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Résumé 

 

Les checkpoints immunitaires sont des récepteurs qui régulent négativement les réponses des 

lymphocytes T déclenchées par les récepteurs d’antigène (TCR) par les récepteurs de co-

stimulations. Les thérapies basées sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux visant à bloquer 

ces récepteurs ont considérablement amélioré l’efficacité des thérapies contre le cancer. Le 

checkpoint immunitaire BTLA régule l’activation des lymphocytes T et la maintenance des 

lymphocytes T CD8+ en périphérie en inhibant la signalisation émanant du TCR par 

l’intermédiaire de la tyrosine-phosphatase à domaine SH2, SHP-1. BTLA est exprimé au sur les 

lymphocytes T en cours de développement dans le thymus au stade de la sélection positive 

mais on ignore ses fonctions biologiques dans ce contexte. THEMIS est une protéine de 

signalisation essentielle au développement des lymphocytes T et au maintien des lymphocytes 

T CD8+ dans les tissus périphériques. La délétion du gène codant pour THEMIS est associée à 

un défaut de la sélection positive des thymocytes et à une lymphopénie. THEMIS stimule la 

sélection positive et le maintien des lymphocytes T CD8+ en inhibant l’activité catalytique de 

SHP-1. 

 

Nous avons émis l’hypothèse que THEMIS puisse stimuler la sélection positive et le maintien 

des lymphocytes T CD8+ en réprimant les fonctions inhibitrices de BTLA. Nous avons montré 

que la délétion du gène codant pour THEMIS dans des modèles de souris accroit la capacité 

de BTLA à inhiber l’activation et la différentiation des lymphocytes CD4+ et CD8+.THEMIS est 

recruté à BTLA et réprime l’activité phosphatase de SHP-1 en augmentant l’oxydation de sa 

cystéine catalytique. La déficience en THEMIS n’a cependant pas d’effet sur les fonctions 

inhibitrices du checkpoint immunitaire PD-1 qui dépend principalement de la tyrosine-

phosphatase SHP-2. Nous montrons que la délétion du gène codant pour BTLA restaure la 

sélection positive dans les souris déficientes pour THEMIS, indiquant que THEMIS stimule la 

sélection positive en bloquant la signalisation inhibitrice de BTLA. THEMIS stimule aussi le 

maintien des lymphocytes T CD8+ périphériques en diminuant la capacité de BTLA à inhiber 

les signaux de survie déclenchés par les récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15. Ces résultats suggèrent 

que les signaux inhibiteurs déclenchés par les checkpoints immunitaires dépendent des 

interactions avec leurs ligands mais sont aussi contraints par des protéines intracellulaires qui 
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modulent le seuil à partir duquel ces récepteurs sont capables d’inhiber les lymphocytes T. 

Ces résultats ont des conséquences dans la compréhension des mécanismes thérapeutiques 

impliqués dans le traitement du cancer et dans les mécanismes liés à l’émergence des 

maladies auto-immunes 
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Summary 

 

Immune checkpoints are receptors that negatively regulate T lymphocyte responses triggered 

by antigen receptors (TCR) via co-stimulatory receptors. Therapies based on the use of 

monoclonal antibodies targeting these receptors have significantly improved the efficacy of 

cancer therapies. The immune checkpoint BTLA regulates T lymphocyte activation and 

maintenance of peripheral CD8+ T lymphocytes by inhibiting signaling emanating from the 

TCR through the SH2 domain-containing tyrosine phosphatase, SHP-1. BTLA is expressed on T 

lymphocytes during development in the thymus at the positive selection stage, but its 

biological functions in this context are unknown. THEMIS is a signaling protein essential for T 

lymphocyte development and maintenance of CD8+ T lymphocytes in peripheral tissues. 

Deletion of the gene encoding THEMIS is associated with a defect in positive selection of 

thymocytes and lymphopenia. THEMIS promotes positive selection and maintenance of CD8+ 

T lymphocytes by inhibiting the catalytic activity of SHP-1. 

 

We hypothesized that THEMIS may promote positive selection and maintenance of CD8+ T 

lymphocytes by repressing the inhibitory functions of BTLA. We have shown that deletion of 

the gene encoding THEMIS in mouse models increases BTLA's ability to inhibit activation and 

differentiation of CD4+ and CD8+ lymphocytes. THEMIS is recruited to BTLA and represses 

SHP-1 phosphatase activity by increasing oxidation of its catalytic cysteine. Deficiency in 

THEMIS, however, has no effect on the inhibitory functions of the immune checkpoint PD-1, 

which primarily depends on the tyrosine phosphatase SHP-2. We show that deletion of the 

gene encoding BTLA restores positive selection in THEMIS-deficient mice, indicating that 

THEMIS promotes positive selection by blocking BTLA's inhibitory signaling. THEMIS also 

promotes maintenance of peripheral CD8+ T lymphocytes by reducing BTLA's ability to inhibit 

survival signals triggered by IL-2 and IL-15 receptors. These results suggest that inhibitory 

signals triggered by immune checkpoints depend on interactions with their ligands but are 

also constrained by intracellular proteins that modulate the threshold at which these 

receptors are able to inhibit T lymphocytes. These findings have implications for 

understanding the therapeutic mechanisms involved in cancer treatment and the mechanisms 

underlying the emergence of autoimmune diseases. 
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Liste des abréviations 
 

AIRE: Auto-immune Regulator 

AP-1: Activator Protein 1 

BTLA: B and T Lymphocyte Attenuator 

CD: Cluster of Differenciation 

CDR: Complementarity-determining region 

CFA : Complete Freund Adjuvant 

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

CPA: Cellule présentatrice d’antigène 

CCL: Ligand de Chimiokine C-C 

CCR: Récepteur de Chimiokine C-C 

CSK: Non-receptor tyrosine-protein kinase 

cTEC: Cortical Thymic Epithelial Cell 

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

CXCR : C-X-C Chemokine Receptor 

DC: Dendritic Cell 

DN: Double négatif 

DP: Double Positif 

EAE : Experimental Auto-immune Encephalomyelitis 

EOMES : Eomesodermin 

EpCAM: Epithelial Cellular Adhesion Molecule 

ER : Réticulum Endoplasmique 

ERK: Extracellular signal-regulated kinases 

Foxp3: Forkhead Box P3 

GATA3: GATA3 binding protein 

GC : Centre Germinatif 

Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2 

HVEM: Herpes Virus Entry Mediator 

IBD: Inflammatory Bowel Disease 

ICOS: Inducible costimulator 
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IFNγ: interferon gamma 

IL : Interleukine 

IP3 : Inositol triphosphate 

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 

ITSM: Immunoreceptor tyrosine-based switch motif 

JNK: Jun N-terminal Kinase 

KLRG1: Killer cell Lectin-like Receptor G1 

LAG-3: Lymphocyte-activation gene 3 

LAT: Linker for Activation of T cells 

LB: Lymphocyte B 

Lck: Lymphocyte-Specific Protein Tyrosine Kinase 

LCMV: Lymphocytic Choriomeningitis Virus 

LIGHT: Lymphotoxin-like, exhibits Inducible expression and competes with HSV Glycoprotein 
D for binding to Herpesvirus entry mediator 

LIP: Lymphopenia Induced Proliferation 

LT: Lymphocyte T 

MAPK: Mitogen-activated protein kinase 

MEK: Mitogen-activated Extracellular signal-regulated Kinase 

MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein 

mTEC: Medullary Thymic Epithelial Cell 

NFκB: Nuclear factor kappa B 

NFAT: Nuclear Factor of Activated T cells 

NK: Natural Killer 

Nur77/NR4A1: Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1 

PD-1: Programmed cell Death protein 1 

PD-L1: Programmed cell Death Ligand 1 

PLCγ1: Phospholipase C gamma 1 

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate 

PTK: Protein Tyrosine Kinases  

PTP: Protein Tyrosine Phosphatase 
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RANK: Receptor Activator of Nuclear factor-κB 

Ras: Rat Sarcoma 

RORγT: RAR-related orphan receptor gamma  

ROS: Reactive Oxygen Species 

RUNX: Runt-related transcription factor 

SLP-76: SRC homology 2 (SH2)-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa 

SOS1: Son of Sevenless homolog 1 

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 

T-bet: T-box expressed in T cells 

TCF1: T-cell Factor 1 

TCM: Lymphocyte T central mémoire 

TCR: T-cell Receptor 

TEM: Lymphocyte T effecteur mémoire 

TEX: Lymphocyte T épuisé 

Tfh: Lymphocyte T Helper Folliculaire  

TGFβ: Transforming growth factor beta 

Th: Lymphocyte T Helper 

ThPOK: T-helper-inducing POZ/Krueppel-like factor 

TIGIT: T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 

TIM-3: T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3 

TNC: Thymic Nurse Cell 

TNFα: Tumor Necrosis Factor alpha 

TOX: Thymocyte selection-associated HMG BOX 

TRA: Tissue Restricted Antigen 

Treg: Lymphocyte T régulateur 

TRM: Lymphocyte T résident mémoire 

TSSP: Thymus-Specific Serine Peptidase 

VAV1: Vav Guanine Nucleotide Exchange Factor 1  

ZAP-70: Zeta-associated protein 70 
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I. Développement des lymphocytes T dans le thymus 
 

Avant d’être opérationnels, les lymphocytes T doivent suivre une série de processus de 

développement et de maturation dans le thymus, dont les différentes étapes sont 

caractérisées par l’expression de marqueurs de surface cellulaire tels que CD4, CD8, et les 

marqueurs d’activation CD44 et CD25. Les progéniteurs venant de la moelle osseuse 

n’expriment ni CD4, ni CD8, et sont désignés comme double négatifs (DN). Ils migrent vers la 

jonction cortico-médullaire (JCM) thymique, puis se déplacent vers le cortex pour devenir des 

thymocytes DN1 (CD44+/CD25-) et DN2 (CD44+/CD25+). Les thymocytes entre les stades DN1 

et DN2 sont capable de se différencier en cellules Natural killer (NK) et en cellule dendritic 

(DC). Ils migrent ensuite vers la zone subcapsulaire durant la phase DN3 (CD44-/CD25+) et DN4 

(CD44-/CD25-). À ce stade se produisent des réarrangements des chaînes du récepteur des 

lymphocytes T (TCR) : β, γ et δ déterminant la formation du lignage des lymphocytes T α/β et 

γ/δ. Ils se dirigent ensuite vers la zone corticale du thymus et se différencient en cellules 

doubles positives (DP) exprimant les récepteurs CD4 et CD8 (CD44-/CD25-). C’est à ce stade 

que se déroulent les réarrangements du locus α du TCR, ainsi que des processus de sélection 

positive et négative basés sur une force du signal TCR dépendante de l’affinité du TCR pour 

les peptides du soi présenté par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des cellules 

épithéliales thymiques. Ces signaux permettent la survie des thymocytes à l’issue de la 

reconnaissance d’un peptide du soi par un TCR d’affinité suffisante durant la sélection 

positive. Une sélection négative visant à éliminer les cellules auto-réactives se poursuit dans 

la zone médullaire. Parmi ces cellules, moins de 5% sont sélectionnées pour devenir simple 

positives (SP) CD4+ ou CD8+.  

 

A. Le récepteur des lymphocytes T (TCR) 

Les TCR sont localisés à la surface des lymphocytes T et reconnaissent les antigènes 

peptidiques associés au CMH-peptide à la surface des cellules présentatrices d’antigène (CPA). 

Les TCR sont formés de deux chaînes alpha et beta, ou gamma et delta. Les TCR comprenant 

les chaînes alpha et beta sont appelés TCR α/β et sont exprimés à la surface Les TCR 

comprenant les chaînes gamma et delta sont ainsi appelés TCR γ/δ et sont exprimés à la 

surface des lymphocytes T γ/δ, des lymphocytes T non-conventionnels différents des 
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lymphocytes T exprimant des TCR α/β. Les chaînes α, β, γ et δ sont divisées en régions 

constantes, variables, charnières et d’une courte chaîne transmembranaires (Figure 1A)1. 

Dans le cas des TCR α/β, la maturation des lymphocytes double négatifs CD4-CD8- en double 

positifs CD4+CD8+ dans le thymus est déterminée par des réarrangements de la chaîne β, 

formant un complexe pré-TCR. Le réarrangement de la chaîne α, plus tardif, résulte en un 

complexe TCR et promeut la maturation des lymphocytes en simple positifs CD4+ ou CD8+. Ces 

complexes induisent un signal d’activation cellulaire après reconnaissance d’un antigène du 

soi, et modulent les processus de sélection positive et négative. 

 

1. Les réarrangements du TCR 

Les exons codant pour les régions variables du TCR sont assemblés à partir de segments V 

(variable), D (diversity) et J (joining). Le réarrangement V(D)J est essentiel au développement 

d’un répertoire diversifié de TCR, ayant des affinités variables pour différents complexes CMH-

peptide. Ils sont régulés selon le stade de développement des thymocytes. Les exons de la 

zone variable des chaînes β et δ sont assemblés à partir des segments V, D et J tandis que les 

exons de la zone variable des chaînes α et ƴ sont assemblés à partir des segments V et J. La 

recombinaison V(D) J se produit entre des segments appariés à des séquences conservées RS 

(recombination signal). Les lymphocytes DN sont capables de produire des cellules exprimant 

des TCR ƴ/ δ ou des TCR α/β, constituant la plupart (environs 95%) des thymocytes rencontrés 

dans le thymus 2. Lorsque les thymocytes entrent dans la phase DN3, l’expression de gènes 

RAG (Recombination activating gene) produisant les protéines RAG1 et RAG2 est augmentée, 

provoquant une recombinaison des gènes formant la chaîne β 34par des nucléases. Il y a 

d’abord formation des segments Dβ Jβ avant que ceux-ci s’assemblent avec le segment Vβ. 

Chez l’Homme, le TCRβ comprend ainsi 42 segments de gènes Vβ, 2 segments de gènes Dβ et 

12 segments Jβ tandis que chez la souris, il existe 35 segments Vβ, 2 segments Dβ et 12 

segments Jβ5. Au sein du segment de gènes V, il y a trois « Complementarity-determining 

region » (CDR) assurant la diversité clonale des TCR. CDR1 et CDR2 sont issues du 

réarrangement des segments V, tandis que CDR3 résulte de l’assemblage des segments V, D 

et J, ainsi que de l’ajout de nucléotides aux jonctions entre les segments VDJ par les TdT 

(terminal deoxynucleotydl transferase) 6,7 (Figure 1B). Ces régions CDR3 correspondent au site 

de reconnaissance des complexes CMH-peptide, et jouent donc un rôle essentiel dans la 
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détermination de la diversité clonale des TCR. Suite à ces réarrangements, l’expression de RAG 

diminue et les chaînes β sont associées à un précurseur invariant du TCR α (pTCRα) ainsi qu’à 

un complexe CD3/ζ. Cette association conduit à la formation d’un pré-TCR, qui est capable 

d’induire des indépendamment de l’interaction avec des ligands CMH-peptide. Ces signaux 

permettent aux cellules de survivre jusqu’au stade DN4, et d’exprimer à leur surface 

consécutivement les co-récepteurs CD8 et CD4. Au stade DP il y a de nouveau une 

augmentation de l’expression des protéines RAG, permettant le réarrangement de gènes 

ciblant le locus de la chaîne α, plus précisément Vα et Jα. Une fois la chaîne α assemblée et 

exprimée à la surface des thymocytes, le pTCRα cesse d’être exprimé, résultant en un TCR 

fonctionnel αβlow. Cette grande diversité de TCR peut atteindre 1012-1015 différents clones. Les 

sélections positives et négatives réduisent ensuite ce nombre à environs 2 X 106 TCRs 

différents chez la souris pour 2 X 107 chez l’Homme. Cependant, chaque cellule n’exprime 

qu’un unique clone de son TCR. L’absence de diversité dans l’expression du TCR à la surface 

est provoquée par un phénomène exclusion allélique. La régulation de l’expression des clones 

fonctionne de différentes manières dans le cas du TCRβ ou du TCRα mais lorsqu’un premier 

clone est exprimé, il y a une boucle de rétrocontrôle inhibant l’expression des autres allèles 8.   

 

2. Les chaînes du CD3 

Les chaînes du TCR sont associées de manière non covalente à plusieurs groupes de chaînes 

CD3 : les dimères CD3εδ, CD3εγ, et CD3ζζ. Cette association forme le complexe TCR-CD3. Ces 

chaînes du CD3 contiennent, contrairement aux chaînes du TCR, de larges régions 

cytoplasmiques comprenant des motifs de transduction du signal, initiant la signalisation du 

TCR après sa reconnaissance d’un complexe CMH-peptide. Parmi ces motifs se trouvent les 

ITAM (Motifs d’activation des immunorécepteurs basé sur des tyrosines), présents sur chaque 

chaîne de CD3 (Figure 1A). Les chaînes α et β ne contiennent pas de motifs de transduction du 

signal, et sont consacrées à la reconnaissance du CMH-peptide. À l’inverse, les chaînes CD3 ε, 

δ et γ contiennent chacune un motif ITAM, et les chaînes CD3 ζ en contiennent trois, formant 

un total de dix ITAM sur le complexe TCR-CD3 (Figure 1A). La transduction du signal est assurée 

par la phosphorylation de ces motifs ITAM. Cette phosphorylation est provoquée par des 

protéines de la signalisation proximale du TCR1.  
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Figure 1. Formation du TCR (A.) Structure des chaînes du TCR et du complexe CD3, composé de deux 
chaînes ε, deux chaînes ζ, une chaîne δ et une chaîne γ. Les chaîne du TCR β et α sont organisées en 
deux régions constantes et deux régions variables connectées entre elles par des ponts disulfures (B.) 
Réarrangement des TCR β/α par recombinaison des segments V(D)J. 
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La diversité des ITAM et leur présence sur toutes les chaînes CD3 est essentiel à la signalisation 

du TCR, et ils partagent une séquence homologue (YxxL/ I-X6-8-YXXL/I). Chaque ITAM est 

cependant formé d’une séquence d’acides aminés distincte, leur permettant de s’associer aux 

protéines de la signalisation du TCR à des degrés différents9. Les ITAM ne sont pas les seuls 

motifs exprimés sur la région intracellulaire des chaînes CD3. Par exemple, la chaîne CD3 ε 

contient un motif BRS (Basic Rich Stretch) dont une partie permet l’association de résidus 

phosphoinositides nécessaire à la signalisation du TCR10. Un motif à la fonction similaire se 

trouve sur la chaîne CD3 ζ, permettant l’accumulation des CD3 ζ à la synapse 

immunologique11.  

