, it has
been reported that As2O3 can induce cell death inde-
pendently of caspase activity [29,30]. We have deter-
mined whether the apoptotic and/or necrotic pathways
were activated upon As2O3 or calcium ionophore A23187
treatment in EL-4, Jurkat, HPB-ALL and L1210 cells.
Because BW5147 cells displayed similar sensitivity to
As2O3 and A23187 as EL-4 and Jurkat cells, respect-
ively, the latter two T-cell lines were preferentially
chosen for subsequent experiments. In the presence of
As2O3 or A23187, no PI+ cells (either Annexin V− or
Annexin V+) were detected in the B220-negative cell
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subpopulation (data not shown). In contrast, in the
B220+ cell subpopulation, the IC50 value of As2O3 that
causes either apoptotic or necrotic cell death was 1.5 μM
for EL-4 cells, 8 μM for Jurkat cells and 9 μM for L1210
cells. For B220+ HPB-ALL cells, even at the higher dose of
20 μM As2O3, only 39 ± 2.5% of the cells were killed
(Figure 6A). Furthermore, to discriminate between late
apoptosis (PI+/Annexin V+) and necrosis (PI+/Annexin
V−), we analyzed the levels of active initiator caspases
8 and 9 in the B220+ PI+-cell subpopulation. Significa-
tive differences were observed between the T-cell lines, even
though the levels of active caspase 8 and/or 9 increased with
the dose of As2O3 (Figure 6B and C). Thus, EC50 for caspase
8 activation was 2 μM for EL-4 cells and 6.5 μM for Jurkat
cells (Figure 6B). To activate caspase 9 in these T-cell lines,
almost twice as much As2O3 was required compared with
caspase 8 (Figure 6C). Even at the higher dose of 20 μM
As2O3, only 16 to 19% of HPB-ALL cells and ~40% of
L1210 cells contained active caspase 8 or caspase 9
(Figure 6B and C). Since As2O3 can also induce cell

death independently of caspase activity [30], we have deter-
mined the percentages of necrotic cells (PI+/Annexin V− or
PI+/active Caspase−). No necrotic cells were detected in
As2O3-treated EL-4 cells. In contrast, 4 to 29% necrotic
cells were detected in As2O3-treated Jurkat, HPB-ALL and
L1210 cells (Figure 6D). In agreement with Figure 4, the
IC50 value of calcium ionophore A237187 that cause either
apoptotic or necrotic cell death was between 80 nM and
150 nM for L1210, HPB-ALL and Jurkat cells compared
with around 600 nM for EL-4 cells (Figure 6A). The relative
contributions of apoptotic and necrotic cell death in cal-
cium ionophore A23187 cytotoxicity showed an opposite
pattern compared with As2O3 cytotoxicity. In the presence
of calcium ionophore A23187, up to 32% necrotic cells
were detected in EL-4 cells, whereas no necrotic cells were
detected in HPB-ALL cells and less than 8% were detected
in L1210 and Jurkat cell lines (Figure 6D). Moreover, EL-4
cells did not contain active caspase 8 and 9, whereas high
levels of active caspase 8 and 9 were detected in L1210,
HPB-ALL, and Jurkat T-cell lines (Figure 6B and C).

Figure 5 Cell viability, cell morphology and B220/CD45R induction in T-cell lines stimulated with calcium ionophore A23187.
Jurkat, HPB-ALL, L1210, EL-4 and BW5147 cells were treated with Calcium ionophore A23187 for 48 h in doses ranging from 100 to 800 nM.
Cell viability measurement. Untreated and A23187-treated cells were stained with Annexin V and PI, and the percentages of living cells (Ann V− PI−)
determined by flow cytometry. Graphs show mean percentages ± SE of Ann V− PI− from 4 independent experiments. Cell morphology analysis. Untreated and
A23187-treated cells were analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC) and granulosity (SSC). Regions R1 (◊) and R2 (■) identified on
FSC vs. SSC dot plots encompassed cells with FSCint/lowSSChigh and FSChighSSClow, respectively. B220 induction. Untreated and A23187-treated
T-cell lines were stained with anti-B220/CD45R mAb and analyzed by flow cytometry. Graphs report mean percentages ± SE (n = 4 independent
experiments) of B220+ EL-4, BW5147, Jurkat and HPB-ALL cells at the indicated concentration of A23187. At least 20,000 events were analyzed
per sample in all experiments reported in the graphs.
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To summarize, when high levels of B220 membrane
expression were achieved with low doses of As2O3 or
calcium ionophore A23187, the leukemic T-cell lines
died by apoptosis only. When high doses of As2O3 or
calcium ionophore A23187 were required to induce B220
expression, the T-cell lines died by both apoptosis and ne-
crosis. The constitutive expression of B220 on L1210 cells
did not favor apoptosis or necrosis, and cells died by a
combination of the two. Taken together, our data suggest
that transmembrane tyrosine phosphatase B220 plays a
checkpoint role in apoptotic pathways since its expression
is markedly and rapidly induced on the surface of T cells
undergoing apoptosis.