 

B. La sélection positive 

Un système immunitaire fonctionnel nécessite que les lymphocytes T expriment des TCR 

capables de reconnaitre les complexes CMH-peptide du soi avec une affinité suffisamment 

faible pour ne pas induire le développement de pathologies auto-immunes. Ces lymphocytes 

doivent cependant pouvoir reconnaître des peptides du non-soi pour permettre la protection 

de l’organisme contre les pathogènes. La reconnaissance par les cellules DP des complexes 

CMH-peptide exprimés par les cTEC peut, si elle est suffisamment faible, induire un signal de 

survie qui permet aux thymocytes de continuer leur développement. La sélection positive, se 

déroulant dans le cortex, vise à sélectionner les cellules à TCR de faible affinité. Les cellules 

non sélectionnées à ce stade, faute de remaniements génétiques inopérant et d’un signal TCR 

insuffisant, meurent par négligence. Environ 90% des thymocytes DP ne franchissent pas la 

sélection positive et meurent par négligence 12 13. Dans le cas des 10% restants, les cellules 

interagissent avec un antigène du soi présenté par le CMH des cTEC (Figure 2). La signalisation 

induite par les chaînes CD3 est indispensable pour la sélection thymique. En effet, des souris 

exprimant une version tronquée, n’exprimant qu’une séquence de l’ITAM de chacune des 

chaîne CD3, présentent un défaut de développement thymique avec une augmentation du 

nombre de cellules DN et une diminution de celui des cellules DP et SP14. Chez les SP CD4+ de 

ces souris, la modification des ITAM de la plupart des chaînes CD3 est associée à une 

diminution de l’expression du TCR, ainsi que du signal TCR, représenté par l’expression de 

Nur77. Chez les SP CD8+, l’expression de Nur77 est diminuée chez les souris avec des ITAM 

mutés sur les chaînes ε, δ et γ, mais pas les ITAM des chaînes ζ. L’expression du récepteur 
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nucléaire Nur77 dans les thymocytes et plus généralement dans les lymphocytes T et B, est 

directement liée à la force du signal TCR ou BCR et concorde également avec l’expression du 

marqueur d’activation CD69. Son expression augmente après stimulation des cellules par un 

antigène spécifique15. Ceci suggère que chaque unité CD3 est nécessaire pour la maturation 

des thymocytes, mais que ces chaînes ont des rôles différents. Il a été montré que la chaîne 

CD3ζ occupe également un rôle prépondérant dans la sélection positive. L’absence de ses 

motifs activateurs cytoplasmiques ITAM entraîne une baisse de développement de CD4+ et 

CD8+, visible dans le thymus et à la périphérie 16. Cependant, d’autres études montrent à 

l’inverse qu’une mutation invalidant la fonction des ITAM de la chaîne CD3ζ n’a pas d’impact 

sur l’activation des thymocytes, et des fonctions effectrices associées aux lymphocytes T CD8+ 

matures17. CD3ε promeut l’activation de ZAP-70 et ERK, deux éléments essentiels de la 

signalisation TCR18. L’association de la membrane plasmique avec la queue cytoplasmique de 

la chaîne CD3ε est capitale pour la sélection positive : la mutation de la région cytoplasmique 

de CD3ε, empêchant son association à la membrane, chez les thymocytes entraîne un défaut 

de SP CD4+ et CD8+. Ces thymocytes présentent une expression affaiblie du TCR et ne peuvent 

pas devenir des thymocytes matures. L’absence de CD3 δ mène à un défaut de 

développement des lymphocytes T α/β, particulièrement durant le passage du stade DP au 

stade SP19. Les deux chaînes CD3 γ et δ jouent un rôle dans la régulation de l’expression du 

TCR à la surface20.  

Les cTEC sont identifiables par l’expression de la Cytokératine 8, EpCAM, Ly51, CD205, ainsi 

que les CMH de classe I et II. Ils sont organisés en complexes multicellulaires réticulaires 

appelés « nurse-cells » du thymus (TNC), pouvant interagir avec plus de 20 thymocytes 

simultanément. La spécificité des cTEC à présenter des ligands de faible affinité est en partie 

dû à un mécanisme de présentation d’antigène particulier 21 22. En effet, comme pour la 

plupart des antigènes présentés dans le thymus, ceux présentés par les cTEC résultent de 

macro-autophagie, et subissent un processus de lyse par le protéasome avant d’être associés 

aux CMH I et II. Ce protéasome contient généralement 14 sous-unités α et 14 sous-unités β. 

Dans le cas des peptides présentés par le CMH I, les cTEC expriment une sous unité catalytique, 

β5t (ou PSMB11) dans le protéasome, de manières alternative aux autres formes de cette sous 

unité présente dans les cellules immunitaires comme la β5i, créant ce qu’on appelle un 

thymoprotéasome 23. Un thymoprotéasome non fonctionnel chez la souris entraîne une 

déficience du développement des CD8. La force du signal TCR peut être évaluée en étudiant 
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l’expression du co-récepteur CD5, à l’instar de Nur77. CD5 est un récepteur membranaire dont 

l’expression augmente dans les thymocytes au cours de la sélection positive. Il induit la 

diminution d’acteurs importants de la signalisation TCR comme ERK, SLP-76 ou le flux calcique. 

Le niveau d’intensité du signal TCR influence son expression, particulièrement l’activité des 

motifs activateurs ITAM de la chaîne ζ. Comme Nur77, CD5 est induit plus fortement chez les 

cellules présentant un TCR spécifique24,25. Une déficience en β5t chez la souris entraîne une 

augmentation de cellules exprimant de forts niveaux de CD5 et Nur77 comparé aux souris 

sauvages. Les peptides générés par le thymoprotéasome des cTEC semblent donc promouvoir 

la sélection de cellules CD5low associées à un faible signal TCR 26. Ces travaux suggèrent que la 

sélection de cellules exprimant des TCR de faible affinité pour les complexes du soi CMH-

peptide contribue à former une population clonale de TCR diversifiée réduisant les risques de 

développement de réactions auto-immunes. Dans le cas d’une présentation par le CMH II, les 

cTEC expriment plusieurs protéases dont la Cathepsine L1, et la TSSP, dont la déficience 

entraîne un défaut de développement des LT CD4 27. 

 

C. Lignage des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

Les thymocytes DP issus de la sélection positive sont dirigés vers une différentiation en cellules 

exprimant uniquement les co-récepteurs CD4+ ou CD8+ reconnaissant respectivement des 

CMH de classe II et CMH de classe I. Le CMH I est généralement associé au mécanisme de 

défense visant des infections intracellulaires tandis que le CMH II est associé au mécanisme 

de défense ciblant les infections extracellulaires 28. La coopération entre le TCR et les co-

récepteurs CD4 ou CD8 joue un rôle déterminant dans la signalisation TCR. À l’issue de la 

reconnaissance de l’antigène par le TCR , il y a un recrutement de la tyrosine kinase spécifique 

des LT (Lck) au groupe CD3, ainsi qu’une association avec la queue cytoplasmique du CD4 ou 

du CD8 29. Lck phosphoryle les motifs ITAMs de CD3ζ, permettant le recrutement de ZAP70 à 

la chaîne ζ et aux ITAM de CD3, qui est ensuite activé par Lck. L’activation de ZAP-70 conduit 

au déclenchement de voies de signalisation, tels que flux calcique Ca2+ menant à la 

translocation du facteur NFAT dans le noyau et la voie des MAPK, permettant la maturation 

du thymocyte 30. Le mécanisme responsable du choix de lignage CD4 ou CD8 a fait l’objet de 

nombreuses théories, et les recherches ont dégagé plusieurs modèles, dont les modèles 

d’instruction et modèle stochastique.  



20 
 

 

  

CD4 

CD8 

CD8 

CD4 

TCR 

TCR 

Thymocytes DP 

Signaux CD4 

Signaux CD8 

CD4 

CD8 

TCR 

TCR 

Thymocytes SP 

Modèle 
d’instruction 

CD4 

CD8 

CD8 

CD4 

TCR 

TCR 

Perte d’expression 
aléatoire du CD8  

Perte d’expression 
aléatoire du CD4 

Modèle 
Stochastique 

CD4
high

CD8
low

 

CD4
low

CD8
high

 

CMH II 

CMH I 

Engagement CMH II  

Engagement CMH I  

CD4
+
CD8

-
 

CD8
+
CD4

-
 

CD4 

CD8 

CD8 

CD4 

TCR 

TCR 

Pas d’engagement par le 

  

 CMH correspondant  

Apoptose 

CD4 

TCR 

CD8 

TCR 

CPA 

CD4
+
CD8

+
 

Figure 2. Lignage des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (A.) Modèle d’instruction : L’interaction du co-
récepteur CD4 ou CD8 avec le CMH correspondant induit des signaux menant à l’expression simple 
positive du CD4 ou du CD8 (B.) Modèle stochastique : Perte d’expression aléatoire du CD4 ou du CD8. 
Le thymocyte nécessite alors un engagement avec le CMH correspondant afin d’induire des signaux de 
survie 

B. 

A. 

CMH II 

CMH I 

CPA 

Engagement CMH II  

Engagement CMH I  



21 
 

1. Le modèle d’instruction 

Le modèle d’instruction indique que la reconnaissance des CMH de classe I ou II par les TCR et 

les co-récepteurs correspondant mène à une signalisation bloquant l’expression des co-

récepteurs CD4 ou CD8 respectivement (Figure 2A).  

2. Le modèle stochastique 

Le modèle stochastique quant à lui décrit une délétion aléatoire de l’un ou l’autre co-

récepteur. La cellule est ensuite sélectionnée et seule l’association conjointe d’un co-

récepteur et d’un TCR ayant une spécificité au CMH présentant l’antigène permet à la  

cellule de se différencier dans le lignage correspondant à la restriction des TCR pour le CMH 

de type I ou II 28 (Figure 2B). Différents résultats ont corroboré l’un ou l’autre modèle. Par 

exemple, une étude phénotypique dévoile une perte graduelle d’expression de CD4 et de CD8 

au lieu d’une perte drastique d’expression de co-récepteur, décrivant des populations 

intermédiaires CD4intCD8high qui se différencient en SP CD8+ même en absence de CMH de 

classe I, et de même concernant les thymocytes CD4highCD8int en absence de CMH de classe II 

31.   

3. Le modèle cinétique 

Un autre modèle expliquant le choix de lignage CD4/CD8 est appelé le modèle cinétique. Ce 

modèle est basé sur la durée du signal TCR, qui serait détectée par des cytokine à chaîne γ 

comme l’IL-7 32. Une étape de la sélection a été observée avec des thymocytes exprimant un 

CD4 mais pas de CD8, peu importe le type de CMH présenté au TCR. Ces thymocytes peuvent 

ensuite malgré tout être différenciés en CD8+ avec l’ajout d’IL-7. La transcription du CD4 est 

alors interrompue au profit de celle du CD8. Cependant cette inversion de co-récepteur peut 

être empêchée par une nouvelle stimulation TCR 33. Il s’avère donc que la capacité du TCR à 

induire un signal persistent en absence du CD8 détermine si le thymocyte continue sa 

différentiation en CD4+, ou subit une inversion et se différencie à la place en CD8+.  

 

4. Le modèle intégratif 

Des recherches plus récentes étudiant les populations en temps réel au cours du 

développement T suggèrent un dernier modèle dit par « défaut » indiquant qu’en absence de 

signal TCR, les DP se différencient d’abord en CD4 par défaut, puis la présence d’un CMH de  
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classe I permet un lignage CD8+. Il a également été montré que les DP passe par une phase de 

perte d’expression des deux co-récepteurs, puis réexpriment progressivement d’abord CD4 

puis CD8, menant à des sous population CD4intCD8int, de manière indépendante à la spécificité 

au CMH I ou CMH II 34,35. Ces découvertes s’accordent avec le modèle plus complexe désormais 

principalement retenu, basé la durée du signal issu de la reconnaissance de l’antigène par le 

TCR et les co-récepteurs. Il semble que ces signaux ont un rôle prédominant comparé à la 

spécificité du TCR au CMH I ou CMH II. Différents degrés de stimulation de thymocytes DP pré-

sélection, ont mené sélectivement à la différentiation en cellule SP CD4 ou SP CD8. Des signaux 

forts associés à une longue durée de stimulation aboutissent à un lignage CD4 tandis que des 

signaux faibles et brefs aboutissent à un lignage CD8.  Des expériences indiquent que la co-

agrégation du TCR avec un co-récepteur CD4 produit des signaux forts, un fort recrutement 

de Lck et une différenciation des cellules DP en cellules SP-CD4. En revanche, l’agrégation de 

deux TCR induit des signaux plus faibles avec un recrutement de Lck moindre, et mène à une 

différentiation en SP CD8 36. De plus un plus fort recrutement de Lck a été observé chez les 

CD4 comparé aux CD8, et un thymocyte est capable de se différencier en SP CD4 en cas de 

forte stimulation issue de l’association d’un CD8 37. Des résultats similaires ont été observés 

en exposant pendant différentes durées des ligands à des thymocytes possédant des TCR 

transgéniques spécifiques. Une longue durée de stimulation favorise un lignage CD4 et une 

courte durée à un lignage CD8 38 (Figure 3).  

Ces signaux sont associés à des voies de signalisation spécifiques. La voie MAPK semble 

déterminante pour la décision du lignage CD4/CD8. Un transgène de Mapk1 favorise un 

lignage CD4, et à l’inverse un blocage de la protéine MAPK1 favorise un lignage CD8. Il est 

également suggéré que MAPK1 prolonge le signal TCR en retardant l’activité inhibitrice de 

SHP-1, permettant une différentiation en SP CD4, au lieu de la différentiation « par défaut » 

en SP CD8 se déroulant dès que le signal est suffisamment fort pour outrepasser la sélection 

positive 39,40. Comme abordé précédemment, l’IL-7 peut avoir un rôle de senseur de la durée 

du signal TCR. Un signal TCR fort et persistant induit une inhibition de la signalisation des 

récepteurs de l’IL-7 (IL-7R) et il est admis que l’IL-7 joue un rôle dans la survie des cellules en 

absence de signal TCR. En plus d’induire un lignage CD8 en inhibant la transcription du gène 

associé à CD4 (le blocage de l’interaction entre l’IL-7R et l’IL-7 restaure un lignage CD4), l’IL-7 

induit l’expression du récepteur de glucose GLUT1, qui n’est exprimé qu’à la surface des SP 



24 
 

CD8 chez les thymocytes 32,41. D’autre part plusieurs facteurs de transcription jouent un rôle 

important dans le lignage CD4/CD8. L’expression du facteur GATA3 ainsi que celle de ThPOK, 

exprimé principalement dans les CD4, est induite lors d’une signalisation forte et persistante 

d’un TCR spécifique du CMH II menant à l’inhibition du lignage CD8, empêchant l’inhibition de 

l’expression du gène Cd4 et favorisant un lignage CD4 chez les sous populations intermédiaires 

CD4+CD8low 42. À l’inverse, en cas de TCR spécifique du CMH I chez les CD4+CD8low, il y a une 

diminution de l’expression de GATA3 et de ThPOK. Le signal TCR est bref, permettant une 

signalisation issue de l’IL-7R. Enfin, le facteur RUNX3 est nécessaire au développement et la 

fonction des LT CD8+, et des souris RUNX3 KO présentent un défaut de SP-CD8 dans le thymus 

et la rate. Les SP-CD8 issus de ces souris sont moins cytotoxiques et forment moins de 

conjugués avec des cellules cibles. Les signaux issus de l’IL-7R induisent une augmentation du 

facteur de transcription RUNX3, qui agit en bloquant l’expression de ThPOK ainsi que celle du 

CD4. La présence d’IL-7 mène ainsi à une différentiation en SP-CD8 43. 

D. La sélection négative 

Le processus de sélection négative se déroule principalement après migration des cellules 

dans la zone médullaire thymique où sont localisés cellules épithéliales thymiques médullaires 

(mTEC). Cette migration nécessite l’expression des récepteurs aux chimiokines CCR7 à la 

surface des thymocytes et l’expression à la surface des mTec des ligands de CCR7 : CCL19 et 

CCL21 44. Les mTEC sont identifiables par l’expression à leur surface de la Cytokératine 5, 

CD326, CD80 et le CMH II. La population peut être séparée en deux catégories mTEChigh et 

mTEClow selon les niveaux d’expression des récepteurs CD80 et CMH II 45. Le signal induisant 

une sélection négative est induit par des TCR de forte affinité pour les complexes soi-CMH 

conduisant à l’activation des voies Grb2/SOS1. Par exemple, la protéine VAV1 nécessaire pour 

la transduction du signal TCR est fortement impliquée dans le processus de sélection négative. 

Elle régule plusieurs acteurs de la signalisation comme PLCγ1 et sa présence est requise pour 

la sélection positive et négative. En effet, en absence de VAV1, la délétion des thymocytes 

CMH-peptide spécifiques est diminuée. VAV1 active les voies JNK ainsi que le flux calcique 46, 

il y a ainsi après présentation des peptides du soi CMH-peptide une stimulation courte et forte 

de ERK, de même que JNK et p38. Les cellules CD4+ et CD8+ interagissent avec les antigènes 

présentés par les mTECs, ainsi que les cellules dendritiques locales. Les mTEC expriment de 

nombreux antigènes spécifiques des tissus (TRA : Tissue Restricted Antigen), qui peuvent être 
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capturés et présentés à leur tour par les cellules dendritiques dans le thymus. Un large panel 

de TRA est présenté aux thymocytes et permet une élimination des lymphocytes auto-réactifs 

47 (Figure 2). L’expression des TRAs dans les mTECs est associées à la diversité des tissus dans 

lesquels ils sont exprimés, ainsi des TRAs provenant d’un nombre de tissus restreint seront 

moins exprimés dans les mTECs que ceux exprimés de manière plus large dans l’organisme48. 

D’autre part, les TRAs dont l’expression est associée physiologiquement à celles d’autres 

peptides seront également conjointement exprimés dans le thymus, les TRAs individuels 

n’étant exprimés que dans 1-3% des mTECs chacun13. L’expression TRAs est régulée 

positivement par les facteurs de transcription AIRE et FEZF2. AIRE régule l’expression des TRAs 

mais aussi des ligands CCL19 et CCL21. Une étude montre que la diversité du répertoire des 

TRA exprimé par les cTEC est diminuée dans les souris déficientes en AIRE 49. Ceci est associé 

au développement de signes spontanés de maladies auto-immunes. L’expression du gène Aire 

est régulée via la voie NFκB par RANK et CD40, dont les ligands sont exprimés à la surface des 

LT CD4+ 50. FEZF2 induit l’expression de TRAs différents de ceux induit par AIRE, et son 

expression dépend de mécanismes indépendants de ceux régulant l’expression de AIRE, 

impliquant le protéine TRAF6 ainsi que la protéine LTβR51,52. L’absence de l’une ou l’autre de 

ces protéines entraînent une baisse d’expression de FEZF2 21. Une partie des thymocytes subit 

également une sélection négative dans le cortex, avant leur migration dans la zone médullaire, 

et certaines études montrent même que le nombre de cellules concernées dépasse celui des 

thymocytes subissant une sélection négative dans la zone médullaire 53. Ce type de sélection 

négative est principalement basée sur la présentation de peptides ubiquitaires présentés par 

les cTEC, et par les DCs thymiques, pourtant peu présentes dans le cortex thymique.  

Les lymphocytes T CD4+ auto-réactifs sont aussi susceptibles de se différencier en une sous 

population de lymphocytes T régulateur (Treg) exprimant le facteur de transcription Foxp3. 

Ces cellules sont essentielles à la tolérance au soi et le contrôle immunitaire, limitant 

l’inflammation en cas d’infection 54. Il s’agit de la sélection agoniste. Ces cellules Tregs 

différenciées dans le thymus sont appelées tTreg et constituent la majeure partie des Tregs 

présente dans les organes lymphoïdes secondaires, assurant la tolérance immunitaire. Les 

Tregs dérivés de cellules périphériques sont eux nommés pTregs, et contrôlent l’immunité sur 

le site infectieux. 
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II. Activation et différentiation des lymphocytes T 
 

A. La différenciation des LT CD4+  

Lorsque les lymphocytes T, qualifiés de « naïfs », migrent dans les organes lymphoïdes 

secondaires, ils sont susceptibles de reconnaître des antigènes présentés par les CPA par 

l’intermédiaire de leur TCR. Cette reconnaissance peut conduire à l’activation des 

lymphocytes T et à leur différenciation en plusieurs sous populations effectrices ayant 

chacune un profil phénotypique et une fonction spécifique dépendants des cytokines et des 

signaux co-modulateurs présents dans leur environnement. Les LT CD8+ se différencient en 

CD8 cytotoxiques en se dotant de la machinerie lytique nécessaire pour tuer les cellules cibles 

infectées ou cancéreuses. Les LT CD4+ sont définis comme des auxiliaires, ou helper, et jouent 

un rôle important pour mobiliser et activer les cellules du système immunitaire produisant un 

vaste panel de cytokines et de chemokines. Les lymphocytes CD4+ et CD8+ naïfs sont soumis à 

un processus d’activation ou « priming » dépendant de plusieurs signaux qui intègrent les 

signaux du TCR, ainsi que ceux transmis par les récepteurs co-stimulateurs. La différenciation 

des lymphocytes CD4+ est, elle, très dépendante de la composition en cytokines du milieu 

extracellulaire dans lequel se situe des cellules.  

Je commencerai par présenter certaines sous populations LT CD4+ effectrices pro-

inflammatoires, leur mode de différenciation et leur rôle, avant de décrire comment ces 

populations peuvent parfois acquérir des caractéristiques d’autres sous populations. Puis je 

décrirai une population de CD4+ effectrice anti-inflammatoire : les LT régulateurs, avant 

d’aborder une population de LT impliquée dans le développement des lymphocytes B dans les 

centres germinatifs.  

 

1. Les sous-populations effectrices de lymphocytes Th1, Th2 et Th17 

Chaque population cellulaire possède des caractéristiques précises la différenciant des autres, 

ainsi la séparation des différentes sous-populations est déterminées par plusieurs facteurs. 

Chaque population sécrète une cytokine spécifique : IFNγ, IL-4, IL-17, IL-9, et IL-22 pour les 

populations respectives Th1, Th2, Th17, Th9 et Th22. Chaque sous-population est également 

déterminée par des facteurs de transcriptions spécifiques, induisant l’expression de leurs 

cytokines. T-bet est associé aux Th1, le facteur GATA3 est exprimé chez les Th2, et RORγT chez 
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les Th17 55. Des recherches plus récentes ont identifié le facteur PU.1 dans la production d’IL-

9 chez les Teff, ainsi que le facteur Foxo1, nécessaire au développement des Th9 56, et le 

récepteur aryl-hydrocarbone (AhR) est associé à la régulation de l’expression de l’IL-22. Enfin, 

d’autres facteurs de transcription contribuant à stimuler la transcription de gènes en se fixant 

aux sites ADN « enhancers » peuvent également jouer un rôle spécifique dans la 

détermination des sous-populations effectrices, et sont associés aux STATs : STAT4 pour les 

Th1, STAT6 pour les Th2 et STAT3 pour les Th17. Il est montré en étudiant l’association de 

gènes à p300, une protéine activant les enhancers dans les Th2, que 77% des sites de liaison 

à p300 qui activent les enhancers sont dépendants de STAT6. Dans les Th1, l’absence de STAT4 

entraîne une diminution des sites de fixation de p300 dans les Th1, mais pas l’absence de T-

bet57. Les récepteurs aux chemokines constituent une autre manière d’identifier les 

populations effectrices, et chaque sous-population a un profil spécifique basé sur quelques 

récepteurs clés : Th1 (CXCR3+CCR4-CCR6-), Th2 (CXCR3- CCR4+CCR6-), Th17 (CXCR3-

CCR4+CCR6+), Th22 (CXCR3-CCR4+CCR10+). Ces récepteurs peuvent caractériser un profil 

migratoire spécifique de certains tissus. Par exemple, CCR10 est un récepteur exprimé à la 

surface des cellules migrant dans la peau, où son ligand CCL27 est exprimé dans les couches 

supérieures de l’épithélium 55. Une autre population exprime GM-CSF de manière spécifique. 

GM-CSF a été montré comme plus exprimé par les populations Th1 que Th2 ou Th17, mais une 

population spécifique a été identifiée possédant un profil particulier différent des Th1 : CXCR3-

CCR4+CCR6- et CCR10+ 58.  La localisation des lymphocytes CCR10+ dans la peau est corrélée à 

une forte expression de CCL27 59. En absence de CCL27, il y a un défaut de migration des 

lymphocytes exprimant CCR10 dans ce tissu ce qui conduit à un dérèglement homéostatique 

associé à une augmentation des LT CCR10+ produisant de l’IL-17, et à une forte inflammation 

60. Ceci montre que ce profil migratoire, déterminé par les récepteurs au chemokines, est 

essentiel pour induire la localisation de sous-population spécifique, et ainsi maintenir 

l’équilibre homéostatique des tissus. Après leur migration sur le site infectieux, les cellules 

sont activées par la reconnaissance de l’antigène présenté par une CPA. Cependant, certaines 

cellules peuvent être activé de manière indépendantes de la reconnaissance spécifique d’un 

CMHII-peptide, et dépendent plutôt de la force du signal TCR. Ainsi, par exemple chez les 

Th17, une entérotoxine peut modifier la fixation du complexe TCR-CMH pour induire un signal 

TCR plus fort, générant une plus forte expression d’IL-17. Chez les Th17 au repos par exemple, 

l’IL-10 est très peu exprimée, et son expression augmente avec un signal TCR persistent. 
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Toutes ces populations effectrices ont plusieurs rôles dans la défense de l’organisme : les 

cellules IFNγ+, TNFα+, IL-17+ sont associées à l’élimination des pathogènes, avec un profil dit 

inflammatoire. Les cellules TGFβ+ et IL-10+ ont à l’inverse pour rôle de limiter l’inflammation, 

et d’empêcher un « choc cytokinique », tandis que les cellules IL-22+ sont associées à la 

réparation des dégâts causés aux tissus (Figure 5).  

Cependant, ces sous-populations peuvent également sous certaines conditions promouvoir le 

développement de pathologies. Les Th17 sont connus pour être pathogènes dans un contexte 

d’auto-immunité. En effet, les cellules productrices d’IL-17 ont été montrées comme très 

impliquées par exemple, dans le développement de l’EAE, ou l’arthrite. En effet, le transfert 

adoptif de Th17 conduit au développement d’une EAE sévère contrairement au transfert de 

Th1. Il a été montré que c’est l’IL-17 qui provoque principalement le développement de la 

maladie, par opposition à l’IFNγ et la présence de Th17 produisant de l’IL-17 dépend de la 

présence d’IL-23 61,62. La pathogénicité des Th17 dans un contexte d’auto-immunité est induite 

par l’activité de STAT3, et dans un modèle d’EAE, l’absence de STAT3 provoque une diminution 

de la production de cytokines pro-inflammatoires, du nombre de Th17 suite à l’immunisation, 

et une diminution globale du score clinique 63. Pourtant, les Th1 sont également souvent 

présentés comme allant de pair avec les Th17 dans le développement de maladies auto-

immunes et plusieurs travaux indiquent que les Th1 sont également capables d’induire une 

inflammation menant au développement d’EAE, si d’une manière moins sévère que les Th17. 

Particulièrement, les Th1 polarisés in vitro induisent une EAE comparable à celle induite par 

les Th17 polarisés in vitro 64. Cependant le rôle de l’IFNγ dans l’EAE est ambigu. Bien que 

généralement décrit comme pro-inflammatoire, le blocage de l’IFNγ induit une augmentation 

de l’EAE, et certains travaux observent que l’IFNγ peut promouvoir l’induction de LT 

régulateurs 65. Enfin, une population de Th2 est décrite comme particulièrement 

pathogénique, produisant de fortes doses d’IL-5 et IL-13 et induisant des inflammations 

allergiques comme l’asthme ou la dermatite atopique. Dans l’asthme, les Th2 induisent par 

exemple l’infiltration d’éosinophiles dans les voies respiratoires, et le développement de 

mucus 66.  

 

Plusieurs facteurs modulent la différenciation des LT naïfs en différents sous-populations 

effectrices. Parmi eux se trouvent le profil cytokinique de leur environnement, pouvant 

induire l’expression de facteurs de transcription clés. Les Th1 peuvent être induits par le  
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Figure 5. Les sous-populations effectrices des LT CD4+. L’interaction des lymphocytes naïfs avec le 
CMH-peptide induit une différenciation en effecteur spécifique modulée par les signaux issus des 
cytokines présentes dans leur environnement. Chaque sous-population dépend de facteurs de 
transcription spécifiques et produisent un panel de cytokines caractéristiques de leurs différentes 
fonctions. (Adapté de Zhou et al. 2009) 
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facteur EOMES, particulièrement exprimé dans les LT CD8 mais également lié à T-bet et 

provoque chez les LT CD4 l’expression de GM-CSF et d’IFNγ. En absence de T-bet, EOMES peut 

induire l’expression de cytokines de type 2 comme IL-5 et IL-13. Cependant, l’absence de T-

bet provoque plus généralement une augmentation de l’expression de cytokines associées à 

Th17 et Th22 67. Les Th2 sont induits par la présence d’IL-4 mais aussi régulés par le facteur de 

transcription GATA3 ainsi que DKK1, son rôle est centré sur la protection contre les parasites 

et infections extracellulaires. La population Th9 a été identifiée en tant que sous-groupe 

dérivé des Th2 n’exprimant pas de cytokines de type 2. Les Th9 se différencient en présence 

de signaux TGFβ et IL-4 à la fois chez les cellules naïves dans les nœuds lymphatiques, et les 

cellules effectrices déjà différenciées. Le facteur BATF est nécessaire à la production d’IL-9, en 

plus de Foxo1 et PU.1. La différenciation des Th17 est contrôlée par le facteur de transcription 

RORγT. Chez la souris, leur différenciation est liée à l’IL-6, l’IL-23 et le TGFβ, tandis que chez 

l’Homme, ils peuvent être différenciés en Th17 pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. 

Ces sont associés à différents marqueurs : IL-1β pour les Th17 pathogènes pro-inflammatoires, 

co-exprimant IL-17 et IFNγ, ainsi que CCR6+ et CXCR3+. Les Th17 anti-inflammatoires expriment 

IL-10, n’expriment pas CXCR3 et sont indépendants de l’IL-1β. Chez les Th9 polarisées in vitro, 

l’IL-2 est capable de bloquer la production de cytokines associées à Th17, ainsi que d’induire 

la production d’IL-9, et ces cytokines sont moins exprimées en absence d’interaction IL-

2/CD25. L’absence d’IL-2 chez les Th9 provoque une expression d’IL-17 non associée à STAT3, 

provoquée par l’activité de RORγT 68.  

Historiquement, les premières études ont d’abord identifié les deux sous-populations Th1 et 

Th2 comme mutuellement antagonistes. Il a été montré que des symptômes liés à l’allergie 

sont réduits lorsque les Th2 sont trans-différenciés en cellules au profil Th1, et à l’inverse, 

l’induction de cytokines associées à la sous-population Th2 induit une diminution de 

l’autoimmunité. Le nombre de ces sous-populations s’est étendu avec la découverte des Th17 

exprimant l’IL-17, puis les populations Th9, impliquée dans la défense contre les pathogènes 

extracellulaires et Th22 exprimant les cytokines correspondantes IL-9 et IL-22 67.  

En plus de signaux cytokiniques qui jouent un rôle déterminant la différenciation en sous-

population effectrices, les voies de signalisation déclenchée par le signal TCR et leur intensité 

peuvent également influencer la différenciation des LT CD4+ en T effecteur (Teff), ou en T 

helper folliculaire (Tfh) jouant un rôle d’activateur des lymphocytes B. Par exemple, des 

signaux TCR de faible intensité engendrent l’expression de Bcl6, et le récepteur aux 
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chemokines CXCR5, associés aux Tfh, tandis qu’un signal TCR fort promeut plutôt une 

différenciation en Teff exprimant BLIMP1, CD25 (IL2Rα), STAT5, T-bet et CXCR3.  

Les Th1 connus pour exprimer fortement la cytokine pro-inflammatoire IFNγ, ne l’expriment 

cependant pas dans les nœuds lymphatiques, mais plutôt directement sur le site infectieux, 

et il semblerait que son expression nécessite la reconnaissance continue du CMHII-peptide. 

Lors de cette reconnaissance, la cellule cesse de migrer, et a une poussée d’expression d’IFNγ 

avant de reprendre son processus migratoire. Cela concorde avec un modèle de 

différenciation dépendant du contexte inflammatoire présent sur le site d’immunization. 

D’autre part, les Th2 sécrètent des cytokines de type 2 comme l’IL-4, IL-5, IL-13. Elles se 

différencient dans les organes lymphoïdes secondaires, et sont différenciées plus précisément 

après leur migration sur site 69. Une étude sur les DCs provenant de la peau (dDC) montre que 

les dDC CD301b+ migrent dans les nœuds lymphatiques et jouent un rôle capital dans 

l’activation des cellules naïves en Th2. Suite à la reconnaissance d’un allergène, leur entrée 

dans les nœuds lymphatiques est médiée par le récepteur CCR8, dont le ligand (CCL8) est 

exprimé par les macrophages des nœuds lymphatiques. En absence de CD301b dans les dDCs, 

il y a une baisse du nombre de CD4 CD69+ dans les nœuds lymphatiques drainants, ainsi qu’une 

diminution de la proliferation des cellules GATA3+, le facteur de transcription associé à la 

différenciation en Th270.  

Enfin, les LT naïfs peuvent également se différencier en LT régulateurs, exprimant l’IL-10, dont 

le rôle est de limiter l’activation des cellules immunitaires et d’éviter une surproduction de 

cytokine.  

 

2. La plasticité des sous populations effectrices 

Bien que les sous-populations soient catégorisées en fonction de l’expression de leurs 

marqueurs, ceux-ci ne sont pas vraiment spécifiques de leur population associée. En effet, dès 

les premières études sur les Th1 et les Th2, des populations cellulaires exprimant à la fois IFNγ 

et IL-4 ont été décrites. Certaines populations effectrices peuvent être différenciées à partir 

de populations déjà différenciées, comme les Th9 différenciés à partir de Th2. Des cellules 

CD4+ ont été modifiée avec un gène rapporteur IL-4 associé à la GFP et triées selon l’expression 

d’IL-4. Ces cellules présentant un profil Th2 ont été mises en culture avec un milieu prouvant 

la différenciation en Th1, Th2, et Th9. Dans ces conditions de polarisation Th1, les cellules ne 
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se différencient pas en Th1. Par contre, en présence de TGFβ, il y a une perte de l’expression 

des cytokines associées aux Th2 au profit de l’IL-9. Ainsi le TGFβ1 est capable de reprogrammer 

les Th2 pour leur faire exprimer l’IL-9 71. Des populations de Th1 et Th2 expriment leurs 

cytokines respectives, mais également de l’IL-17. Les cellules IL-17+IFNγ+ sont généralement 

associées au développement de réponses pathogéniques dans l’auto-immunité tandis que les 

cellules IL-17+IFNγ- sont plutôt décrites comme anti-inflammatoires. De même, les facteurs de 

transcription spécifiques de chaque population sont aussi exprimés dans d’autres T effecteurs, 

comme Foxp3, associé aux T régulateurs 55. Dans le cas des Th2, suite à l’expression de l’IL-33 

il y a induction de l’expression de l’IL-13. Les Th2 sur site peuvent présenter un profil similaire 

aux ILC2, des cellules effectrices de l’immunité innée 67. De plus, les Th2 sont capables de se 

différencier en une population spécifique présentant une faible capacité à être 

reprogrammée. Cette population produit de fortes dose d’IL-5 en absence d’IL-4. Cette 

expression d’IL-5 nécessite de nombreux cycles de différenciation, contrairement à GATA3 

induit dès les premiers cycles. Ces cellules IL-5+ expriment moins de CD27, un marqueur dont 

l’expression diminue après différenciation, montrant qu’il s’agit de population très 

différenciées et dont la plasticité, la capacité à être reprogrammée, est diminuée 72.  

L’expression de ces cytokines, bien que correspondant à des sous-populations, se chevauche 

en réalité entre plusieurs populations de T effecteurs. Ceci remet en question l’idée de sous-

populations au profil défini, et suggèrent plutôt un modèle ressemblant à un spectre 

d’expression de marqueurs et des profils cellulaires plus complexes73.    

 

3. Les lymphocytes T régulateurs 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont essentiels au maintien d’un équilibre inflammatoire, 

et leur absence provoque une réponse générale immunitaire accrue contre les antigènes du 

soi, menant au développement de maladies auto-immunes ou de maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (MICI ou IBD). À l’inverse, une forte présence de population 

CD25+CD4+ est corrélée avec une diminution d’allergie. Le développement et les fonctions 

effectrices des Treg sont régulées par le facteurs de transcription Foxp3, globalement exprimé 

dans les populations CD25+ 54. L’induction de Foxp3 dans les cellules CD25- mène à l’expression 

de CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2, ainsi qu’à la diminution de la production de 

cytokines pro-inflammatoires comme l’IFNγ, l’IL-2 ou l’IL-4. Ces cellules sont capables de 
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réprimer la prolifération de LT CD4+ in vitro et diminue les symptômes de la maladie 

inflammatoire chronique de l’intestin (MICI) in vivo, avec une diminution du score de colite 

chez la souris 74. La surexpression de Foxp3 chez la souris augmente également le nombre de 

cellules CD4+ CD25+ dans les nœuds lymphatiques. L’expression de Foxp3 est associée à celle 

de récepteur inhibiteurs comme PD-1 et GITR, ainsi que la diminution de l’expression de l’IL-

2, IL-4 et IFNγ 75. Il semble que l’inhibition de l’IL-2 par Foxp3 passe par son association avec 

l’unité de transcription NFAT, empêchant la formation du complexe AP-1, ainsi qu’avec Runx1. 

En absence de ces associations, l’expression d’IL-2 n’est plus inhibée. Foxp3 cible cependant 

de nombreux gènes de manière directe, dont les gènes codants pour ZAP-70, l’IL-2, CD25, et 

CTLA-4. La majeure partie des Treg présents dans les organes lymphoïdes secondaires se 

différencient au cours de la sélection négative des thymocytes dans le thymus. Ces cellules 

sont capables de reconnaître des antigènes du soi et sont désignées thymic Treg (tTreg). 