Expression of Fas and Fas ligand upon treatment with
As2O3 or A23187
The presence of active initiator caspase 8 in the T-cell
lines treated with A23187 or As2O3 suggested that cells
entered apoptosis upon engagement of death receptors
such as Fas. In normal T cells, Fas receptor is constitu-
tively expressed whereas its ligand, FasL, is expressed
after T cell activation. The five T-cell lines were treated
or not with As2O3 or calcium ionophore A23187 for
24 h and 48 h, and the levels of Fas and FasL expression
were determined by flow cytometry. Fas receptor is
strongly expressed on untreated Jurkat cells, weakly
expressed on untreated HPB-ALL cells, and not detected

Figure 6 Contribution of apoptosis, necrosis and NF-κB p50 pathways in the cytotoxicity of As2O3 or calcium ionophore A23187. (A to
E) EL-4 (♦), L1210 (◊), Jurkat (■) and HPB-ALL (□) T-cell lines were treated with 1 to 20 μM As2O3 for 24 h or 100 to 800 nM A23187 for 48 h. Cells
treated with As2O3 or A23187, or left untreated, were subsequently stained with PI and CaspaTag Caspase 8 or Caspase 9 fluorescein in situ
fluorescence assay kit. The stained cells were analyzed by flow cytometry in order to determine the percentages of dead cells (either apoptotic or
necrotic cells, graphs A) (n = 5 independent experiments), the percentages of PI+ apoptotic cells containing active caspase 8 (graphs B) or active
caspase 9 (graphs C), the percentage of necrotic cells (graphs D). Human or murine FasL expression was detected using anti-FasL mAb and
flow cytometry (histograms E). Histograms obtained with PE-conjugated Armenian hamster (clone MFL3) or mouse (clone NOK-1) anti-FasL
mAb (open histogram) are overlaid on histograms obtained with PE-conjugated Armenian hamster or mouse IgG1 isotype control (shaded
histogram) (n = 3 independent experiments). At least 20,000 events were analyzed for each sample. (F). Nuclear extracts were prepared from
NB4, EL-4, BW5147, Jurkat and J45.01 cells treated with 1 to 12 μM As2O3 for 24 h. Levels of NF-κB p50 in 5 μg of nuclear extracts were
quantified by a DNA binding ELISA assay. Results are representative of two other experiments.
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on untreated EL-4, BW5147 and L1210 cells. No signifi-
cant modulation in Fas receptor expression was ob-
served after treatment with As2O3 or A23187 (data not
shown). Its ligand, FasL, is not expressed on untreated
T-cell lines. Upon treatment with 2 μM As2O3 for 24 h,
only the highly As2O3-sensitive EL-4 T-cell line expressed
FasL, with 100% of EL-4 cells being FasL positive although
weakly (Figure 6E). FasL+ EL-4 cells were equally detected
in regions R1 and R2 (data not shown), suggesting that
FasL is expressed before apoptosis. FasL-expressing
BW5147, L1210, Jurkat and HPB-ALL cells were not
detected even after 48 h of treatment with As2O3 (data
not shown).
Treatment with the calcium ionophore A23187 upreg-

ulated FasL expression on EL-4, BW5147 and L1210
cells (Figure 6E and Additional file 2: Figure S2D), but
not on Jurkat and HPB-ALL cells (data not shown).
While 24 h of treatment were sufficient to induce FasL
expression on BW5147 and EL-4 cells, 48 h were required
to induce such expression on L1210 cells (Additional
file 2: Figure S2D). However, the expression levels of
FasL were significantly higher on BW5147 cells than
on EL-4 and L1210 cells. In addition, FasL upregula-
tion was achieved using a concentration of calcium
ionophore A23187 around 4 and 8 times higher in EL-4
cells and L1210 cells, respectively, than in BW5147 cells.
FasL-expressing EL-4, BW5147 and L1210 cells were
equally detected in regions R1 and R2 (data not shown).
The expression of FasL on EL-4 cells treated with As2O3

or A23187, and on BW5147 and L1210 cells only when
treated with A23187, strongly suggest that As2O3 and
A23187 trigger FasL expression through different signal-
ing pathways. Furthermore, the absence of either Fas or
FasL, or both, on A2O3- or A23187-treated cells indicates
that their activation of caspase 8 is independent of the
Fas/FasL pathway and must depend on other death
pathway.

As2O3 treatment represses nuclear translocation of
NF-κB p50
NF-κB activity regulates the apoptosis of various cancer
cell lines. Activation of NF-κB can promote or prevent
apoptosis, depending on the stimuli utilized and the cell
type [31]. Conflicting results have been published on the
activation status of NF-κB in As2O3-treated leukemia T
cells. One report has shown that As2O3 treatment mark-
edly decreases constitutive NF-κB activation [32]. In an-
other study, the authors could not detect any decrease
in the translocation of the p65 subunit of NF-κB [33].
This discrepancy may be due to differences in the doses
of As2O3 used to treat leukemic T cells. Therefore, we
have quantified NF-κB p50 in nuclear extracts from
NB4, EL-4, BW5147, Jurkat (clone E6-1) and CD45-
deficient variant (clone J45.01) treated with a large range

of doses (i.e. 1 μM to 12 μM). We found that As2O3

treatment represses nuclear translocation of NF-κB p50
in As2O3-treated T cells in a dose-dependent manner
(Figure 6F). Importantly, nuclear translocation of NF-κB
p50 was strongly increased in the CD45-deficient Jurkat
T-cell line (clone J45.01) treated with As2O3 compared
to wild-type Jurkat cells (Figure 6F). Thus, after a treat-
ment with 6 μM As2O3 (IC50 value for the cytotoxic ef-
fect of As2O3 on Jurkat cells) J45.01 cells contained
markedly more nuclear NF-κB p50 (about 3 times more)
than wild-type Jurkat cells, suggesting a link between
B220 and NF-κB signaling pathways.