Cependant, certains Tregs peuvent aussi être différenciés à partir de LT périphériques, les 

induced Treg (iTregs). Chez la souris, L’IL-6 couplé avec l’IL-2 et le TGFβ permet une 

différenciation de CD4 naïfs en T régulateurs, in vitro, l’IL-6 couplée avec le TGFβ seul 

provoquant une différenciation en Th17. Chez l’Homme, l’expression de Foxp3 est 

généralement augmentée après activation cellulaire, même si les Tregs sont ceux qui 

l’expriment le plus intensément. L’induction de iTregs humains in vitro passe par d’autres 

voies et nécessite la présence d’IL-10, ainsi qu’une stimulation antigénique. Le facteur IFITM3 

semble important pour la régulation des fonctions des Treg, particulièrement dans un 

contexte tumoral. Dans un modèle de carcinome de l’œsophage, l’expression du facteur de 

transcription IFITM3 est associée au nombre de Treg infiltrant la tumeur et en absence de 

IFITM3, il y a une augmentation de la réponse antitumorale, du nombre de cytokines pro-

inflammatoires, et du nombre de LT effecteurs infiltrant la tumeur. IFITM3 réprime l’activité 

de STAT1, limitant la production de cytokine pro-inflammatoire au profit d’une activité 

régulatrice de la réponse immunitaire 76. Il existe également une sous-population de LT 

CD8+Foxp3+ ayant également un rôle de régulation de l’inflammation. La localisation des Tregs 

est variée et dépend des marqueurs de migration exprimés à leur surface. Par exemple, les 

Tregs localisés dans les nœuds lymphatiques expriment le marqueur CCR7, et certaines de ces 

cellules expriment CD103, promouvant la migration vers les cellules épithéliales où se trouve 

son ligand, la cadhérine E.  
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4. Les lymphocytes T helper folliculaires 

La différenciation des LT CD4 peut mener alternativement à une autres sous-population 

nommée les LT helper folliculaires (Tfh). Les Tfh sont des cellules résidant dans les organes 

lymphoïdes secondaires tels que les nœuds lymphatiques et la rate. Leur rôle est d’activer les 

lymphocytes B, et d’induire leurs fonctions effectrices. Leur différenciation est provoquée par 

différents types de signaux, dont l’IL-6, et l’interaction entre le récepteur ICOS et son ligand 

ICOS-L. Une faible force de signal TCR a cependant été décrite comme essentielle dans le choix 

de différenciation vers les Tfh, plutôt que vers les T effecteurs. Ainsi, le signal TCR lié à la 

reconnaissance d’antigène présenté par les DC n’est pas suffisant, et s’ajoute à la présence 

d’IL-6 sécrété par les monocytes et par certains lymphocytes B. La différenciation en Tfh est 

régulée négativement par la présence d’IL-2, induisant l’expression du facteur Blimp1 et 

l’activité de STAT5. Bcl6 agit sur la différenciation en bloquant l’expression de Blimp1, et est 

induit entre autres par le facteur de transcription TCF1. Lors d’expériences d’induction de Tfh 

in vitro chez la souris, l’IL-6 se révèle un facteur essentiel à la différenciation, ainsi qu’à 

l’expression d’IL-21, cytokine principale exprimée par les Tfh.  

Cependant, chez l’Homme, le rôle de l’IL-6 est moins évident, et les facteurs de 

différenciations décrits sont plutôt l’IL-12 et le TGFβ 77. L’induction de Tfh humains semble 

aussi pouvoir être déclenchée par l’activin A qui engendre in vitro des cellules ayant un 

phénotype similaire aux Tfh 78. Suite à leur priming, les Tfh expriment Bcl6, induisant 

l’expression du facteur de migration CXCR5 et inhibant celle de CCR7. Ce profil de migration, 

ainsi que les signaux causés par ICOS permettent aux Tfh de migrer vers la frontière T-B des 

organes lymphoïdes secondaires, et d’activer les LB. Suite à cette activation se forment les 

centres germinatifs (GC) dans lesquels les LB subissent leur processus de sélection positive et 

négative. La migration des Tfh vers les GC est modulée par l’expression de plusieurs intégrines 

ainsi que du récepteur SLAM. Sans une activation par les Tfh, les LB ne survivent pas plus de 

24 heures et sont incapables de proliférer. Ils ont besoin d’IL-21 et de CD40L pour leur 

maintenance et leur différenciation, ainsi que dans une moindre mesure, d’IL-4 et de CXCL13. 

Les LB sont en compétition pour l’interaction avec les Tfh, basé sur la quantité de CMH II- 

peptide exprimé à leur surface. Cette interaction se déroule dans la zone claire des centres 

germinatifs, et les LB sélectionnés se multiplient ensuite dans la zone sombre, et migrent 

ensuite vers le site infectieux. 
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B. La différenciation des LT CD8+  

Le rôle principal des LT CD8+ activés, est l’élimination de cellules pathogéniques, par leur 

activité cytotoxique. Suite à une infection, les CPAs interagissent avec les LT CD8+ naïfs, et 

provoquent leur priming. Il y a un cross talk entre les DC exprimant le récepteur XCR1, et les 

LT CD8+ exprimant son ligand XCL1. Cet échange est nécessaire pour l’activation et la 

prolifération précoce des LT CD8+. Leur différenciation est ensuite provoquée par des signaux 

pro-inflammatoires comme l’IL-12, provoquant l’induction du facteur T-bet. La cytokine IL-2 

semble aussi être importante pour les fonctions effectrices. Chez les souris déficientes pour le 

récepteur CD25 (IL-2Rα), il y a une baisse d’expression de Granzyme B et de Perforine, menant 

à une diminution de la capacité à tuer les cellules cibles. Dans un modèle d’infection de 

Chorioméningite lymphocytaire (LCMV), les LT CD8+ CD25+ présente une forte expression de 

KLRG1 et de Granzyme B, ainsi qu’une faible expression d’IL-2 et de CD62L. Ils ont également 

une faible capacité de prolifération. Ces cellules sont appelées « Short lived effector cells » 

(SLEC), elles ont un profil phénotypique CD127lowKLRG1high. La faible expression d’IL-2 est aussi 

due à une répression par Blimp1, facteur exprimé par les SLEC, et dont l’expression diminue 

dans les cellules CD62L+ exhibant un phénotype mémoire. Blipm1 induit l’expression de 

marqueurs de fonction effectrice comme Tbx21 et Id2, et réprime celle de marqueurs de 

phénotype mémoire : TCF1, Bcl6 et EOMES  79.   

Si les LT CD8 cytotoxiques constituent la part la plus importante, ils se divisent cependant en 

plusieurs sous-populations de cellules différenciées. Parmi elles, les Tc1 sont considérées 

comme les cellules effectrices cytotoxiques. Elles expriment la perforine, le granzyme B, IFNγ 

et TNFα. Leur différenciation est modulée à partir de CD8 naïfs par certaines cytokines comme 

l’IL-12, mais aussi des facteurs de transcription comme STAT4 et EOMES. Les Tc1 ont une 

grande capacité à infiltrer les tumors dans de nombreux modèles chez la souris, ainsi que des 

fonctions de « killing » de cellules tumorales ou de cellules infectées. En plus des voies 

cytotoxiques classiques, les Tc1 tuent par des voies alternatives passant par les signaux Fas et 

Fas-L menant aux processus nécrotiques de ferroptose et pyroptose 80.  

Les différentes sous-populations de LT CD8 sont généralement associées à des phénotypes 

similaires à leurs homologues chez les LT CD4. Ainsi, les Tc2 expriment des cytokines associées 

aux Th2, et leur expression augmente également lors d’inflammations comme l’asthme. Les 

Tc9 expriment l’IL-9, et comme les Th9, sont différenciées par l’IL-4 et le TGFβ. Elles infiltrent 
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aussi les tumeurs et, contrairement aux Tc2, ont des fonctions antitumorales lors 

d’expériences de transfert cellulaire. Les Tc17 ont aussi un profil type Th17 et expriment IL-

17, STAT3 et RORγT, mais aussi d’autres cytokines non associées à Th17 comme IL-22, GM-CSF 

et IL-13. Certaines Tc17 expriment T-bet, mais présentent un phénotype moins cytotoxique 

que les Tc1. Les Tc17 obtenus in vitro après transfert in vivo ne produisent plus d’IL-17, et 

obtiennent un phénotype de Tc1 exprimant IFNγ et Granzyme B. Cette différenciation serait 

due en partie au facteur de transcription EOMES, montrant que, à l’instar des LT CD4, les LT 

CD8 sont capable de plasticité de et d’être reprogrammé en fonction du contexte 

environnemental. Cette plasticité peut cependant être amoindrie par l’expression de 

récepteurs inhibiteur comme PD-1 et CTLA-4. 

Les LT CD8 peuvent être des LT régulateurs. Certains expriment Foxp3 comme les Treg CD4+, 

avec un profil de transcription similaire. Ces cellules régulent l’inflammation lors de greffes, 

et en absence de Treg CD4+, elles sont capables de diminuer l’inflammation due au syndrome 

de « Graft versus host disease » (GVDH). Certains Treg CD8+ sont restreints à un peptide du 

CMH de classe I nommé Qa-1. Ils expriment chez la souris CD122 et Ly49, et leur activité 

suppressive passe par la cytokine IL-15. Ils répriment les fonctions effectrices des Tfh Qa-1+ 

ainsi que les LT CD4 auto réactifs dans des modèles d’EAE. Chez l’Homme, il existe une sous-

population exprimant le marqueur KIR, très exprimée lors du développement de maladie 

auto-immunes ainsi que dans des cas d’infection virale. 

 

III. Le devenir des lymphocytes T : maintien naïf et mémoire 

 

A. Les lymphocytes T mémoires 

À l’issue de la réaction contre les pathogènes, certains lymphocytes T sont maintenus, en 

circulation dans les organes lymphoïdes secondaires ou dans les tissus, et sont dotés de 

moyens de répondre plus efficacement à une deuxième infection par les mêmes pathogènes. 

Il s’agit des lymphocytes mémoires. Ceux-ci ont conservé certaines propriétés effectrices et 

migratoires des cellules dont ils sont issus. Dans les organes lymphoïdes secondaires, les 

cellules spécifiques d’un CMH peptide peuvent être mémoires ou naïves, les mémoires étant 

les plus nombreuses. Ces cellules interagissent avec les DC, menant à la reconnaissance du 

peptide présenté. Les LT mémoires CD4+ comme CD8+ sont divisés en plusieurs sous 
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population basées sur des marqueurs similaires81. Nous nous concentrons dans ce chapitre 

sur les LT CD8+ mémoires. Les fonctions effectrices des LT CD8+ mémoires ne semblent pas 

dépendre de la stabilité de l’interaction avec les DC 82. Cependant, l’intensité du signal TCR, 

induit par l’affinité du TCR au CMH-peptide présenté par les DC, influe sur plusieurs réponses 

cellulaires. Une intensité de signal TCR forte mène à des réponses plus élevées, avec en 

parallèle une augmentation du pourcentage de LT en apoptose. Une interaction de faible 

affinité à l’inverse diminue les capacités de proliferation cellulaire, bien que tout de même 

associée à des LT CD8+ mémoires fonctionnels 83. Les mémoires CD8+ migrent sur le site 

infectieux grâce au facteur de migration CXCR3, et sont par nature plus rapide à répondre à 

une que les LT CD8+ naïves qui doivent être activées. Ils se découpent en plusieurs catégories 

comprenant les LT de la mémoire centrale (TCM) se situant dans les tissus lymphoïdes, les LT 

effecteurs mémoires (TEM) circulant, ou les LT résidents (TRM) spécifiquement situés dans les 

tissus. Chaque population exprime des marqueurs à leur surface formant leur phénotype 

spécifique. Les TCM expriment à la fois les marqueurs CD44, CD62L et CCR7 et sont capables 

d’exprimer des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-2, IFNγ, et le TNF. Les TEM 

expriment CD44 mais pas CD62L ni CCR7. Leur phénotype circulatoire leur permet de migrer 

vers les sites d’infection, où elles présentent des capacités cytotoxiques, produisant des 

cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-4, l’IL-5, IFNγ et le granzyme B. Enfin, les TRM, 

expriment également fortement CD44 mais pas CD62L. Elles expriment toutefois faiblement 

CCR7, et présentent une très faible capacité de recirculation84. Elles expriment à leur surface 

CD103, marqueur de cellules résidentes se liant à l’E-Cadhérine (Figure 6). Les TRM détectent 

immédiatement les antigènes sur site, servant de protection rapidement mobilisable en cas 

d’inflammation comme en cas de développement tumoral. Ce désavantage est compensé par 

une grande capacité d’amplification sur site à l’aide d’autres types cellulaires résidents comme 

les NK, les DC et les cellules épithéliales. Les CD8+ arborant un phénotype TRM sont ceux qui 

interviennent le plus tôt dans la réponse contre les pathogènes, puisqu’ils sont directement 

localisés sur les sites d’infection. Il existe cependant une sous population de TEM CX3CR1int qui 

est capable d’être relocalisée dans la circulation après localisation dans les tissus. Elles 

expriment alors les marqueurs CCR7 et CD62L85. Une telle capacité à être relocalisées hors des 

tissus non-lymphoïdes dans la circulation permet une efficacité augmentée par rapport aux 

TEM classiques.  
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Cependant, parmi les LT CD8+ non situés dans les tissus lymphoïdes, la majorité semble 

présenter un profil similaire aux TRM plutôt qu’aux TEM recirculants.55 Les cellules circulantes 

disposent de facteurs de migration tels que S1PR1, interagissant avec S1P dans la circulation 

et nécessaire pour la sortie des LT des organes lymphoïdes secondaires. S1P est un facteur 

promouvant la migration des LT naïfs, mais inhibant celle des LT mémoires, CD4+ et CD8+. En 

effet, une expérience de transwell montre une migration spontanée des TCM et TEM diminuée 

en présence de S1P, contrairement à aux capacités migratoires des LT naïfs 86. L’expression de 

S1PR1 à la surface de la cellule dépend de l’expression du marqueur d’activation CD69. CD69 

se lie à S1PR1 et empêche son interaction avec S1P. L’expression de S1PR1 est également 

diminuée dans les CD4/CD8 TRM, ne nécessitant pas de facteur de migration 87. La 

différenciation des LT CD8+ en mémoire est essentiellement dépendante de l’IL-15 mais peut 

aussi être induite par l’IL-18 et l’IL-7. La surexpression de l’IL-7 permet par exemple 

d’engendrer des CD8+ mémoire même en absence d’IL-15 et vice versa 88. La différenciation 

des TRM est assurée par les facteurs Blimp-1, Hobit, Nur77 et Runx3, tandis que celle des LT 

mémoires circulants par Eomes ou T-bet. 

Les catégories de LT mémoires ne sont pas strictement déterminées. Par exemple, les TEM 

contiennent en réalité plusieurs populations associées, et selon certaines classifications, les 

TRM font partie intégrante des TEM
89

,
90.  

 

 

B. Maintien homéostatique des lymphocytes T 

En absence de réponse immunitaire effective, les lymphocytes T matures doivent suivre un 

processus de maintien permettant de conserver un réservoir cellulaire suffisant pour une 

réponse secondaire efficace. Ce réservoir augmente considérablement après la réponse 

primaire, pourtant seuls 10% des LT ayant répondu à la première infection survivent pour se 

différencier en lymphocytes mémoires. Il contient, en plus des mémoires, des lymphocytes 

naïfs ayant une faible capacité de prolifération. Ces cellules nécessitent une interaction faible 

avec un CMH-peptide du soi pour leur survie. Cependant, des expériences de transfert dans 

des souris irradiées, dont le répertoire immunitaire est absent, montrent que les lymphocytes 

T naïfs sont capables de proliférer en conditions lymphopéniques. Ce processus est plus 

précisément appelé Lymphopenia Induced Proliferation (LIP) au lieu de l’appellation simplifiée  
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Figure 6. Population de lymphocytes T mémoires. Les TCM migrent entre la circulation sanguine et 
les tissus lymphoïdes secondaires. Les TEM sont recrutés vers les tissus infectés et présentent un 
phénotype de type effecteur, produisant des cytokines pro-inflammatoires. Les TRM sont situées dans 
les tissus périphériques et possèdent de très faibles capacités migratoires. Leur prolifération est induite 
après activation par les DC. 
La maintenance des cellules naïves dépend principalement des signaux dépendants des cytokines IL-2, 
IL-7 et d’un signal TCR déclenché par un peptide du soi de faible affinité. Chez les LT mémoires, la 
maintenance est assurée par les signaux dépendants de la cytokine IL-15, en ajout des cytokines IL-7 
et IL-2. 
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de proliferation homéostatique91. La LIP est induite par des antigènes du soi qui stimulent les 

TCR. Les CD8+ en absence de ce signal ne subsistent que quelques jours, contre quelques mois 

dans le cas des CD4+. Cette stimulation entraîne une signalisation du TCR faible, induisant une 

phosphorylation partielle de la chaîne ζ du TCR. Cette signalisation dépend également de co-

récepteurs CD4 et CD8, une déficience en CD4 entraîne une diminution de la proliferation 

homéostatique. La LIP est cependant principalement déclenchée par des signaux provenant 

des cytokines, et particulièrement les cytokines interagissant avec des récepteurs à chaîne γ, 

commune aux récepteurs IL-2R, IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-15R et IL-21R. En aval de ces récepteurs 

se trouve la kinase JAK3, menant à l’activation de Bcl-2 92.  

Parmi ces cytokines, l’IL-7 joue un rôle essentiel dans le maintien des LT CD8+ naïfs ainsi que 

la survie des LT de la mémoire centrale. En plus de l’IL-7, l’IL-2 et l’IL-15 sont les cytokines les 

plus importantes pour le maintien homéostatique des LT CD8+. Leurs récepteurs IL-2Rα 

(CD25), IL-2Rβ (CD122) et CD132 sont exprimés à la surface des LT CD8+. L’inhibition du signal 

de la chaîne γ commune à ces récepteurs abroge la survie et la prolifération des lymphocytes 

T après leur transfert dans des souris irradiées 93. L’IL-7 est produite principalement par les 

cellules FRC (Fibroblastic Reticular Cell), tandis que l’IL-15 est produite par les monocytes, les 

macrophages et les DC.  Les souris déficientes pour l’IL-7 présentent un défaut d’homéostasie. 

Le nombre de LT CD4+ et CD8+ est diminué dans les organes lymphoïdes secondaires. Les LT 

CD4+ et CD8+ restant présentent une forte expression de CD44 et une faible expression de 

CD62L 94. Une déficience pour l’IL-7 mène à un défaut de prolifération en contexte de transfert 

cellulaire dans des souris irradiées. Il est aussi observé une diminution de LT CD8+ à partir du 

40e jour après immunisation dans des souris IL-7R-/-, ainsi qu’une diminution de l’expression 

de Bcl-2 après une infection 95. Dans le cas d’une infection au LCMV, l’IL-7 permet une 

augmentation du nombre de cellules mémoires CD8+ dans la phase de contraction, ainsi que 

le nombre de cellules présentant un épitope spécifique de LCMV dans la rate. Ces cellules 

expriment également plus de Bcl-2 96.  Un transgène induisant la surexpression de Bcl-2 peut 

compenser la perte d’IL-7 pour maintenir la survie, mais l’ajout l’IL-7 reste nécessaire pour 

induire une proliferation 93. Des expériences de stimulations par ces cytokines montre que in 

vivo, la survie cellulaire est assurée principalement par l’IL-2, l’IL-7 et l’IL-15, tandis que la 

prolifération nécessite l’ajout d’IL-497. Ceci implique que différentes voies privilégient 

alternativement la survie ou la prolifération cellulaire en fonctions des conditions. Certaines 

hypothèses prennent en compte la disponibilité en IL-7 dans l’environnement cellulaire, une 
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forte concentration menant à une augmentation de la prolifération cellulaire, tandis qu’une 

concentration en IL-7 plus faible induirait plutôt la survie. L’IL-7 dans les organes lymphoïdes 

secondaires est produite par les cellules fibroblastiques dans la zone des LT. La régulation de 

la production d’IL-7 se fait par le récepteur CD127 (IL7Rα) qui en se liant à la chaîne γ forme 

le récepteur IL-7R. Une forte prolifération homéostatique ainsi qu’une concentration élevée 

d’IL-7 mène à une diminution de l’expression de CD127 chez les cellules naïves, tandis que 

l’absence d’IL-7 induit une augmentation de l’expression de CD127. L’association de CD127 à 

JAK1 et celle de la chaîne γ à JAK3 permet à ceux-ci d’interagir avec le facteur de transcription 

STAT5. Ces signaux empêchent l’apoptose mitochondriale par l’activation de Bcl-2 et de Mcl1 

91.  

Les signaux IL-7 doivent être transitoires pour permettre la maintenance des LT CD8+. Une 

culture de lymphocytes T CD8+ naïfs en IL-7 de 14 jours entraîne la production d’IFNγ, et la 

diminution de la phosphorylation de STAT5, menant à la mort cellulaire. L’effet de l’IL-7 sur 

les lymphocytes T CD8+ est régulé négativement par une boucle de rétrocontrôle qui entraîne 

une diminution de l’expression du récepteur IL-7R. Un transgène de l’IL-7R dont l’expression 

est maintenue après stimulation par l’IL-7 stabilise la phosphorylation de STAT5, et entraîne 

une meilleure survie98.  

La prolifération de LT naïfs est diminuée après leur transfert dans des souris déficientes pour 

CD122, partie formant le récepteur à la fois de l’IL-2 et de l’IL-15. La capacité des LT naïfs à 

s’expandre dans les souris CD122-/- IL-2-/-, ou CD122-/- IL-15-/- est amoindrie en comparaison 

du cas des souris CD122-/- seul. Ces résultats impliquent que les deux cytokines sont 

nécessaires à la prolifération des LT naïfs et que la présence de l’une ne semble pas compenser 

l’absence de l’autre. La prolifération induite par les signaux de l’IL-15 et l’IL-2 était bien plus 

élevée chez les CD8+ que chez les CD4+. Contrairement à l’IL-7, l’induction de la prolifération 

des LT naïfs par l’IL-2 et l’IL-15 ne dépend pas du signal TCR induit par la reconnaissance du 

CMHI-peptide. En effet, lors d’expériences de transfert, des LT CD8+ injectées à des souris 

déficientes pour le CMHI ont des capacités de prolifération similaires à celles injectées à des 

souris sauvages 99. L’IL-15 est particulièrement essentiel au maintien des LT CD8+ mémoires 

(figure 6). L’absence de l’IL-15 ou celle de son récepteur IL-15Rα ne réduit pas la réponse 

immunitaire contre l’infection LCMV, mais réduit le nombre de LT CD8+ mémoires induits. Les 

LT CD8+ mémoires injectés dans des souris IL-15-/- ont des réponses cellulaires similaires à 

celles injectées dans des souris IL-15+/-, et sont activées en présence du clone viral de LCMV. 
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Ces cellules ne peuvent cependant pas proliférer. Ainsi l’IL-15 est nécessaire à la prolifération 

homéostatique des LT CD8+ mémoires mais pas à leurs fonctions effectrices 100.  

Les molécules impliquées dans l’activation des lymphocytes T, ne sont pas toutes essentielles 

au maintien homéostatique, comme les récepteurs co-stimulateurs CD28, CD40, ou 4-1BB. 

Une déficience pour ces récepteurs ne modifie pas les capacités prolifératives de cellules 

naïves dans des expériences de transfert dans des souris irradiées, que cette déficience 

concerne les cellules transférées, ou les cellules de la souris hôte101. Cependant, la 

prolifération homéostatique peut être à l’inverse limitée par des co-récepteurs inhibiteurs. 

Une étude comparant l’effet de CD28 et de CTLA-4 sur l’activation et la LIP montre que CTLA-

4 est capable de limiter la proliferation in vivo après un transfert de LT CD4+ naïfs dans des 

souris RAG-/-102. 

Des cellules présentant un phénotype mémoire sont capables d’émerger de populations LT 

naïves en expansion homéostatique. Les LT CD8+ naïfs en maintien homéostatiques possèdent 

des capacités cytotoxiques, comparables à celles des CD8+ mémoires et diminuées en 

comparaison des CD8+ effecteurs. Les LT CD8+ convertis en mémoires expriment des niveaux 

relativement élevés de CD44 et de l’IL-2Rβ, et ceci sans subir de passage à un stade de cellule 

effectrice. Au contraire des cellules naïves, les LT mémoires ne nécessitent pas de signalisation 

provoquée par un CMH-peptide pour leur survie. Elles sont également capables de proliférer 

en conditions lymphopéniques, de manière CMH indépendante. Ces signaux sont cependant 

nécessaires pour induire une réponse immunitaire efficace après une rencontre secondaire 

avec un antigène92.  

La LIP peut être régulée par d’autres facteurs tels que GATA-3, induisant l’expression de 

cytokines de type 2 chez les CD8+ effecteurs, mais dont l’absence provoque aussi la diminution 

de la prolifération et de la réponse à la stimulation du TCR 103. Certaines populations cellulaires 

peuvent moduler la maintenance des LT CD8+ naïfs, comme les Treg, qui en plus de bloquer 

les fonctions effectrices des CD8+ activés, inhibent la prolifération homéostatique en limitant 

la libération d’IL-2. Ainsi, en absence de Treg, il y a augmentation de la concentration d’IL-2, 

et de l’expansion IL-2 dépendante des CD8+ 104. 

La maintenance des LT CD4+ dépend, comme les LT CD8+, également fortement de l’IL-7. Les 

LT CD4+ déficientes pour l’IL-7 ou transférées dans des souris déficientes pour l’IL-7 ont une 

faible survie. Des résultats similaires sont obtenus en cas de déficience pour le récepteur IL-

7R 105. Ces signaux induits par l’IL-7 fonctionnent en synergie avec ceux induits par l’IL-2 pour 
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provoquer la prolifération des LT CD4+ naïfs et mémoires. Ces deux cytokines activent la voie 

de STAT5 menant à une survie de longue durée106. Les LT CD4+, naïfs ou mémoires, ne 

dépendent cependant pas de l’IL-15 pour leur survie et prolifération. Le nombre de LT CD4+ 

dans les nœuds lymphatiques de souris IL-15Rα-/-, contrairement à celui des LT CD8+ n’est pas 

diminué 107. De même, le pourcentage de LT CD4+ CD44+ est similaire après leur transfert dans 

des souris IL-15-/- ou IL-15+, tandis que le pourcentage de LT CD8+CD44+ ou CD122+ diminue 

après injection dans les souris IL-15-/-. De plus, après injection dans des souris IL-15-/- la 

proportion de LT CD4+CD44+ par rapport aux LT CD8+CD44+ est drastiquement plus élevée, 

comparé aux souris exprimant l’IL-15 108.    

 

C. Epuisement des lymphocytes T 

Des stimulations successives ou prolongées des lymphocytes T mène à un état d’épuisement 

qualifié « d’exhaustion ». Ces cellules épuisées présentent une perte de fonctions effectrices, 

ainsi qu’une augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs. Les cellules épuisées ont 

principalement été décrites dans des modèles d’infection chroniques chez la souris comme 

celle due au virus LCMV et les études concernent en grande partie les CD8+ parmi lesquels a 

été observée une population spécifique du virus ne produisant pas les cytokines pro-

inflammatoires associées à des CD8+ activés. Les premiers stades d’épuisement sont associés 

à une perte de production d’IL-2, de prolifération, et de capacité de destruction des cellules 

cibles. Il y a ensuite une baisse de production d’IFNγ, pour finir par une perte globale du 

nombre de CD8+ spécifiques du virus. L’épuisement est plus important si le nombre d’épitope 

viraux présentés au TCR est élevé, ou si l’infection est de longue durée. Les LT CD4+ présentent 

globalement un phénotype similaire avec une perte de fonctions. Néanmoins, il semble que 

ce phénotype n’est pas restreint aux cellules spécifiques du virus et qu’il s’agit plutôt d’une 

perte globale de production de cytokines au sein de la population CD4+ 109. Il semble que le 

phénotype des LT épuisés peut être différent selon la sévérité de l’infection. Betts et al. ont 

montré que le phénotype de cellules épuisées provenant de patients atteints de HIV de 

différentes sévérités caractérisait des populations de LT CD8+ différentes 110. Ainsi selon le 

contexte infectieux, différents types de cellules épuisées peuvent se former, et ces différents 

phénotypes de LT CD8+ ont permis dans cette étude de discriminer les patients ayant des 

formes sévères de l’infection. Il y a de plus chez les CD8+ épuisés une baisse d’expression de 
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récepteurs aux cytokines CD122 et CD127, associée à une perte de réponse à l’IL-7 et l’IL-15. 

Ces cellules ne sont pas capables de se redifférencier en effecteur ou en mémoire, même en 

absence de l’antigène étranger. 

Les premiers marqueurs de cellules épuisées qui ont été décrits sont les récepteurs inhibiteurs 

régulant négativement l’activation des lymphocytes T, tels que PD-1 mais aussi CTLA-4, TIM-

3, CD160 ou LAG-3. Le blocage de l’interaction entre PD-1 et PD-L1 entraîne une augmentation 

du nombre de lymphocytes spécifiques du virus capables de répondre aux antigènes viraux du 

LCMV. Les cytokines IL-10 et TGFβ, provenant de population cellulaires inhibitrices comme les 

Treg, jouent également un rôle important dans l’induction de l’épuisement. Durant une 

infection LCMV, le TGFβ entraîne une augmentation de la phosphorylation de Smad2. Un 

transgène du récepteur TGFβRII limitant la signalisation de TGFβ à un niveau faible, mène à 

une augmentation de la survie cellulaire, une augmentation du nombre de CD8+ tétramère+, 

et un contrôle viral plus efficace111. Les cytokines associées aux récepteurs à chaîne γ peuvent 

augmenter la capacité des LT épuisés à répondre aux antigènes. Un ajout exogène d’IL-2 ainsi 

qu’un traitement à base d’IL-7 augmente les capacités effectrices des lymphocytes épuisés 

dans un modèle d’infection chronique chez la souris. L’IL-21 produite par les LT CD4+ est 

également nécessaire pour la réponse soutenue des CD8+ en cas d’infection chronique.  
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Figure 7. Cinétique de différenciation des lymphocytes T épuisés. Après avoir été exposé à une 
activation chronique, les lymphocytes T effecteurs se différencie en progéniteurs épuisés TEXProg ayant 
une faible capacité à proliférer, ils expriment des facteurs de transcription marquant le stade précoce 
de l’épuisement. Ils se différencie ensuite en une population intermédiaire présentant toujours des 
fonctions effectrices, et exprimant des marqueurs du stade tardif de l’épuisement comme des 
récepteurs co-inhibiteurs. Ils atteignent enfin le stade d’épuisement terminal au cours duquel ils 
perdent leurs capacités migratoires, leurs fonctions effectrices, et leur capacité à retrouver un 
phénotype effecteur. 
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Plus récemment, les cellules épuisées sont aussi identifiées sur la base de l’expression de 

facteurs de transcription clés. Par exemple, les protéines du complexe AP-1, importantes dans 

l’activation des lymphocytes T, sont remplacées par des homodimères de NFAT dans les 

populations épuisées, qui après translocation dans le noyau, mène à l’expression des gènes 

codant pour PD-1, LAG-3 ou TIM-3. EOMES est également décrit parmi les populations 

épuisées, mais c’est le facteur TCF-1 qui détermine la transition entre les cellules effectrices 

TCF1low et les cellules épuisées TCF-1high. À l’inverse, l’expression de KLRG1 et de Granzyme B 

diminue dans les populations épuisées en comparaison des cellules effectrices. Le facteur TOX 

est capital pour l’induction de l’épuisement, il fonctionne par un remodelage de la chromatine, 

et est régulé par NFAT 112. Une étude de Beltra et al. a permis de caractériser plusieurs sous 

populations de lymphocytes T épuisés. Ils en dégagent quatre groupes : les TEX
prog1 exprimant 

fortement TCF-1, avec une faible capacité de prolifération, les TEX
prog2 TCF-1+ avec une forte 

capacité de prolifération, les TEX
int TCF-1- présentant certaines fonctions effectrices, et enfin 

les TEX
term TCF1- non migratoires. Différents marqueurs permettent de distinguer ces sous-

groupes. L’expression du facteur EOMES par exemple diminue dans les TEX
prog2 pour remonter 

dans les TEX
term tandis que le facteur TOX est très fortement exprimé au stade terminal TEX

term 

113. L’expression de TOX est directement associée à un phénotype d’épuisement, comportant 

une augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs, ainsi que celle d’EOMES. Chez les 

souris TOX-/-, le nombre de CD8+ spécifiques du virus LCMV après infection est diminué. 

Néanmoins ces cellules expriment plus de KLRG1, et produisent plus de Granzyme B, d’IFNγ 

et de TNFα. Dans des modèles de cancer (B16-GP33), ces souris présentent des tumeurs plus 

petites. Le facteur TOX agit en reprogrammant le paysage transcriptomique de la cellule vers 

un phénotype épuisé 114. Cependant, TOX n’est pas exclusivement exprimé dans les cellules 

épuisées, et il peut être identifié chez des population de LT effecteurs mémoires TEM et TEMRA. 

Ainsi, TOX est nécessaire pour l’expression de PD-1 à la surface cellulaire, mais pourtant, PD-

1 n’est pas toujours associé à un épuisement sévère. En réalité, un transfert de cellules PD-1 

KO dans des souris infectées au LCMV montre une diminution de l’expression de cytokines 

effectrices, de la survie et de la prolifération à long terme, en comparaison des cellules WT 115. 

PD-1 pourrait en réprimant la réponse des LT effecteurs, également éviter une suractivation 

menant à un épuisement cellulaire (Figure 7).  
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IV. Signalisation du TCR 

 

A. Signalisation TCR proximale 

Suite à l’interaction entre le TCR et le CMH-peptide, plusieurs évènements moléculaires sont 

impliqués afin d’induire un signal TCR suffisant pour assurer l’activation des fonctions 

cellulaires.  Il y a d’abord activation des tyrosines kinases (PTK) : Lck et FYN qui ont pour rôle 

de phosphoryler le complexe TCR et particulièrement les motifs d’activation situés sur la 

queue cytoplasmique des complexes CD3, appelés ITAMs. Lck s’associe à la queue 

cytoplasmique des co-récepteurs CD4/CD8 et active ensuite d’autres protéines dont ZAP-70 

qui engage ensuite différentes voies de signalisations 116. La phosphorylation du complexe TCR 

est dépendante de la disponibilité des motifs ITAMs ciblés par Lck. Les ITAMs sont des motifs 

d’acides aminés composés de parties consensus et variables : D/EX0-2YXXI/LX6-8YXXI/L 117. Les 

motifs ITAM des chaînes ζ et CD3ε peuvent être situés dans la membrane lipidique 

cytoplasmique, les rendant non disponibles à des phosphorylations. Certaines recherches 

suggèrent que l’interaction entre le TCR et le CMH-peptide provoque des flux calciques locaux 

qui libèrent le complexe CD3 du feuillet interne de la membrane plasmique, rendant les ITAM 

accessibles aux kinases Lck 10,118. Un premier modèle suggère que la force d’interaction du TCR 

avec le CMH-peptide doit être assez forte pour franchir un palier à partir duquel les signaux 

sont suffisamment soutenus pour induire l’activation des cellules. L’une accumulation de 

signaux est nécessaire à l’activation cellulaire avant la dissociation du TCR et du CMH-peptide. 

Il s’agit de la « correction cinétique ». Seule une partie des co-récepteurs CD4/CD8 se lient à 

Lck, qui peut se trouver en conformation active ou inactive. Il est donc suggéré que les co-

récepteurs opèrent en « scannant » la surface des cellules pour détecter les complexes TCR-

CMH-peptide et, une fois ces complexes reconnus, induisent un recrutement supplémentaire 

de Lck conduisant à la phosphorylation des motifs ITAM 119,120. Une expérience stabilisant 

l’interaction Lck- CD8 décrit une augmentation de la réponse cellulaire issue d’un CMH-

peptide de faible affinité. Une autre étude montre une augmentation des signaux TCR en 

réponse à une faible densité de ligand en augmentant la quantité de Lck actif en zone 

proximale du TCR. D’autres modèles suggèrent que le signal TCR pourrait être renforcé dans 

le cas d’un engagement en série de plusieurs TCR pour un seul CMH-peptide, ou du 

réengagement d’un même TCR à plusieurs reprises, augmentant le temps d’interaction avec 
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le CMH-peptide, particulièrement dans le cas d’un CMH-peptide doté d’un temps 

d’interaction court 121,122. Enfin il est possible que plusieurs TCR de faible affinité pour un CMH-

peptide s’assemblent à la membrane afin d’augmenter la sensibilité au ligand, lors de ce qu’on 

appelle une « coopération positive » 123. Cet assemblage de TCR a pour effet de libérer des 

régions du complexe CD3 en modifiant localement la structure de la membrane lipidique. Par 

exemple, il y a libération de la région riche en proline (PRR) de la chaîne CD3ε, induisant une 

liaison avec le domaine SH3 de la protéine adaptatrice Nck, et augmentant la force du signal 

TCR. D’autre part, l’interaction TCR-CMH-peptide ne constitue que la première étape, suivie 

d’un processus d’accrochage du CD8 au CMH-peptide, induit par des kinases Src.  Un complexe 

TCR-CMH-peptide-CD8 est ainsi formé, sensible aux évènements de signalisation proximale. 

Cette association permet au TCR de discriminer le niveau d’affinité avec le CMH-peptide de 

manière plus efficace 124,125.  

Les différentes voies activées suite à la stimulation du TCR, sont modulées par plusieurs de 

leurs acteurs, les protéines adaptatrices comme LAT, ZAP-70 et SLP-76 jouant un rôle 

important dans la régulation des signaux TCR. Le recrutement de PLCγ1 est également vital 

pour l’activation des voies de signalisation distales. L’activation des voies du TCR nécessite une 

interaction avec des molécules associées aux radeaux lipidiques recrutés à la synapse 

immunologique. Cette interaction induit la phosphorylation de tyrosines situées dans le 

complexe TCR par les PTK et Lck. Lck se lie à ZAP-70 associé au TCR, et promeut son 

recrutement vers les radeaux lipidiques, amorçant nombre de voies activatrices 116. En 

parallèle, Grb2 s’associe à LAT et induit son recrutement à la membrane. C’est l’association de 

Grb2 avec LAT qui mène à l’activation des voies Ras. Un membre de la famille de Grb2, GADS, 

s’associe à la fois à la forme phosphorylée de LAT mais aussi à la protéine adaptatrice SLP-76, 

formant un complexe GADS-SLP-76-LAT. Cette association augmente l’activation de NFAT, 

ainsi que du promoteur du gène codant pour l’IL-2 126 (Figure 8). 

 

1. La SRC kinase Lck   

Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) fait partie de la famille des SRC kinases (SFK) 

contenant 10 kinases non récepteurs ayant un domaine PTK et des domaines de fixation SH2 

et SH3. L’activité kinase de Lck est contrôlée par des évènements de phosphorylation et de 

déphosphorylation, contrôlés par la phosphatase membranaire CD45. CD45 provoque 
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l’activation de Lck en déphosphorylant la tyrosine Y394 qui maintient Lck dans une position 

inactive en empêchant l’autophosphorylation de la tyrosine Y394 nécessaire à son activité 127. 