Discussion
In APL-derived NB4 cells, As2O3 triggers apoptosis at
concentrations of 0.5 to 2 μM [8]. The cytotoxic proper-
ties of As2O3 are not restricted to APL, and As2O3 in-
duces apoptosis in various types of hematopoietic and
solid tumors [12]. However, hematologic tumor cells
vary considerably in their sensitivity to As2O3. To gain
insight into the mechanisms underlying the As2O3 sensi-
tivity of malignant T cells, we firstly selected two human
(Jurkat and HPB-ALL) and three murine (EL-4, BW5147
and L1210) T-cell lines for their marked differences in
sensitivity to As2O3 cytotoxicity over a large range of
doses (i.e. 1 μM to 20 μM). Thus, 50% of EL-4 cells are
killed at a clinically relevant concentration of about
1–2 μM As2O3, whereas concentrations of ~2.5 μM
As2O3 for BW5147, ~6 μM As2O3 for Jurkat and ~12–
15 μM As2O3 for L1210 and HPB-ALL T-cell lines are re-
quired to kill approximately 50% of the cells. Using this
tumor panel, we have shown that: 1) differences in the
intracellular levels of GSH and O2

− are not sufficient to
account for their differences in As2O3 sensitivity; 2) trans-
membrane tyrosine phosphatase B220 is induced on EL-4,
BW5147, Jurkat and HPB-ALL T-cell lines, but not APL-
derived NB4 cells, upon treatment with As2O3 in a dose
and time dependent manner; 3) the degree of B220 induc-
tion on the T-cell lines is strongly correlated with the
sensitivity to As2O3 cytotoxicity; 4) surprisingly, B220
is constitutively expressed on the L1210 T-cell line; 5)
membrane-bound HSP70, known to induce antitumor
immunity, is upregulated by As2O3 in parallel with
B220 induction; 6) initiator caspases 8 and 9 are acti-
vated by As2O3 in the T-cell lines where this activation
parallels B220 induction, but not in L1210 cells; 7)
As2O3 represses nuclear translocation of NF-κB p50 in
a dose dependent manner; 8) FasL upregulation by
As2O3 is found on Fas-negative EL-4 cells only, indi-
cating that caspase 8 activation is most probably inde-
pendent of the Fas/FasL pathway [34]. However, the
absence of FasL on some T-cell lines (either human or
murine) might be due to the rapid shedding of FasL by
protease activities induced by As2O3 or calcium ionophore
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A23187, as we have reported for TNF-α and CD62L upon
treatment with Ionomycin or ATP [35].
Contradictory data have been published on the efficacy

of As2O3 treatment against tumors belonging to the
lymphoid lineages. Evidence for a pro-apoptotic effect of
As2O3 against human malignant T- and B-cell lines [36],
cutaneous T-cell lymphoma [37] or HTLV-I-associated
adult T-cell leukemia [38] was provided by in vitro stud-
ies. However, it has been shown, in a multi-institution
phase II study, that As2O3 exhibits limited efficacy
against lymphoid malignancies, even though the patients
received ascorbic acid in addition to As2O3 [39]. The au-
thors of this clinical study expected that agents such as
ascorbic acid, which depletes intracellular GSH, could
potentiate arsenic-induced apoptosis, since it has been
described previously [10] that the sensitivity of cells to
As2O3 are inversely correlated with their intracellular
GSH content. As2O3 interacts with sulfhydryl (SH) groups
of biologically active molecules. The binding of As2O3 to
the SH group of GSH could cause a drastic decrease in
the capacity to scavenge ROS in cells with a low basal
GSH content, resulting in overproduction of intracellular
ROS that could trigger cell apoptosis. However, our
present study shows that EL-4 and BW5147 T-cell lines,
which were the most sensitive to As2O3-induced cytotox-
icity among the cells lines studied (IC50 of approximately
1 to 2.5 μM) had the highest baseline GSH content
(Figure 2). Likewise, L1210 and HPB-ALL T cells that
were significantly more resistant to As2O3 cytotoxicity
(IC50 of approximately 12 to 15 μM) had significantly
lower baseline GSH content than EL-4 and BW5147
cells (Figure 2). In the presence of As2O3, intracellular
GSH content was differently modulated in the T-cell
lines, but without any correlation with their As2O3

sensitivity. Thus, GSH level in the highly sensitive NB4
cell line was unaffected by the dose of 1 μM As2O3,
whereas it was markedly decreased in the BW5147 T-cell
line and also, although to a lesser extent, in the resistant
Jurkat cells (Figure 2). Because intracellular GSH content
did not appear to be a key factor in determining As2O3

sensitivity of these five leukemia T-cell lines, we further
explored the evolution of O2

− production upon treatment
with As2O3. The five T-cell lines showed a great hetero-
geneity in levels of intrinsic O2

− production (Figure 2),
which, interestingly, were 2 to 8 times higher than in
APL-derived NB4 cells. As expected, the levels of O2

− were
significantly increased in APL-derived NB4 cells in the
presence of As2O3. In T-cell lines, the situation was more
complex. While the levels of O2

− increased significantly, in
Jurkat, L1210, and to a lesser extent HPB-ALL T cells
treated with As2O3, they remained unchanged in EL-4
and BW5147 T cells. Therefore, the changes of O2

− pro-
duction upon treatment with As2O3 are not correlated
with the differences in As2O3 sensitivity that we observed

among the five T-cell lines. In contrast to other tumor
cells [5], neither the intracellular GSH content nor the
production of O2