Cependant d’autres études montrent qu’une forte expression de CD45 à l’inverse a pour effet 

d’inactiver Lck en déphosphorylant la tyrosine Y394, ainsi qu’en ciblant le complexe TCR, le 

niveau optimal de signal TCR étant atteint avec une expression modérée de CD45 128,129. Il est 

nécessaire pour le signal TCR que Lck soit situé à la membrane cellulaire, en interagissant avec 

la queue cytoplasmique des co-récepteurs CD4/CD8α 130.  Il semble que l’association du CD8 

avec le CD3/ζ dépend dans un premier temps principalement de Lck, avant la formation du 

complexe tri-moléculaire. Lck phosphoryle ensuite 6 tyrosines sur les motifs ITAM de la chaîne 

CD3 ζ. Deux de ces tyrosines forment un site de liaison avec le domaine SH2 de ZAP-70131,132. 

Cette interaction provoque la stabilisation de la phosphorylation de CD3 ζ, ainsi que 

l’activation de ZAP-70 par la phosphorylation de sa tyrosine kinase. La chaîne CD3 ζ est 

susceptible d’interagir avec un Lck libre ou un Lck associé au co-récepteur, ce dernier étant 

capable d’induire une activation cellulaire efficace 133. En effet, dans un contexte de réaction 

à un antigène du soi, la réponse des lymphocytes T CD8+ est modulée par cette association 

Lck-CD8/CD4. L’expression chez des souris OT1 du récepteur nucléaire Nur77, très sensible 

aux signaux TCR faibles, est plus faible dans le cas d’une association de Lck au CD8, comparé 

à son association à un récepteur chimérique possédant la région intracytoplasmique d’un CD4.  

Il existe ainsi une part constitutive de Lck sous forme actif, menant à des tyrosines 

phosphorylées à l’état basal, même dans des lymphocytes non-activés.  

 

2. ZAP-70 et LAT   

ZAP-70 est présent dans le cytoplasme sous forme inhibée, puis est activé après son 

recrutement aux motifs ITAM, sa forme activée maintenue par la phosphorylation de ses 

tyrosines Y315 et Y319 par Lck, empêchant son processus d’auto-inhibition 134. Lck est également 

capable de former un complexe avec ZAP-70, via la phosphorylation de la tyrosine Y319 de ZAP-

70 qui crée un « site d’amarrage » au domaine SH2 de Lck, menant à la liaison Lck-ZAP-70. Des 

mutations invalidantes sur ce site d’amarrage sont décrites comme bloquant les signaux du 

TCR car la liaison du domaine SH2 de Lck à la tyrosine Y315 l’empêcherait de prendre une forme 

inactive 135. L’inhibition de l’activité kinase de ZAP-70 entraîne une augmentation de l’activité 

kinase de Lck, ce qui implique l’existence d’une boucle de rétrocontrôle négative régulant 
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l’activation des fonctions catalytiques de Lck par ZAP-70 136. Selon une étude, ZAP-70 interagit 

avec les motifs ITAM phosphorylés selon un mécanisme de « Catch and release », ZAP-70 

étant dissocié des ITAMs après son activation par Lck pour être transloqué vers la molécule 

adaptatrice transmembranaire LAT dont la phosphorylation dépend de ZAP-70. ZAP-70 

phosphoryle la tyrosine Y152 qui permet le recrutement et l’activation de la voie phospholipase 

PLCγ1qui déclenche ensuite la voie calcique et Ras/MAPK. ZAP-70 phosphoryle aussi les 

tyrosines Y171, Y191, et Y226 qui permettent le recrutement des protéines adaptatrices Grb2 et 

Gads/SLP-76 137,138.  

En recrutant plusieurs protéines à l’origine de voies de signalisation, LAT opère donc en pilier 

de la signalisation TCR. La phosphorylation de LAT et SLP-76 par ZAP-70 crée des point 

d’arrimage permettant l’interaction avec les protéines à domaine SH2. LAT est associé à SLP-

76 par l’intermédiaire de Gads et forme des complexes LAT-Gads-SLP-76, qui s’assemblent en 

clusters dynamiques, pouvant être désassemblés après déphosphorylation de LAT139. Ces 

clusters peuvent être formés de complexes distincts à partir de différentes protéines. Un 

complexe alternatif à LAT-Gads-SLP-76, est celui formé par la liaison de Grb2 et SKAP1 à LAT, 

dû à un cross-linking de l’intégrine LFA-1, qui a pour effet l’inactivation de LFA-1, et l’arrêt de 

l’interaction entre le lymphocyte et la CPA lors de la formation de la synapse immunologique 

140. 

3. SLP-76 

SLP-76, ou SRC homology 2 (SH2) -domain-containing leukocyte protein of 76 kDa, est une 

protéine adaptatrice de la signalisation proximale du TCR. SLP-76 est recruté à la membrane 

suite à la phosphorylation de LAT, et forme ainsi un complexe composé de plusieurs protéines 

de signalisation telles que PLCγ1, ou ITK141. La déficience pour SLP-76 dans des cellules Jurkat 

a montré que SLP-76 est nécessaire pour la phosphorylation de PLCγ1, mais pas celle de LAT 

ou ZAP-70, suggérant un rôle de SLP-76 plutôt assembleur de protéines proximales142. En 

effet, l’absence de SLP-76 induit une diminution de flux calcique ainsi que l’activation de la 

voie Ras, en aval de PLCγ1. SLP-76 est composé d’un domaine SH2 en C-terminal, un domaine 

riche en proline (PRR) et un domaine tyrosine en N-terminal. La zone N-terminale de SLP-76 

permet une association avec VAV1 et le domaine rich en proline induit l’interaction avec GADS 

(Grb2-related adaptor protein) et PLCγ1. Spécifiquement, la tyrosine Y145 permet le 
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recrutement de ITK, dont la cible est PLCγ1. Les tyrosines Y112 et Y128 sont également 

importantes pour la phosphorylation de PLCγ1, l’activité de NFAT, et le flux calcique143. 

 

B. Signalisation TCR distale 

La signalisation distale est celle induite en aval des évènements de signalisation proximale, et 

se divise en plusieurs voies dédiées à l’expression de gènes responsables de différentes 

fonctions cellulaires. Un acteur central de plusieurs de ces voies est la phospholipase PLCƴ1. 

L’activation de PLCƴ1 entraîne l’hydrolyse de PIP2 en deux protéines jouant un rôle majeur 

dans plusieurs voies de signalisation 116 (Figure 8). 

 

1. La voie calcique 

La lyse du PIP2 induit la formation de deux protéines, dont IP3 se liant ensuite au récepteur 

ionotrope IP3R sur le réticulum endoplasmique (ER) 144. Ceci entraîne une libération de Ca2+ 

dans le cytoplasme par IP3R. Cette augmentation de Ca2+ dans le cytoplasme est accrue par 

une entrée calcique additionnelle qui traverse la membrane plasmique, via les récepteurs 

CRAC suite à la détection par le ER d’un « déstockage » de Ca2+ intracellulaire. La haute 

concentration calcique cytoplasmique active plusieurs protéines dont la calcineurine, une 

phosphatase qui a pour rôle de déphosphoryler la protéine NFAT. Ceci induit la translocation 

de NFAT dans le noyau et son association avec les protéines JUN/Fos (le complexe AP-1), 

aboutissant à l’expression de gènes associés à l’activation cellulaire comme l’IL-2. Cette 

association est capitale pour l’activation puisqu’en absence de l’unité AP-1, NFAT joue un 

autre rôle et induit l’expression d’autres facteurs comme DGKα, un régulateur négatif de 

l’activité de Ras, induisant ainsi à l’inverse un état anergique de la cellule145,146. Cette voie est 

également associée aux SFKs et notamment à Lck, décrit comme un inhibiteur de NFAT1. Il a 

été montré que les SFKs répriment plus globalement la signalisation des NFAT dans les cellules 

humaines au repos. En absence de Lck, il y a une augmentation de NFAT1 dans le noyau, ainsi 

que de l’expression des gènes associés à NFAT1. Par opposition, une inhibition de la 

calcineurine bloque les effets de l’inhibition des SFKs et entraîne une libération d’IL-2 ainsi 

qu’une augmentation de l’expression de CD25 avec une stimulation basée sur la 

PMA/Ionomycine 147. D’autre part, l’augmentation de Ca2+ intracellulaire active également 
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une kinase calmoduline-dépendante (CAMK) qui induit l’expression de facteurs de 

transcription nécessaire à l’activation cellulaire 148. 

 

2. La voie Ras/MAPK 

La deuxième protéine issue de la lyse du PIP2 est le diacylglycérol (DAG). Associé à la 

membrane plasmique, il active plusieurs protéines dont PKCθ, et particulièrement RASGRP1 

induisant la voie Ras/MAPK en activant les protéines RasGTPase149,150. Ras sous sa forme non-

activée est liée à la GDP, et son signal est activé suite à sa liaison à la GTP. Le remplacement 

de GDP vers GTP est provoqué par RASGRP1 151 . Ceci induit l’activation de Ras qui active 

ensuite Raf1, menant à l’activation des kinases MEK1/2 puis finalement à celle des kinases 

ERK1/2. Les protéines ERK sont responsables de nombreuses réponses cellulaire liées au 

développement des LT, à leur activation et à leur différentiation 152. Les protéines ERK1/2 

active le facteur de transcription cFos, qui s’associe à JUN, activée par la voie VAV1-Rac, pour 

former l’unité de transcription AP-1 153. Certaines fonctions cellulaires sont dépendantes du 

nombre de motifs d’activation d’ITAM phosphorylés qui eut varier selon la force d’interaction 

du TCR avec le CMH-peptide. Les travaux de Clifford et al. montrent qu’un faible nombre 

d’ITAM phosphorylés suffit à induire la production de cytokines, et induit un recrutement 

diminué de VAV1 au complexe CD3, alors qu’un grand nombre est nécessaire pour induire une 

proliferation, une augmentation de la production d’IL-2 et l’induction de cMyc, un facteur de 

transcription important pour la division cellulaire154. 

 

3. La voie PKCθ-NFκB 

La famille PKC est composée de 10 protéines Sérine/Thréonine kinases, classées en 3 

catégories : classique, atypique, et enfin la catégorie des « nouveaux isoformes de PKC » dans 

laquelle se trouve PKCθ, régulée par le DAG après sa liaison au domaine PB1 de PKCθ après 

son recrutement à la membrane. PKCθ active ensuite le complexe multimoléculaire CMB, 

composé de CARMA1, Bcl10 et MALT1 155. PKCθ phosphoryle d’abord CARMA1 qui est associé 

à Bcl10. Bcl10 est ensuite oligomèrisé ce qui entraîne l’association de MALT1, ainsi que son 

oligomerisation. Les oligomères de MALT1 se lient à TRAF6, une ubiquitine ligase E3 156. TRAF6 

a pour rôle de dégrader IKKγ (ou NEMO) par ubiquitinylation. NEMO interagit avec IKKβ, qui 

forme avec IKKα un complexe IKK157. Suite à la dégradation de NEMO par TRAF6, le complexe  
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Figure 8. Les différentes voies de signalisation du TCR. La reconnaissance du CMH-peptide par le 
TCR induit d’abord des évènements de la signalisation proximale, avec une cascade de phosphorylation 
d’acteurs comme ZAP-70, VAV-1 et Grb2, qui induisent ensuite les différentes voies de la signalisation 
distale comme la voie PKCθ, la voie calcique, ou la voie Rac/MEKK. Ces voies entraînent l’activation 
cellulaire en induisant la prolifération, la formation de la synapse immunologique et la production de 
cytokines. (Adapté de Brownlie, 2013) 
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 IKK est activé et peut à son tour dégrader par phosphorylation la protéine IKβ. NFκB n’étant 

plus inhibé par IKβ peut ensuite être transloqué dans le noyau et induire l’expression de gènes 

liés à la survie et l’homéostasie, ainsi que l’activation des fonctions effectrice des LT 158. Cette 

voie d’activation de NFκB est celle considérée comme classique, mais il en existe une autre 

basée sur les MAPK, spécifiquement MAP3K14 qui active le facteur NIK. NIK active ensuite le 

complexe IKK cette fois plutôt en interagissant avec la sous-unité IKKα. IKKα dégrade une 

protéine p100 en la phosphorylant et l’empêche ainsi de bloquer NFκB. P100 a une action 

similaire à IKβ et sa dégradation induit la translocation de RelB, une sous-unité de NFκB, dans 

le noyau 159. 

Le complexe CMB participe aussi à l’activation de la voie mTOR. Les voies Ras et PI3k/Akt 

induisent l’activation de mTORC1/2, mTORC1 promouvant plutôt une différentiation en Th17 

et mTORC2 soit à une différentiation en Th1 par la phosphorylation de Akt, soit une 

différentiation en Th2 par celle de PKCθ 160,161. Cependant, les deux protéines du CMB 

CARMA1 et MALT1 sont nécessaires pour que le mTORC soit activé efficacement. Akt agit sur 

de nombreuses voies de signalisation et active également le complexe IKK menant à 

l’activation de NFκB 162,163. 

 

4. Les voie JNK et p38 

P38 fait partie d’une famille de 4 MAPKs : p38α (MAPK14) qui est généralement nommée p38, 

p38β (MAPK11), p38γ (MAPK12) et p38δ (MAPK13). L’activation de p38 est provoquée par la 

phosphorylation à la fois de sa thréonine et sa tyrosine sur le motif T180-X-Y182. Dans les 

lymphocytes T, il s’agit d’un processus d’autophosphorylation provoqué par ZAP-70 116. 

L’activité kinase de p38 touche un large nombre de protéines, et en conséquence, active des 

fonctions effectrices variées. Un de ses partenaires les plus observés est la protéine MK2, qui 

forme un complexe avec la forme inactive de p38 et provoque la phosphorylation des deux 

protéines. Une fois activée, MK2 agit en régulateur post-transcriptionnel de l’expression des 

gènes. P38 agit sur la survie cellulaire, en partie en régulant l’expression de Bcl-2, et promeut 

l’expression de p53, régulant ainsi le cycle cellulaire 164. Curieusement, son action dépend des 

paramètres d’activation cellulaire. Lorsque des lymphocytes T sont stimulé par un anti-CD3, 

p38 agit en régulateur négatif de la proliferation et de la phosphorylation de MK2. Lorsque les 

LT sont stimulés par des cytokines (IL-2, IL-6 ou TNF), p38 stimule la phosphorylation de MK2 
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la prolifération ainsi que la production de TNFα 165. Un rôle dans la production d’IFNγ a 

également été observé, particulièrement chez les cellules Th1, et p38 semble privilégier une 

différentiation dans cette sous population en inhibant la production d’IL-4 chez les Th2 166. 

D’autre part les kinases JNK font partie d’une famille de trois MAPK : JNK1 (MAPK8), JNK2 

(MAPK9), et JNK3 (MAPK10). Elles sont activées par une phosphorylation de MKK4, et agissent 

en ciblant le complexe de transcription AP-1. Sa première cible décrite est c-JUN, dont la 

phosphorylation par JNK est nécessaire à son activité transcriptionnelle. En effet dans des 

cellules Jurkat, une stimulation par anti-CD3 ou par Ionomycine et PMA induit une activation 

de JNK, corrélée à une forte activité du complexe AP-1. Les protéines JNK1/2 sont faiblement 

exprimées dans les LT naïfs, puis sont induites après activation, ou in vitro après une 

stimulation TCR. La même cinétique d’expression est observée pour MKK4 et MKK7, deux 

activateurs en amont de JNK.  Les protéines JNK1/2 n’agissent pas de la même manière dans 

les LT CD4 que dans les LT CD8 cependant. Leur expression est très élevée particulièrement 

dans les sous populations Th1 et Th2 et un knock-out de JNK2 entraîne une baisse de 

production d’IFNγ. L’absence de JNK1 et JNK2 n’a pas d’effet sur la production d’IL-2 dans les 

LT CD4 mais induit une baisse d’IL-2, probablement due à une diminution de l’expression du 

récepteur à l’IL-2 CD25. Dans les deux populations, la phosphorylation de JNK dépend aussi de 

signaux provenant de l’activation du récepteur CD28 qui stimule la production d’IL-2 166.  

 

C. Régulation de la signalisation du TCR : SHP-1 et SHP-2 

De nombreux mécanismes régulent les voies de signalisation du TCR. Ces mécanismes sont 

dépendants de protéines dont beaucoup agissent à un stade précoce de la signalisation, après 

stimulation du TCR. Par exemple, la protéine adaptatrice PAG, située dans les radeaux 

lipidiques, recrute la kinase CSK, régulant négativement les kinases de la Lck en absence de 

stimulation du TCR. La tyrosine phosphorylée de PAG s’associe au domaine SH2 de CSK, et 

cette association induit l’activation de CSK qui inhibe ensuite la phosphorylation de Lck, 

bloquant son activation 167. Les tyrosines phosphatases sont des acteurs importants dans la 

régulation de la signalisation du TCR, et agissent en déphosphorylant des tyrosines situées sur 

leurs protéines cibles. Parmi elles, la tyrosine phosphatase CD45 stimule les signaux du TCR 

chez les LT naïfs en induisant l’activation de Lck. CD45 déphosphoryle la tyrosine Y505 de Lck, 

le maintenant sous forme activée. Les thymocytes déficients pour CD45 présentent un défaut 
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de la signalisation TCR, dont une diminution de la phosphorylation du TCR par Lck, et du 

recrutement de ZAP-70 168. Au contraire, lorsque l’expression de CD45 est haute, il agit en tant 

que régulateur négatif de l’activation de Lck, en déphosphorylant sa tyrosine Y394. Ainsi une 

forte expression de CD45 inhibe les signaux provenant du TCR, évitant une suractivation 

cellulaire. En absence de CD45, la tyrosine Y394 de Lck est hyperphosphorylée, ce qui augmente 

l’activité kinase de Lck 169. 

Au cours de notre étude, nous nous intéressons particulièrement à deux phosphatases à 

domaines SH2, recrutées à la queue cytoplasmique de récepteurs inhibiteurs suite à leur 

engagement.  

Les tyrosines phosphatases SHP-1 et SHP-2, ou respectivement PTPN6 et PTPN11, sont sans 

doute parmi les phosphatases les plus caractérisées. Elles se lient principalement mais pas 

exclusivement aux domaines ITIM situés sur les régions intracytoplasmiques de protéines 

transmembranaires. Elles contiennent un domaine central catalytique comportant une 

séquence conservée, deux domaines SH2 en N-terminal qui se fixe sur des tyrosines 

phosphorylées inclues dans un ITIM, un domaine catalytique PTP, ainsi qu’un domaine C-

terminal possédant plusieurs tyrosines phosphorylables 170. Ces tyrosines sont des sites 

d’auto-activation, phosphorylés par le domaine catalytique. En effet, une phosphorylation des 

tyrosines Y536 et Y564 entraîne une augmentation de l’activité catalytique de SHP-1, de même 

que pour les tyrosines Y542 et Y580 chez SHP-2. Les deux tyrosines n’ont pas toutes un effet 

équivalent. Pour SHP-1, la phosphorylation de la Y536 induit une augmentation de l’activité 

catalytique d’un facteur 4 à 8, tandis que celle de la Y564 seulement d’un facteur inférieur à 2 

171. Une autre étude récente montre cependant que la phosphorylation des tyrosines Y564 et 

Y536 de SHP-1 n’est pas nécessaire pour son activité catalytique. En effet, une mutation 

invalidante des deux tyrosines Y564 et Y536 de SHP-1 n’empêche pas la déphosphorylation de 

ses protéines cibles SYK ou ZAP-70 172.  La liaison des domaines SH2 au phosphotyrosines 

augmentent l’activité phosphatase des SHP. Ils contiennent des séquences consensus d’une 

centaine d’acides aminés répétées se liant à la queue cytoplasmique de récepteurs 

membranaires sur leur région ITIM (I/V)XYXX(L/V) 173. Une mutation invalidante du domaine 

phosphatase de SHP-1 entraîne une augmentation des effets de la stimulation du TCR sur 

l’activité des lymphocytes T. Les auteurs constatent une coprécipitation de SHP-1 avec ZAP-

70, qui est corrélée à une augmentation de l’activité phosphatase de SHP-1. L’invalidation du 

domaine catalytique de SHP-1 entraîne une augmentation de la phosphorylation de ZAP-70,  



58 
 

  

  
β α 

ζ  ζ 

ITAM 

ε  γ δ ε 

CD4/CD8 

Lck 

ZAP-70 

LAT 

Grb2 

SLP-76 

VAV-1 

VAV-1 

PLCγ1 

LT 

DAG 

Ras/Raf 

ERK1/2 

TCR 

SHP-2 

SHP-1 

BTLA 

ITIM 
SHP-1 

SHP-2 

PD-1 

Figure 9. Les phosphatases SHP-1 et SHP-2. SHP-1 régule négativement la signalisation du TCR en 
déphosphorylant des protéines importantes dans la signalisation proximale comme ZAP-70, Lck ou 
VAV1 (Adapté de Sharma et al., 2016). SHP-1 est recrutée sur le domaine ITIM du récepteur co-
inhibiteur BTLA après son engagement par son ligand. SHP-2 dans le contexte de son recrutement par 
le récepteur co-inhibiteur PD-1, inhibe également des acteurs de la signalisation proximale du TCR 
comme ZAP-70, mais aussi la voie Ras/ERK. Hors de son association à des récepteurs co-inhibiteurs, 
SHP-2 peut aussi avoir un rôle activateur de la voie Ras/ERK (Adapté de Dance et al., 2008). 

p p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 



59 
 

 et de la chaîne ζ, suggérant que SHP-1 opère en déphosphorylant ces protéines 174. SHP-1 est 

directement associé aux ITAM du CD3ζ dans le cas de signaux du TCR de faible affinité (Figure 

9).  

Le rôle de SHP-2 est plus ambiguë. SHP-2 n’est pas phosphorylé par le TCR, mais il est associé 

aux motifs ITAM de la chaîne ζ. Une mutation invalidante de SHP-2 dans des cellules Jurkat 

induit une diminution de l’activation de ERK suite à la stimulation du TCR, ainsi que la 

formation de clusters de LFA-1 et leur association avec la fibronectine136,175. Dans les souris 

comportant un mutant conditionnel de SHP-2 dans les lymphocytes T, il y a une augmentation 

de l’activation des LT périphériques, mais aussi une diminution de la phosphorylation de LAT, 

ainsi qu’une diminution de flux calcique, montrant une action à la fois activatrice et inhibitrice 

de SHP-2 sur les fonctions cellulaires. Plus globalement, une délétion de SHP-2 dans le lignage 

des LT induit une diminution de la prolifération, de la production d’IL-2, et de l’expression de 

marqueurs d’activations comme CD69 et CD25 176. Une autre étude comparant l’action de la 

forme sauvage de SHP-2 à celle d’une forme inactive de SHP-2 montre que SHP-2 promeut la 

phosphorylation de ERK, mais pas de STAT5 ou STAT3, suggérant un effet stimulateur de SHP-

2 sur des voies spécifiques 177.  

Les deux phosphatases agissent au stade du développement thymique. L’absence de SHP-1 

induit une exacerbation de la sélection négative, tandis que l’absence de SHP-2 au stade 

DN2/DN3 entraîne une diminution par 2 du nombre de cellules DP, et SP CD4+ et CD8+, ainsi 

qu’une augmentation du nombre de cellules DN, suggérant un rôle de SHP-2 dans la 

signalisation du pré-TCR 176. La différenciation des LT périphériques en cellules effectrices 

dépend également de SHP-1 et SHP-2. SHP-1 a pour effet d’inhiber la différenciation en 

condition polarisante menant aux sous population effectrices Th1 et Th2. SHP-1 a été identifié 

comme acteur non nécessaire à la différenciation en Th2, mais nécessaire à celle des LT CD8+ 

en sous population Tc2 productrice d’IL-4. Il y a une perte de la production d’IL-4 par ces 

cellules en absence de SHP-1 178. Une absence de SHP-1 dans les LT CD8+ matures entraîne 

une augmentation des populations SLEC, sans changement de la part des population 

précurseur mémoires179. Une étude contradictoire, montre que la déficience en SHP-1 dans 

les LT CD4+ induit une expansion d’une certaine population de cellules CD44high présentant un 

phénotype de cellule centrale mémoire : CD62Lhigh CD127high CCR7high 180. L’IL-4 est nécessaire 

pour l’expansion de LT CD44high en absence de SHP-1, suggérant que SHP-1 agit en bloquant 

les signaux issus de l’IL-4.  
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SHP-1 et SHP-2 sont cependant particulièrement connus pour leur association avec différents 

récepteurs inhibiteurs, dont le plus étudié, PD-1 (Figure 9). Une étude par spectrométrie de 

masse montre un recrutement des deux phosphatases à la queue cytoplasmique de PD-1 

après une stimulation cellulaire au pervanadate, avec une stœchiométrie d’interaction plus 

élevée pour SHP-2 que pour SHP-1. Par contraste, SHIP ou SH2D1A ne sont pas recrutés par 

PD-1 après stimulation du TCR 181.   

SHP-1 s’associe à la queue cytoplasmique de plusieurs autres récepteurs inhibiteurs tels que 

CTLA-4, ou BTLA qui déphosphoryle la tyrosine activatrice de Lck Y394.  

 

V. Co-récepteurs inhibiteurs 
 

A. Régulation de la signalisation TCR par les récepteurs co-modulateurs 

En plus des régulateurs intracytoplasmiques, l’activation cellulaire est également modulée par 

des récepteurs co-stimulateurs (CD28, ICOS, 4-1BB…) et co-inhibiteurs (CTLA-4, PD-1, TIGIT…). 

Ces co-récepteurs agissent sur différentes voies de signalisation. Certains stimulent les 

fonctions effectrices des LT via la production de cytokines inflammatoires, et d’autres comme 

CD28 augmentent plutôt la production d’IL-2 et de prolifération. Les récepteurs inhibiteurs 

répriment les fonctions effectrices des lymphocytes conventionnels et des Treg en régulant 

négativement les signaux des TCR ou d’autres récepteurs co-stimulateurs. Certains récepteurs 

co-inhibiteurs ont aussi la capacité de stimuler les fonctions suppressives des Treg bien que 

les mécanismes impliqués soient encore mal caractérisés 182. La stimulation de PD-1 par son 

ligand PD-L1 favorise la différentiation des lymphocytes T CD4+ en iTreg Foxp3+ capables de 

réprimer les fonctions des LT CD4+ effecteurs in vitro. De plus le nombre de iTreg est largement 

diminué chez les souris PD-L1-/-, indiquant un rôle immunosuppressif de la signalisation PD-

1/PD-L1 183. D’autre part, la déficience pour PD-1 dans les Treg induit une augmentation de 

leurs fonctions suppressives. Les Treg PD-1-/- présentent une expression accrue de Foxp3 et 

de CD44, ainsi que du marqueur de prolifération Ki67. La deletion de PD-1 dans les Treg 

provoque une diminution du développement de l’EAE. L’expression de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IFNγ ou l’IL-17 est diminuée 184.  

Les récepteurs inhibiteurs, aussi appelés « Immune Checkpoints » sont identifiés comme des 

marqueurs de sous populations épuisées. L’interruption de la liaison PD-1/PD-L1 provoque 
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une augmentation de la réponse virus spécifique des LT CD8+ dans un contexte d’infection 

LCMV, entraînant une capacité accrue de prolifération et de production de cytokine en 

réponse à la stimulation antigénique 185. Ces fonctions suppressives des Immunes Checkpoints 

sont nécessaires pour prévenir le développement de maladies auto-immunes. Un même 

ligand peut interagir avec plusieurs récepteurs résultant en différents types de signal. Par 

exemple les ligands de CD28, B7-1 et B7-2 se lient également avec le récepteur inhibiteur 

CTLA-4, avec lequel ils ont une plus grande affinité que pour CD28. CTLA-4 est aussi impliqué 

dans la prévention de développement auto-immune, et une déficience en CTLA-4 chez la 

souris provoque une réaction auto-immune létale. Par contraste, la déficience conditionnelle 

en CTLA-4 dans les Treg chez les souris adultes entraîne à l’inverse une résistance à l’EAE, 

suggérant que CTLA-4 régule positivement les fonctions suppressives des Treg 186. 

Les Immune Checkpoints sont particulièrement étudiés dans le contexte du cancer. La 

réaction immunitaire anti-cancéreuse est limitée par la présence de populations LT CD8+ 

épuisées exprimant à leur surface plusieurs co-récepteurs inhibiteurs qui contribuent à ce 

phénotype. Le blocage de la signalisation inhibitrice de CTLA-4 permet une amélioration 

drastique du contrôle tumoral dans plusieurs modèles de tumeurs chez la souris, comme un 

carcinome du colon ou un modèle de fibrosarcome 187. L’utilisation d’anticorps bloquant 

l’engagement de CTLA-4 (ipilimumab) chez l’Homme améliore également les réponses 

antitumorales dans plusieurs cas de cancer, dont le NY-ESO-1 (New York esophageal squamous 

cell carcinoma 1). Le traitement anti-CTLA-4 induit des réponses accrues de LT CD4+ et CD8+ 

spécifiques à la tumeur chez des patients atteints de cancer NY-ESO-1. Ces réponses accrues 

sont associées à des pronostics favorables 188,189.  L’étude du rôle de CTLA-4 chez les LT CD4+ 

et CD8+ est rendue difficile par le phénotype létal des souris CTLA-4-/- mais la déficience en 

CTLA-4 chez les souris adultes ne provoque pas de changement dans le développement de 

tumeurs MC38 186.  

Un des Immune Checkpoints les plus utilisés en clinique est PD-1, il existe de très nombreux 

traitements ciblant PD-1 dans plusieurs types de cancers, comme le mélanome, le cancer 

colorectal, ou le cancer du poumon non à petites cellules. Des premières études de 2002 

montrent le rôle de la signalisation de PD-1 dans le développement tumoral. Les auteurs 

observent un développement tumoral accru chez les tumeurs (modèle P815) exprimant le 

ligand PD-L1, et l’injection d’anticorps bloquant anti-PD-1 diminue le développement tumoral 

in vivo chez la souris 190.  
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PD-L1 est fréquemment exprimé à la surface des cellules tumorales, et cette expression seule 

est suffisante pour réprimer l’activité des LT CD8+ effecteurs et diminuer la réponse 

antitumorale. Le rôle de PD-L1 diffère cependant selon les modèles de cancer. Des traitements 

avec des anticorps antagonistes anti-PD-L1 améliorent drastiquement la réponse 

antitumorale dans un modèle MC38. Le PD-L1 exprimé à la surface des cellules MC38 inhibe 

l’activité cytotoxique des LT CD8+, et les souris PD-L1-/- réagissent plus au traitement anti PD-

1 que les souris WT 191 .  Les cellules les moins réactives dans un contexte de cancer sont celles 

exprimant plusieurs Immune Checkpoints à leur surface tels que PD-1 conjointement exprimé 

avec TIM-3. LAG-3 est également fréquemment associé à PD-1 et son expression à la surface 

des lymphocytes T est associée à un développement tumoral accru192. Pour cette raison, des 

immunothérapies sont utilisées ciblant plusieurs Immune Checkpoints. Les principales 

monothérapies ciblant PD-1 (nivolumab) et CTLA-4 (ipilimumab) n’induisent pas d’aussi 

bonnes réponses que les thérapies à plusieurs cibles qui augmentent les réponses en moyenne 

de 60% dans certains cancers. La plupart combinent un anti-PD-1 avec un ou plusieurs 

anticorps bloquant TIM-3, TIGIT, CTLA-4 ou LAG-3, et de nouvelles combinaisons sont 

régulièrement testées en clinique. Un défi soulevé par ces traitement anti-cancéreux est de 

limiter les risques de développement de pathologies auto-immunes. Certains traitements 

ciblent donc des populations cellulaires identifiées comme impliquées à la fois dans le 

développement cancéreux, et auto-immune, comme les populations Th1 et Th17 

pathogéniques.  

La signalisation de ces Immune Checkpoints est spécifique à chaque récepteur. LAG-3, 

contrairement à PD-1 ou BTLA, ne possède pas de motifs ITIM sur sa queue cytoplasmique. À 

la place, elle un motifs EP recrutant la protéine LAP, et KIEELE modulant la fonction de LAG-3 

193. LAG-3 est associé au complexe TCR-CD3 et entraîne la dissociation de Lck au co-récepteur 

CD4 ou CD8 194.  CTLA-4 se lie au ligand CD80 ou CD86, deux ligands également ciblés par le 

récepteur co-activateur CD28. CTLA-4 empêche donc la liaison de CD28 à ses ligands, mais 

provoque aussi leur destruction par voie lysosomale après induction de leur transendocytose 

195.  Les deux Immune Checkpoints que nous étudions ici sont BTLA et PD-1. Ils fonctionnent 

tous deux par le recrutement de phosphatases à domaine SH2, SHP-1 et SHP-2.  
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B. Le récepteur BTLA 

BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator) est un Immune Checkpoint de la famille des Ig-SF. Il 

est exprimé à la surface des lymphocytes T et B, ainsi que les monocytes et certaines sous 

population de DC et des NKT. Il a d’abord été identifié dans des banques d’ADN extrait de 

cellules Th1, mais des études ultérieures ont montré qu’il était aussi exprimé dans les 

lymphocytes Th2 196. Des travaux plus récents chez l’Homme montrent que BTLA est exprimé 

de façon similaire dans les populations produisant de l’IL-4 et de l’IFNγ 197. De façon générale, 

BTLA est exprimé sur les LT naïfs, particulièrement chez l’Homme, et son expression est accrue 

après stimulation du TCR. 

 

1. La structure de BTLA 

BTLA possède plusieurs domaines dont : un peptide signal (30 Aa), un domaine extracellulaire 

permettant la liaison avec ses ligands (127 Aa), un domaine transmembranaire (21 Aa) et un 

domaine cytoplasmique (111 Aa) 196. La structure tertiaire relie plusieurs régions par 3 ponts 

disulfures. Le domaine extracellulaire est composé d’une boucle Ig similaire à celle de PD-1 

permettant l’interaction avec son ligand HVEM (Herpes Virus Entry Mediator). Le domaine 

cytoplasmique quant à lui contient plusieurs régions à motifs tyrosine, un motif d’association 

avec la protéine adaptatrice Grb2, ainsi que des motifs de signalisation ITIM et ITSM similaires 

à ceux d’autres Immunes Checkpoints comme PD-1 ou CTLA-4. L’association de BTLA avec 

HVEM induit la phosphorylation des motifs ITIM, ce qui permet le recrutement de 

phosphatases à domaine SH2 SHP-1 et SHP-2, avec un recrutement préférentiel de SHP-1 par 

rapport à SHP-2. L’association de SHP-2 et SHP-1 avec BTLA requiert la phosphorylation des 

deux tyrosines sur les motifs ITIM et ITSM 198. 

 

2. BTLA dans les réponses physiologiques et pathologiques 

L’engagement de BTLA par HVEM a pour effet la diminution de la production d’IL-2. Les 

lymphocytes T déficients pour BTLA possèdent une plus grande capacité à proliférer. Ces 

cellules ne présentent cependant pas de modifications de développement, indiquant que 

BTLA n’est pas nécessaire au développement thymique. BTLA semble au contraire important 

pour réguler le développement de CD8+ mémoires. La déficience pour BTLA provoque une 

augmentation du nombre de CD8+CD44high et CD122+. Le même phénotype est observé pour 
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les souris HVEM KO. Les cellules BTLA KO ont également un nombre de divisions plus grand 

que les cellules WT. Dans une expérience de transfert de cellules CD4+ et CD8+ dans des souris 

irradiées, les LT BTLA KO sont 20 fois plus présents dans la rate de la souris hôte que les cellules 

WT. Ceci indique que BTLA est très impliqué dans la suppression des capacités prolifératives 

des lymphocytes dans des conditions de maintien homéostatiques des cellules 199.  Dans un 

contexte cancéreux, une forte expression de BTLA est généralement corrélée à une faible 

réponse antitumorale et un stade avancé de la pathologie dans les modèles de cancer de la 

vésicule biliaire, ou de cancer du poumon 200–202. Il est considéré comme cible thérapeutique 

potentiel dans plusieurs types de cancer comme le lymphome à cellules B. Un anticorps anti-

BTLA, l’icatolimab (ou le tifcemalimab) est développé en clinique pour traiter différents types 

de tumeurs qui montre des résultats prometteurs chez une cohorte de patients atteints de 

lymphome, ainsi que dans le cas de tumeurs solides 203,204. Des tests cliniques en combinaison 

bithérapie avec un anti-PD-1 sont en cours. Chez la souris dans un modèle de glioblastome, 

une combinaison du blocage de PD-1 et de BTLA a pour effet une augmentation du nombre 

de LT CD4+ et CD8+ produisant de l’IFNγ dans le cerveau, ainsi qu’une diminution de cellules 

Foxp3+. La bithérapie montre aussi une survie post-injection de cellules tumorales supérieure 

aux condition bloquant PD-1 ou BTLA seuls 205. Cependant chez les patients atteints de cancer 

colorectal, son expression est plus faible que chez les patients sains. De plus BTLA est aussi 

identifié comme marqueur d’une population de CD8+ TIL présentant une capacité de survie 

accrue ainsi qu’une plus grande prolifération en réponse à une stimulation IL-2206. BTLA 

permet la tolérance immunitaire et favorise la prise de greffes dans un modèle murin. Un 

traitement agoniste activant BTLA permet une diminution des effets de rejet de transfert de 

cellules souches chez la souris. La stimulation de BTLA permet une répression des LT effecteurs 

et l’expansion des Tregs chez la souris hôte, menant à une diminution générale de la réponse 

immunitaire 207. Les souris BTLA-/- présentent une augmentation d’autoanticorps et 

d’immunoglobulines, et bien que le nombre de cellules effectrices ne change pas, celles-ci  

présentent une plus grande capacité à produire des cytokines pro-inflammatoires, susceptible 

de mener au développement spontané de maladie auto-immune, ou inflammatoire 208. Ainsi 

une étude suggère que les souris BTLA-/- sur fond génétique 129/sv développe des réactions 

inflammatoires hépatiques spontanées. Les LT issus de souris HVEM-/- ont un phénotype 

similaire, avec une production de cytokines plus élevée que les lymphocytes T provenant de 

souris sauvages, comme le TNF, l’IFNγ et l’IL-2 après stimulation par un anti-CD3. L’absence 
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de HVEM induit une plus grande prolifération en réponse à la stimulation par la Concanavaline 

A. À l’instar des souris BTLA-/-, les souris HVEM-/- ont une susceptibilité accrue au 

développement de l’EAE 209. 