− had any decisive effect on As2O3-
induced apoptosis of the five T-cell lines studied.
Therefore, our findings suggest that the depletion of
leukemic T cells in their intracellular GSH content by
ascorbic or butyric acid are not necessarily relevant to
potentiate the cytotoxic effect of As2O3. Furthermore,
it has been reported that the expression level of aqua-
glyceroporin (AQP)9, a transmembrane protein that
controls arsenic transport, correlated positively with
As2O3-induced cytotoxicity in myeloid and lymphoid
leukemia cell lines [40]. In contrast, the overexpres-
sion of AQP9 in melanoma cells significantly increased
the resistance to arsenite-induced apoptosis [41]. These
reports prompted us to determine the levels of AQP9
mRNA by semi-quantitative RT-PCR in EL-4, BW5147,
L1210, Jurkat and HPB-ALL T-cell lines, and in APL-
derived NB4 cells. However, we did not find any correl-
ation between the expression levels of AQP9 mRNA and
the As2O3 sensitivity in the T-cell lines (unpublished data).
Therefore, our data strongly suggest the existence of add-
itional factors determining the sensitivity of T cells to
As2O3 cytotoxicity. Herein, we have hypothesized that
phosphatase B220 could be such a factor, since we have
shown previously that treatment with As2O3 of auto-
immune MRL/lpr mice selectively eliminates pathogenic
B220-expressing T cells in vivo [13,14].
Normal effector T cells entering apoptosis after re-

peated activation by their antigen express the tyrosine
phosphatase B220 on their surface [15,16,42], suggesting
a role for B220 induction in the transition from activa-
tion to apoptosis. On the other hand, B220 is the iso-
form of CD45 predominantly expressed on pathogenic
DN T cells from patients and mice with a deficiency in
the death receptor Fas, or its ligand FasL. FasL-deficient
mice (gld mutation) with only one functional CD45
allele (gld/gld, CD45+/−) display a strong reduction
in the pathogenic DN T-cell population [43], suggest-
ing that CD45 is an important regulator of T-cell
apoptosis or a survival factor for T cells. Whether and
how B220 expression on T cells regulates signaling for
death or survival remains unknown. The induction of
B220 and FasL (in EL-4 cells) as well as the activation of
initiator caspase-8 in As2O3-treated leukemic T-cell lines
were reminiscent of apoptosis in normal effector T cells
triggered by repeated antigenic stimulation. Therefore,
leukemic T-cell lines were activated with calcium iono-
phore A23187, a well-known trigger for T-cell activation
and death. Importantly, we found that As2O3 and calcium
ionophore A23187 have opposite efficiencies on the T-cell
lines, evidenced by the induction of B220, activation
marker CD69 and membrane-bound HSP70 expression,
and cell death (data summarized in Table 1). While both
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B220 expression and cell death were massively induced in
EL-4 cells after treatment with As2O3, they were only
slightly induced after treatment with calcium ionophore
A23187. The complete reverse situation was observed in
HPB-ALL cells, indicating that A23187 and As2O3 had
opposite effects on B220 expression and cell death on the
same leukemic T-cell panel. Moreover, treatment with
A23187, but not As2O3, induced the activation marker
CD69 on T-cell lines before B220 expression and cell
death, indicating that A23187, but not As2O3, kills the
T-cell lines by an activation-induced cell death mechanism.
HSP70 is overexpressed in various cancer cells [44].

HSP70 inhibits apoptosis by modulating multiple events
within apoptotic pathways, which might promote cancer
development [45,46]. However, a tumor-specific plasma
membrane form of HSP70 has been described [44,47],
which facilitates tumor rejection by the immune system
[27,47-49]. In the present study, we found a strong up-
regulation of membrane-bound HSP70 by As2O3 treat-
ment, but not by the calcium ionophore A23187. This
upregulation of HSP70 by As2O3 strictly paralleled
the induction of B220 on EL-4, BW5147, Jurkat and
HPB-ALL T-cell lines (Table 1). Consequently, As2O3-
sensitive EL-4 cells expressed both high levels of
HSP70 and B220, whereas low expression levels of HSP70
and B220 were found on As2O3-resistant HPB-ALL
cells. Likewise, constitutive expression of B220 on As2O3-
resistant L1210 cells was associated with low expression
levels of membrane-bound HSP70. In vivo, the direct
cytotoxic effects of As2O3 could be amplified by the
upregulation of membrane-bound HSP70 on tumor
cells, which might facilitate tumor immune rejection.
CD45 is known to positively regulate antigen-receptor

signaling during activation of normal T and B cells via
dephosphorylation of src kinases, and to negatively regu-
late cytokine receptor signaling via dephosphorylation of
JAK kinases [17,18]. In this study, we show that the
modulation of B220 cell surface expression plays an im-
portant role in determining the sensitivity of leukemic T
cells to As2O3 and calcium ionophore A23187 cytotox-
icity. In addition, we found that As2O3 treatment re-
presses nuclear translocation of NF-κB p50 in a dose
dependent manner. Moreover nuclear translocation of
NF-κB p50 was increased in CD45-deficient Jurkat T cell
line (clone J45.01) after treatment with As2O3, suggest-
ing a link between B220 and NF-κB signaling pathways.
In conclusion, on a panel of mouse and human

leukemic T-cell lines, we have presented evidence for a
tight correlation between the induction of B220 mem-
brane expression and their sensitivity to cell death in-
duced by As2O3 or A23187. Our data strongly support
the hypothesis that B220 plays a checkpoint role in
death pathways. This could provide additional tools to
potentiate As2O3 therapy against leukemic T cells.

Conclusions
In contrast to As2O3-treated APL cells, GSH content
and O2

− production do not play a significant role in
As2O3 sensitivity of leukemic T cells, suggesting the ex-
istence of additional factors determining the sensitivity
of T cells to As2O3 cytotoxicity. The B220 isoform of
transmembrane tyrosine phosphatase CD45 may be one
such factor. Indeed, we show that As2O3 treatment in-
duces B220 plasma membrane expression and cell death
in leukemic T-cell lines in a dose and time dependent
manner. The levels of B220 induction on the T-cell lines
strictly correlate with both the extent and form of cell
death. Leukemic T cells died by an apoptotic form of cell
death when high levels of B220 membrane expression
were achieved with low doses of As2O3. Taken together,
our data suggest that transmembrane tyrosine phosphat-
ase B220 plays a checkpoint role in apoptotic pathways
since its expression is markedly and rapidly induced on
the surface of T cells undergoing apoptosis.

Materials and methods
Reagents
Arsenic trioxide (As2O3), phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) and 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), and
Calcium ionophore A23187 was from Calbiochem (EMD
Biosciences Inc, San Diego, CA). As2O3 was dissolved in
1 M NaOH, and stored as a 330 mM stock solution, which
was further diluted to 5 mM with phosphate-buffered
saline (PBS).

Cell culture and cell treatment
Leukemic cell lines used in this study included mouse
T-cell lines EL-4, BW5147 and L1210, human T-cell
lines HPB-ALL, Jurkat (clone E6-1) and CD45 deficient
variant of the E6-1 clone of Jurkat (clone J45.01) (European
Collection of Cell Cultures), and human acute promyelocy-
tic leukemia cell line NB4. Leukemic T cell lines (EL-4,
BW5147, L1210, Jurkat (clone E6-1), HPB-ALL), and APL
derived cell line NB4 were kindly provided by Dr Colette
Kanellopoulos-Langevin (Centre for Inflammation
Research, INSERM, Hôpital Bichat, Paris, France) and
Dr Jacqueline Robert-Lézénès (Inserm U940, Hôpital
Saint-Louis, Paris, France), respectively. All cells were
grown in RPMI 1640 containing Glutamax (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) and supplemented with 10%
heat-inactivated fetal calf serum, 50 U/ml penicillin
and 50 μg/ml streptomycin at 37°C in a humidified 5%
CO2 atmosphere. This culture medium will be referred
to as complete medium. To avoid possible effects of
cell density on cell growth and survival, cells were
maintained at less than 5 × 105 cells/ml with daily
adjusting cell density through the addition of fresh
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medium. Cell viability was estimated by the 4% Trypan-
blue dye exclusion assay.
Leukemic T cells were seeded in 12-well plates at a

density of 1 × 105 cells /ml and incubated in complete
medium alone or in the presence of different concentra-
tions of As2O3 or calcium ionophore A23187 at 37°C for
12, 24 and 48 h depending on the experiment.

Flow cytometry and imaging flow cytometry
The expression levels of cell surface markers on un-
treated and As2O3- or A23187-treated leukemic T-cell
lines was analyzed by flow cytometry using either fluor-
escein isothiocyanate (FITC)-, phycoerythrin (PE)-, allo-
phycocyanin (APC)- or biotin-conjugated monoclonal
antibodies (mAb): rat anti-mouse Thy-1.2/CD90.2 (clone
53–2.1), anti-CD45 (clone 2D1), anti-B220/CD45R (clone
RA3-6B2), anti-mouse and human CD69 (clone H1.2 F3
and FN50), anti-mouse and human Fas (clone Jo2 and
DX2), anti-mouse and human FasL (clone MFL3 and
NOK-1) and anti-HSP70 (clone SMC-103A) (all from
eBioscience, CliniSciences, Montrouge, France), and rat
IgG2a, mouse IgG, mouse IgG1, and Armenian hamster
IgG1 as the isotype control (eBiosciences). Use of mAb
to mouse and human Fcγ receptor (PharMingen, BD
Bioscience, San Jose, CA) avoided non-specific anti-
body binding.
The subcellular localization of B220/CD45R molecules

was determined by imaging flow cytometry, following the
protocol supplied by the manufacturer (Amnis Corp., Seattle,
WA). Briefly, cells (1 × 106) stained with PE-conjugated anti-
B220/CD45R mAbs and DAPI were run on an ImageStream
apparatus (ImagoSeine, Institut Jacques Monod, CNRS-
Université Paris Diderot, France). At least 10,000 images
were collected per sample at 40× or 60× magnification,
and analyzed using IDEAS image-analysis software
(Amnis Corp.).

Cell proliferation, cell death and caspase activation assay
Total cell numbers in untreated and As2O3-treated
groups were determined by flow cytometry by acquiring
events for a fixed time period of 1 min. As2O3- and Cal-
cium ionophore-induced cell death was analyzed by propi-
dium iodide (PI) (Invitrogen) staining, and flow cytometry.
Among PI+ cells, to discriminate between apoptotic and
necrotic cells, the cells were stained using either FITC-
conjugated Annexin V (PharMingen) or CaspaTag Caspase
8 or Caspase 9 In situ Assay Kit, Fluorescein according to
the manufacturer's instructions (Chemicon, Temecula,
CA). Annexin V staining and the levels of active caspase-8
and caspase-9 were measured by flow cytometry.

Analysis of reduced glutathione content and O2
− production

GSH content and O2
− production in T-cell lines treated

or not with As2O3 were measured by flow cytometry

using 100 nM CellTracker probe CMFDA and 5 μM
DHE probes, respectively, following the manufacturer’s
instructions (Molecular Probes, Eugene, OR).

B220/CD45R mRNA quantification by RT-PCR
Total RNA was extracted from 5 × 106 leukemic T cells
treated or not with As2O3 using the RNeasy Plus Mini
kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manu-
facturer’s instructions and was used to generate cDNA
utilizing oligo(dT) primer and SuperScript II Reverse
Transcriptase (Invitrogen). PCR were conducted for
25 cycles with the following primer pairs: B220/CD45R
forward primer (5'-CAC ATA TCA TCC AGG TGT
GTT ATC C-3') and reverse primer (5'-GTC CTC TCC
CCT GGC ACA CCT G-3'); β-actin forward primer
(5'-ATC GTG GGC CGC CCT AGG CAC-3') and reverse
primer (5'-TGG CCT TAG GGT TCA GAG GGG C-3').
Semi-quantitative determination (ImageJ densitometric
analysis software program) of B220 cDNA, present in each
of the various samples, was normalized with respect to the
concentration of internal control cDNA (β-actin) detected
in the same sample, and B220/ β-actin cDNA ratios were
calculated.

Quantitative measurement of NF-κB activation
Nuclear extracts were prepared from 8 × 106 leukemic
T cells treated or not with As2O3. The protein from
nuclear extracts was quantified by the Bradford method
(Bio-Rad, France). An equal amount of nuclear extract
(5 μg) was assayed for NF-κB p50 activity using a TransAm
NFκB p50 Transcription Factor Assay Kit according to the
manufacturer’s recommendations (ActiveMotif, Rixensart,
Belgium).

Statistical analyses
Data are reported as fluorescence means ± SE. Signifi-
cant differences between sample means were determined
using the Student t test. Statistical significance was ac-
cepted at P ≤0.05.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. (A) Cell morphology of As2O3-treated T-cell
lines. APL-derived NB4 cells as well as EL-4, BW5147, L1210, Jurkat,
CD45-deficient Jurkat variant (J45.01) and HPB-ALL T-cell lines were
treated for 24 h with As2O3 in doses ranging from 1 to 20 μM. Cells
were then analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC) and
granulosity (SSC). Regions R1 and R2 identified on a FSC vs. SSC dot plot
encompassed cells with FSCint/lowSSChigh and FSChighSSClow, respectively. At
least 20,000 events were analyzed for each sample. FSC vs. SSC dot plots on
murine EL-4 cells and human Jurkat cells are representative of more than 10
independent experiments. (B) Basal level of CD45 plasma membrane
expression. Jurkat (■) and CD45-deficient Jurkat variant (J45.01) (□) cells were
stained with PE-conjugated anti-CD45 mAb (clone 2D1) or PE-conjugated
rat IgG2a isotype control, and then analyzed by flow cytometry. (C)
B220 mRNA expression in As2O3-treated T-cell lines. RT-PCR analysis
were performed to assess the levels of B220 mRNA in EL-4 and
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BW5147 T cells cultured in the presence or absence of 1, 2 and 4 μM
As2O3 for 3, 6 and 9 h. Results are representative of two other experiments.

Additional file 2: Figure S2. (A) Constitutive B220/CD45R cell surface
expression on CD90+ L1210 T cells. Cells were labeled with APC-conjugated
anti-CD90 and PE-conjugated anti-B220/CD45R mAbs, or fluorescent isotype
control, and then analyzed by flow cytometry. (B) B220 expression on
As2O3-treated cells. L1210 T cells were treated without or with As2O3 for
24 h in doses ranging from 1 to 20 μM. L1210 cells were then stained with
PE-conjugated anti-B220/CD45R mAb or PE-conjugated rat IgG2a isotype
control, and further analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC)
versus granulosity (SSC) and B220 expression. FSC vs. SSC dot plots were
used to define gates R1 and R2 with FSCint/lowSSChigh and FSChighSSClow,
respectively. B220 histograms were then gated in R1 and R2 to determine
the percentages of cells expressing B220 (n =10 independent experi-
ments). At least 20,000 events were analyzed for each sample. (C) HSP70
induction on As2O3-treated cells. L1210 T cells stained with anti-B220 and
anti-HSP70 antibodies were analyzed by flow cytometry as described in
Figure 3B. (D) FasL induction on Ca2+ ionophore treated cells. Histograms
obtained with PE-conjugated Armenian hamster (clone MFL3) anti-FasL
mAb (open histogram) are overlaid on histograms obtained with PE-
conjugated Armenian hamster isotype control (shaded histogram) (n = 3
independent experiments). At least 20,000 events were analyzed for
each sample.

Additional file 3: Figure S3. Duration of B220/CD45R membrane
expression upon As2O3 treatment. EL-4 and Jurkat T cells were cultured
in the absence or in the presence of 1, 2, 4 or 8 μM As2O3 for 24 h. Then,
cells were extensively washed with PBS to eliminate all traces of As2O3,
and cultured for 9 additional days. Expression of B220 was measured by
flow cytometry at the time of As2O3 removal (referred to as day 0) and 1
to 9 days after As2O3 was removed. At least 20,000 events were analyzed
for each sample. Dot plots of FSC vs. SSC on 8 μM As2O3-treated EL-4
and Jurkat cells are representative of more than 3 independent experiments.
Graphs report the percentages of B220+ EL-4 or B220+ Jurkat cells at the
indicated time-points and concentrations of As2O3, with the same isotype
control labelling as in Figure 3.
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.I.2 FFigures supplémentaires 

 

Figure S1: (A) Cell morphology of As2O3-treated T-cell lines. APL-derived NB4 cells as well as EL-4, BW5147, L1210, Jurkat, 
CD45-deficient Jurkat variant (J45.01) and HPB-ALL T-cell lines were treated for 24 h with As2O3 in doses ranging from 
1 to 20 μM. Cells were then analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC) and granulosity (SSC). Regions R1 and 
R2 identified on a FSC vs. SSC dot plot encompassed cells with FSCint/lowSSChigh and FSChighSSClow, respectively. At least 20,000 
events were analyzed for each sample. FSC vs. SSC dot plots on murine EL-4 cells and human Jurkat cells are 
representative of more than 10 independent experiments. (B) Basal level of CD45 plasma membrane expression. Jurkat 
(■) and CD45-deficient Jurkat variant (J45.01) (□) cells were stained with PE-conjugated anti-CD45 mAb (clone 2D1) or 
PE-conjugated rat IgG2a isotype control, and then analyzed by flow cytometry. (C) B220 mRNA expression in As2O3-
treated T-cell lines. RT-PCR analysis were performed to assess the levels of B220 mRNA in EL-4 and BW5147 T cells 
cultured in the presence or absence of 1, 2 and 4 μM As2O3 for 3, 6 and 9 h. Results are representative of two other 
experiments. 
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  Figure S2: (A) Constitutive B220/CD45R cell surface expression on CD90+ L1210 T cells. Cells were labeled with APC-
conjugated anti-CD90 and PE-conjugated anti-B220/CD45R mAbs, or fluorescent isotype control, and then analyzed by 
flow cytometry. (B) B220 expression on As2O3-treated cells. L1210 T cells were treated without or with As2O3 for 24 h in 
doses ranging from 1 to 20 μM. L1210 cells were then stained with PE-conjugated anti-B220/CD45R mAb or PE-
conjugated rat IgG2a isotype control, and further analyzed by flow cytometry with respect to size (FSC) versus 
granulosity (SSC) and B220 expression. FSC vs. SSC dot plots were used to define gates R1 and R2 with FSCint/lowSSChigh and 
FSChighSSClow, respectively. B220 histograms were then gated in R1 and R2 to determine the percentages of cells 
expressing B220 (n =10 independent experiments). At least 20,000 events were analyzed for each sample. (C) HSP70 
induction on As2O3-treated cells. L1210 T cells stained with anti-B220 and anti-HSP70 antibodies were analyzed by flow 
cytometry as described in Figure 3B. (D) FasL induction on Ca2+ ionophore treated cells. Histograms obtained with PE-
conjugated Armenian hamster (clone MFL3) anti-FasL mAb (open histogram) are overlaid on histograms obtained with 
PE-conjugated Armenian hamster isotype control (shaded histogram) (n = 3 independent experiments). At least 20,000 
events were analyzed for each sample. 
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FFigure S3: Duration of B220/CD45R membrane expression upon As2O3 treatment. EL-4 and Jurkat T cells were cultured 
in the absence or in the presence of 1, 2, 4 or 8 μM As2O3 for 24 h. Then, cells were extensively washed with PBS to 
eliminate all traces of As2O3, and cultured for 9 additional days. Expression of B220 was measured by flow cytometry at 
the time of As2O3removal (referred to as day 0) and 1 to 9 days after As2O3 was removed. At least 20,000 events were 
analyzed for each sample. Dot plots of FSC vs. SSC on 8 μM As2O3-treated EL-4 and Jurkat cells are representative of 
more than 3 independent experiments. Graphs report the percentages of B220+ EL-4 or B220+ Jurkat cells at the 
indicated time-points and concentrations of As2O3, with the same isotype control labelling as in Figure 3.   
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 AAbstract 

My project aims to determine the role of the purinergic receptor P2X7 (P2X7R) in the 

pathophysiological processes involved in the development of autoimmune lupus-like syndrome. MRL/lpr 

mice, deficient for the cell death receptor Fas (lpr mutation), spontaneously develop this pathology 

following the accumulation of pathogenic B220+CD4−CD8− (DN) T lymphocytes in secondary lymphoid 

organs. We have observed that these lymphocytes are also deficient in P2X7R cell surface expression. This 

led us to hypothesize that P2X7R could play a key role in T cell homeostasis and lupus development. To test 

our hypothesis, we produced B6 mice deficient for both Fas (lpr) and P2X7R (P2X7KO). These mice, but not 

single mutant B6 mice (lpr or P2X7KO), develop a massive accumulation of DN B220+ T lymphocytes and 

high levels of autoantibodies and proinflammatory cytokines, confirming for the first time the involvement 

of P2X7R in T-cell homeostasis. I have found that the pathogenic DN T lymphocytes are predominantly 

derived from the CD8+ T lymphocyte subpopulation. Chronic inflammation in B6/lpr-P2X7KO mice induces 

the activation of the whole CD4+ and CD8+ naïve T lymphocyte subpopulations leading to the accumulation 

of Effector/Memory and exhausted T lymphocytes. Accumulated T-cells lose the ability to be reactivated. 

To confirm these results, I compared the adaptive immune response against adenovirus between mice 

deficient for Fas (lpr mutation), P2X7R-deficient mice or both receptors. The cellular and the humoral 

responses were lower in the B6/lpr-P2X7KO mouse strain compared to B6, B6-P2X7KO and B6/lpr mouse 

strains. The antiviral immune response in the B6/lpr mice was lower than in B6 and B6-P2X7KO mice. These 

results reinforce our hypothesis about the synergistic role of both receptors in the maintaining of T cell 

homeostasis. Ours results suggest that Fas and P2X7R play their synergistic role in T-cell homeostasis. In 

collaboration with a team from the University of Taiwan, we sequenced the mRNAs expressed in the spleen 

and lymph nodes of MRL/lpr mice before and after the onset of the diseases as well as in the B6, B6/lpr, 

B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO mouse strains in order to better understand the mechanism triggering the 

disease and to identify the role of each receptor on the expression of the susceptibility loci. 
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Résumé : My project aims to determine the 
role of the purinergic receptor P2X7 (P2X7R) in 
the pathophysiological processes involved in the 
development of autoimmune lupus-like 
syndrome. MRL/lpr mice, deficient for the cell 
death receptor Fas (lpr mutation), 
spontaneously develop this pathology following 
the accumulation of pathogenic B220+CD4−CD8− 
(DN) T lymphocytes in secondary lymphoid 
organs. We have observed that these 
lymphocytes are also deficient in P2X7R cell 
surface expression. This led us to hypothesize 
that P2X7R could play a key role in T cell 
homeostasis and lupus development. To test 
our hypothesis, we produced B6 mice deficient 
for both Fas (lpr) and P2X7R (P2X7KO). These 
mice, but not single mutant B6 mice (lpr or 
P2X7KO), develop a massive accumulation of DN 
B220+ T lymphocytes and high levels of 
autoantibodies and proinflammatory cytokines, 
confirming for the first time the involvement of 
P2X7R in T-cell homeostasis. I have found that 
the pathogenic DN T lymphocytes are 
predominantly derived from the CD8+ T 
lymphocyte subpopulation. Chronic 
inflammation in B6/lpr-P2X7KO mice induces 
the activation of the whole CD4+ and CD8+ naïve 
T lymphocyte subpopulations leading to the 
accumulation of Effector/Memory and 
exhausted T lymphocytes. Accumulated T-cells 
lose the ability to be reactivated. To confirm 
these results, I compared the adaptive immune 
response against adenovirus between mice 
deficient for Fas (lpr mutation), P2X7R-deficient 
mice or both receptors. The cellular and the 
humoral responses were lower in the B6/lpr-
P2X7KO mouse strain compared to B6, B6-
P2X7KO and B6/lpr mouse strains. The antiviral 
immune response in the B6/lpr mice was lower 
than in B6 and B6-P2X7KO mice. These results  

reinforce our hypothesis about the synergistic 
role of both receptors in the maintaining of T cell 
homeostasis. Ours results suggest that Fas and 
P2X7R play their synergistic role in T-cell 
homeostasis. In collaboration with a team from 
the University of Taiwan, we sequenced the 
mRNAs expressed in the spleen and lymph 
nodes of MRL/lpr mice before and after the 
onset of the diseases as well as in the B6, B6/lpr, 
B6-P2X7KO and B6/lpr-P2X7KO mouse strains in 
order to better understand the mechanism 
triggering the disease and to identify the role of 
each receptor on the expression of the 
susceptibility loci. 
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Résumé : Mon étude a porté sur le rôle du 
récepteur purinergique P2X7 (P2X7R) dans les 
processus physiopathologiques impliqués dans 
le développement des maladies auto-immunes 
de type lupique. Les souris MRL/lpr, déficientes 
en récepteurs d’apoptose Fas (mutation lpr), 
développent spontanément un lupus 
érythémateux systémique suite à 
l’accumulation de lymphocytes T pathogéniques 
CD4−CD8− (DN) B220+ dans les organes 
lymphoïdes secondaires. Nous avons observé 
que ces lymphocytes ont un déficit d’expression 
en P2X7R à leur surface ce qui nous a amené à 
postuler que P2X7R pourrait jouer un rôle clef 
dans l’homéostasie des lymphocytes T et le 
développement du lupus. Afin de vérifier notre 
hypothèse, nous avons produit des souris 
C57BL/6J (B6) déficientes simultanément pour 
Fas (lpr) et P2X7R (P2X7KO). Les souris 
B6/lpr-P2X7KO présentent une accumulation 
massive de lymphocytes T DN B220+, des titres 
très élevés en auto-anticorps et une forte 
dérégulation de l’expression des cytokines ce 
qui n’est pas le cas pour les souris B6 simples 
mutantes pour lpr ou P2X7KO confirmant pour 
la première fois l’implication de P2X7R dans 
l’homéostasie des lymphocytes T, en synergie 
avec le récepteur Fas. Les lymphocytes T DN 
pathogéniques, responsables de la 
lymphoaccumulation, sont issus 
majoritairement de la sous-population des 
lymphocytes T CD8+. L’inflammation chronique 
présente chez les souris B6/lpr-P2X7KO induit 
l’activation de l’ensemble des populations 
lymphocytaires T CD4+ et CD8+ naïves 
conduisant à l’accumulation de lymphocytes T 
Effecteurs/Mémoires de type EM (effecteur 
mémoire) et CM (central mémoire) qui 
atteignent parfois le stade exhausted 
PD1+TIM3+. 

Les lymphocytes T CD4+, CD8+ et DN B220+ qui 
s’accumulent chez les souris B6/lpr-P2X7KO ont 
une capacité de réactivation réduite. Ce biais 
fonctionnel et phénotypique a été montré en 
comparant la réponse immunitaire adaptative, 
contre un vecteur adénoviral codant pour 
l’ovalbumine, entre des souris déficientes en Fas 
et/ou P2X7R. Les réponses cellulaires et 
humorales sont moins importantes dans les 
souris B6/lpr-P2X7KO que B6 et B6-P2X7KO. 
Dans les souris B6/lpr, on observe un niveau de 
réponses antigéniques intermédiaire. 
L’ensemble de ces résultats renforcent notre 
hypothèse sur le rôle synergique des récepteurs 
Fas et P2X7R dans l’homéostasie des 
lymphocytes T et le développement du lupus. 
Étant donné que le taux d’apoptose induit par 
l’activation de chacun des récepteurs Fas ou 
P2X7R est moins important dans les 
lymphocytes T CD8+ que CD4+, nous en 
concluons que la synergie entre les récepteurs 
Fas et P2X7 serait nécessaire pour l’homéostasie 
des lymphocytes T CD8+. Afin de préciser les 
mécanismes à l’origine de la maladie développé 
par les souris B6/lpr-P2X7KO et d’identifier 
l’impact de chaque récepteur sur l’expression 
des loci de susceptibilité au lupus, nous avons 
séquencé les ARNm exprimés dans la rate et les 
ganglions lymphatiques des souris MRL/lpr 
avant et après le développement de l’auto-
immunité ainsi que chez les souris B6, B6/lpr, 
B6-P2X7KO et B6/lpr-P2X7KO et identifié trente 
gènes candidats. 

 

 