Certaines études suggèrent que BTLA pourrait transmettre des signaux de co-stimulation dans 

les lymphocytes T. L’association de Grb2 à un phosphopeptide dérivé de la région 

cytoplasmique ITSM de BTLA entraîne un recrutement de la sous unité de PI3K, p85, ce qui 

amène à des signaux d’activation des réponses cellulaires 210. BTLA existe également sous 

forme soluble dans l’organisme, de même que PD-1, bien que cette forme soit beaucoup 

moins exprimée que la forme transmembranaire. Chez des patients septiques, il y a une 

augmentation de la forme soluble de BTLA comparé aux patients sains. Cet effet n’est pas 

visible pour la forme soluble de PD-1. La sévérité de la septicémie est également corrélée avec 

l’expression de la forme soluble de BTLA 211.  

À l’état basal des lymphocytes T, BTLA est exprimé en grande partie dans le cytoplasme de la 

cellule, puis est recruté à la membrane après stimulation du TCR, pour former des clusters à 

la synapse immunologique. Suite à son engagement par HVEM, il s’associe aux radeaux 

lipidiques, suggérant que la localisation de BTLA à la membrane est modulée par des signaux 

issus de la stimulation du TCR et de son engagement par HVEM 212.   

Bien que la plupart des études sur BTLA se fasse dans les lymphocytes T, BTLA est en réalité 

beaucoup plus exprimé dans les lymphocytes B. Et si la déficience pour BTLA n’a pas d’impact 

direct sur le développement des LB, l’absence de son ligand HVEM augmente les capacités 

prolifératives des lymphocytes B dans les centres germinatifs. Cependant l’expression de BTLA 

dans les lymphocytes B n’est pas nécessaire pour leur sélection dans les centres germinatifs 

213. 

 

3. Les ligands de BTLA : HVEM 

Le ligand principal de BTLA est HVEM. Il en existe cependant un autre appelé UL144, qui est 

également une protéine virale issue de HCMV (Human Cytomegalovirus). UL144 possède 

beaucoup de séquences similaires à HVEM et provoque également une signalisation 

inhibitrice de l’activation cellulaire 214.  

HVEM ou CD270 est une glycoprotéine transmembranaire de la famille des TNFRSF. Il 

comporte un peptide signal (38 Aa), un domaine extracellulaire (164 Aa), un domaine 
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transmembranaire (21 Aa), et un domaine cytoplasmique (60 Aa). La particularité de HVEM 

est dans sa double nature de ligand/récepteur 215. Son engagement avec BTLA produit à la fois 

des signaux inhibiteurs en aval de BTLA, mais aussi des signaux activateurs en aval de HVEM. 

Son domaine cytoplasmique est capable de recruter TRAF, qui induit une production de 

cytokines par l’intermédiaire de l’activation de NFκB 216. Le domaine extracellulaire de HVEM 

se compose de 4 régions CRD (Cystein Rich Domain) permettant la liaison spécifique de ses 

différents ligands. HVEM se lie à BTLA mais aussi à d’autres récepteurs : LIGHT, CD160, et la 

Lymphotoxine alpha (L-α). LIGHT et L- α appartiennent à la famille des récepteurs TNFSF et 

interagissent avec les régions CRD2 et CRD3 d’HVEM. Ils induisent tous deux des signaux 

stimulateurs menant à la prolifération dans des lymphocytes T mais aussi d’autres types 

cellulaires comme les HEK293 217,218. BTLA et CD160 se lient aux régions CRD1 et CRD2 et 

induisent des signaux inhibiteurs, bien que le rôle de CD160 est plutôt controversé et est décrit 

alternativement comme un récepteur co-inhibiteur et co-activateur selon les modèles 

cellulaires d’études et les modalités de stimulation du récepteur 219. La délétion de CRD1 ou 

la suppression de l’interaction de CD160 avec HVEM empêche l’inhibition de l’activation des 

LT CD4+. Par contre les cellules NK nécessitent CD160 pour produire de l’IFNγ, et les tumeurs 

B16, répondant aux cellules NK, inoculées à des souris RAG-/- CD160-/- se développent plus 

rapidement que chez les souris RAG-/- 220. 

HVEM est exprimé dans de nombreux tissus différents, avec une prévalence dans les 

poumons, les reins, et le foie, pour être moins exprimé dans le cœur et le pancréas. Il est 

également exprimé dans la plupart des cellules hématopoïétiques dont les lymphocytes T et 

B, les cellules NK, les monocytes et les neutrophiles. HVEM est plus fortement exprimé dans 

les cellules naïves, son expression étant diminuée juste après activation cellulaire pour 

augmenter de nouveau à un stade plus avancé de l’activation 221.  

BTLA et HVEM sont capables de s’associer en cis sur des cellules co-exprimant les deux 

récepteurs. Cette interaction cis se déroule principalement au stade naïf, et empêche la liaison 

de HVEM avec ses autres partenaires. Après l’activation de la cellule, HVEM est internalisé, ce 

qui provoque une interaction BTLA-HVEM en trans, induisant la signalisation activatrice en 

aval de HVEM. Il est difficile de déterminer si l’interaction cis provoque également une 

signalisation activatrice de la part de HVEM, et si cette signalisation entre en compétition avec 

celle inhibitrice de BTLA 222. L’interaction en cis de HVEM avec ses autres ligands provoque 

une signalisation en aval de HVEM, dont l’activation de NFκB, mais l’interaction avec BTLA 
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n’induit qu’un faible signal de HVEM. Par contre, l’inhibition BTLA-médiée est maintenue 

même en présence saturante de HVEM en cis. LIGHT existe également sous forme soluble, et 

a un rôle différent sous cette forme que sous forme transmembranaire. Cette interaction cis 

joue également un rôle dans le processus d’homéostasie, possiblement pour éviter une 

suractivation cellulaire dû à l’interaction de HVEM avec d’autres ligands. LIGHT soluble a pour 

effet de stabiliser l’interaction cis entre BTLA et HVEM, tandis que sa forme activée rompt 

l’interaction et provoque l’internalisation de HVEM, promouvant l’activation cellulaire 223. 

HVEM peut également être activé par la forme soluble de BTLA et de CD160, qui induisent les 

signaux activateurs en aval de HVEM, sans l’induction de leur propres signaux inhibiteurs. Une 

étude comparant les affinités des ligands pour HVEM utilise des ectodomaines solubles et 

établit une constante d’affinité plus grande pour BTLA, qui semble être le ligand préférentiel 

de HVEM, avec une constante de dissociation de 250nM.  

 

C. Le récepteur PD-1 

PD-1 (Programmed Cell Death 1) appartient à la famille des Ig SF, et comme BTLA contient un 

domaine cytoplasmique comportant des régions ITIM et ITSM, qui après liaison de PD-1 à ses 

ligands PD-L1 et PD-L2, recrutent des phosphatases à domaine SH2 SHP-1 et SHP-2 avec cette 

fois ci un recrutement préférentiel pour SHP-2 par rapport à SHP-1 224. Suite à la liaison avec 

PD-L1, PD-1 est co-localisé avec le TCR sous forme de clusters et inhibe la formation normale 

de la synapse immunologique, limitant les capacités des lymphocytes T CD8+ à tuer les cellules 

cibles. SHP-2 peut être recruté à la membrane vers les clusters de PD-1 mais pas SHP-1. Ce 

phénomène de clustering n’est pas lié aux motifs tyrosines sur les régions ITIM de PD-1, dédiés 

à l’induction de signaux inhibiteurs 225. L’activité phosphatase de SHP-2 à de plus la capacité 

de réguler la phosphorylation de PD-1. PD-1 a été décrit comme agissant particulièrement 

comme un inhibiteur de la signalisation de CD28, réprimant la prolifération et la production 

d’IL-2. Plus précisément, l’engagement de PD-1 inhibe la phosphorylation de molécule en aval 

de CD28, ainsi que son association avec PKCθ. Parmi les ligands de PD-1, PD-L1 est exprimé 

dans la plupart des cellules hématopoïétiques ainsi que dans de nombreux tissus non 

hématopoïétiques, particulièrement à la surface des cellules tumorales. Il s’agit du ligand 

principalement étudié en comparaison de PD-L2 qui lui est exprimé dans un nombre plus 

restreint de types cellulaires, tels que les DC et les macrophages. La déficience en PD-1 chez 



68 
 

la souris provoque le développement spontané de maladies auto-immunes de types Lupus, ou 

de type cardiomyopathie dilatée 226,227. De plus, l’interruption du signal PD-1 mène à de 

meilleures réponses antitumorales, et les thérapies anticancéreuses basées sur le blocage de 

PD-1 sont les plus utilisées en clinique. PD-1 joue également un rôle important lors du 

développement thymique, notamment dans la régulation de la sélection positive et négative. 

Les souris PD-1-/- présentent une diminution du nombre de cellules SP CD8+, une diminution 

de l’expression du marqueur d’activation CD69 dans les DP et une augmentation de 

l’expression de CD24 dans les thymocytes SP CD8+ suggérant une diminution de la maturation 

des thymocytes 228. D’autres travaux montrent aussi un défaut du nombre de cellules DP et SP 

CD4+ et CD8+ suite à la surexpression de PD-1 dans le thymus. De même, les souris PD-L1-/- 

mais pas les souris PD-L2-/- présentent un enrichissement de cellules thymiques au stade DP, 

suggérant un rôle de PD-1 dans la régulation de la sélection positive 229. En périphérie, 

l’expression de PD-1 augmente chez les cellules épuisées, et l’inhibition de la signalisation PD-

1 médiée peut changer le phénotype épuisé des TEX vers un phénotype effecteur lorsque les 

cellules ne sont au stade TEX
term. Le rôle de PD-1 dans le maintien homéostatique des LT CD8+ 

est moins évident que celui de BTLA, mais l’absence de PD-1 induit une augmentation du 

nombre total de LT CD4+ et de LT CD8+ dans la rate et le foie, l’augmentation du nombre de 

CD8+ étant particulièrement drastique dans le foie. Les souris PD-1-/- ont aussi plus de cellules 

effectrices CD8+CD44+CD62L- ainsi que d’expression du récepteur aux chimiokines CXCR6, 

mais un nombre moindre de cellules mémoires CD127+KLRG1-. Ceci suggère un rôle de PD-1 

dans l’inhibition de signaux menant au maintien de cellules activée au profit d’un phénotype 

mémoire. Paradoxalement l’absence de PD-1 provoque une augmentation du marqueur 

d’épuisement TOX dans les CD8+, ce qui peut être expliqué par un phénomène compensatoire 

avec l’augmentation d’expression de différents Immune Checkpoints comme TIM-3, LAG-3 ou 

TIGIT. L’expansion de la population TEX est ainsi augmentée en absence de PD-1 et cette 

expansion est dépendante du facteur de transcription EOMES, la déficience pour EOMES 

induit une expression de TOX similaire aux cellules provenant de souris sauvages 230.   
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VI. THEMIS  
 

Ce projet de thèse s’intéresse particulièrement à une protéine intracytoplasmique appelée 

THEMIS, et à son rôle sur les signaux inhibiteurs médiés par les Immune Checkpoints PD-1 et 

BTLA.  

THEMIS1 est une protéine de 72.8 kDa découverte en 2009 par plusieurs équipes de recherche 

de manière simultanée231–235. Le gène themis est localisé chez la souris sur le chromosome 10 

et sur le chromosome 6 chez l’homme, avec une correspondance de 81% entre l’homme et la 

souris 233. THEMIS1 fait partie de la famille globale THEMIS comportant trois protéines : 

THEMIS1 exprimée principalement dans les Lymphocytes T, mais aussi dans les cellules NK et 

les mastocytes. THEMIS2 est fortement exprimée dans les lymphocytes B, les cellules 

dendritiques et les macrophages, tandis que THEMIS3 est exprimée dans les cellules 

intestinales 236. Dans cette étude, nous nous concentrons sur l’action de THEMIS1 dans les 

lymphocytes T, désigné dans le reste du manuscrit par THEMIS. THEMIS a été caractérisée dès 

sa découverte comme essentielle pour le développement des lymphocytes T, particulièrement 

l’étape de la sélection positive. THEMIS joue un rôle dans le maintien d’un signal TCR propice 

au développement des thymocytes matures SP. Au niveau structurel, la protéine THEMIS est 

composée de deux modules fonctionnels nommés CABIT (cystein-containing all- β in Themis), 

d’une région PRR (proline rich region) en C-terminal, et d’une région NSL (Nuclear Signal 

localization) de localisation nucléaire234,235.(Figure 10A) Des estimations par modélisation 

informatique des domaines CABIT ont prédit une structure en 12 feuillets β, et la présence 

d’un résidu cystéine conservé chez les autres membres de la famille THEMIS. Des approches 

d’immunoprécipitation et de spectrométrie de masse ont identifié Grb2 comme partenaire 

principal de THEMIS. Ces deux protéines interagissent de manière directe, via le domaine SH3 

N-terminal de Grb2 qui se lie à la région PRR de THEMIS 231 (Figure 10A).  
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Figure 10. (A.) Structure de la protéine THEMIS, composée de deux modules CABIT, une région PRR, 
une région de localisation nucléaire NLS, et des sites tyrosines de phosphorylation. Adapté de Johnson 
et al. THEMIS is a member of new metazoan gene family and is required for completion of thymocyte 
positive selection, Nature Immunology, 2009 (B.) Schéma des protéines interagissant avec THEMIS dans 
les thymocytes. Zvezdova et al. Themis1 enhances T cell receptor signaling during thymocyte 
development by promoting VAV1 activity and Grb2 stability, Science Signaling, 2016 

A. 
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A. THEMIS dans le développement thymique 

THEMIS a d’abord été caractérisée comme molécule protéique essentielle au développement 

des lymphocytes T dans le thymus. Une souris possédant une invalidation du gène codant pour 

THEMIS ou une mutation génétique résultant dans l’expression d’une forme tronquée 

présentent une diminution drastique du nombre de cellules SP CD4+ et dans une plus faible 

mesure, de cellules SP CD8+, dans le thymus comme dans les nœuds lymphatiques 233,235. 

Parallèlement, le nombre de cellules au stade DP est plus élevé dans les souris THEMIS-/- que 

chez les souris sauvages, suggérant que THEMIS agit au cours du développement des 

thymocytes en stimulant la sélection positive. L’absence de THEMIS provoque la diminution 

de la population CD4+CD8int, concordant avec une perte de sélection positive. Les deux 

populations CD4+ et CD8+ présentent également une perte d’expression des marqueurs 

d’activation CD69 et CD5, suggérant une diminution de l’intensité des signaux du TCR en 

absence de THEMIS. L’absence de THEMIS conduit aussi à une diminution des signaux 

nécessaires à la sélection négative 172.  

THEMIS est fortement exprimé au cours du développement thymique, particulièrement dans 

les cellules DP. Les premières études décrivent une faible expression de la protéine THEMIS, 

ainsi que du niveau d’ARNm chez les thymocytes au stade DN1 et DN2. L’expression de 

THEMIS augmente ensuite au stade DN3 pour être maintenue durant le passage au stade DN4, 

atteignant un pic d’expression dans les thymocytes DP TCRlow en pré-sélection. L’expression 

de THEMIS diminue au cours de la maturation chez les thymocytes DP TCRint et TCRhigh pour 

être maintenue à un niveau plus faible dans les SP CD4+ et CD8+ matures. Plus précisément, 

une étude de l’expression protéique de THEMIS montre un pic d’expression aux stades 

précoces de la sélection positive dans les populations DP CD5highCD69high par rapport aux DP 

CD5lowCD69low pour diminuer dans les thymocytes immatures SP CD69high et atteindre une plus 

faible expression chez les thymocytes matures SP CD69low, de manière équivalente entre les 

LT CD4+ et les LT CD8+ 233,235,237. 

THEMIS est directement associé à la protéine adaptatrice Grb2, par le domaine SH3 de Grb2, 

et le domaines PRR1 de THEMIS. Cette association est requise pour le recrutement de THEMIS 

à LAT (Figure 10B). En absence d’interaction entre THEMIS et Grb2, THEMIS n’interagit plus 

avec LAT et PLCγ1, et THEMIS n’est plus recruté au sein de la synapse immunologique. THEMIS 

est phosphorylé par Lck et ZAP-70 sur ses tyrosines Y540 et Y541. Des souris présentant une 
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forme de THEMIS mutée sur la région PRR1 présentent un défaut de SP CD4+ similaire à celui 

observé dans les souris THEMIS-/-, suggérant que l’interaction entre THEMIS et Grb2, et par 

extension le recrutement de THEMIS à la membrane, est nécessaire au développement 

thymique 238. L’interaction avec Grb2 permet également l’association des phosphatases à 

domaine SH2 SHP-1 et SHP-2 à THEMIS. L’absence du domaine PRR1 réduit la co-

immunoprécipitation des deux phosphatases avec THEMIS 239. Les différents domaines de 

THEMIS ont différentes fonctions, mais chacun des motifs est nécessaire au développement 

thymique. Des travaux basés sur la génération de formes mutantes de THEMIS invalidant les 

CABIT ou la régions PRR montre que chacun de ces domaines contribue aux effets de THEMIS 

sur le développement des thymocytes. Ces mutants ne sont plus associés à Grb2, et ne sont 

pas phosphorylés. La localisation nucléaire de THEMIS est garantie par le domaine CABIT1, et 

l’effet de l’absence de CABIT1 sur le développement thymique est plus drastique que 

l’absence de CABIT2 240. En effet, une mutation invalidante du domaine CABIT1 ou de la région 

NLS résulte en un défaut de localisation nucléaire de THEMIS, et les souris présentant une 

mutation invalidante sur le domaine CABIT1, mais sur le CABIT2 ont un défaut de SP CD4+ et 

SP CD8+ dans le thymus, et une diminution de la phosphorylation de ERK. Ces souris sont 

également incapables de restaurer le défaut de sélection positive dans les souris THEMIS-/-. 

 

B. THEMIS : Sélection positive ou négative ? 

Plusieurs groupes ont différentes interprétations sur le rôle de THEMIS dans le 

développement thymique. L’une d’elle suggère que THEMIS agit en bloquant la sélection 

négative en recrutant la phosphatase SHP-1 qui réprimerait les signaux du TCR forts transmis 

de façon « inappropriée » par des ligands de relativement faible affinité. Dans ce modèle, 

l’absence de THEMIS conduirait à une forme de sélection négative exacerbée pour des cellules 

qui seraient, en conditions normales, sélectionnées positivement. Une absence de THEMIS 

cause une phosphorylation de ERK accrue en condition de reconnaissance de peptide du soi 

de faible affinité, ainsi qu’une activation de la Caspase 3 241. Le rôle de THEMIS de modulateur 

négatif des signaux TCR est appuyé par l’augmentation de l’activation de ERK après un 

knockdown de THEMIS dans des cellules Jurkat. Le knockdown de THEMIS induit une plus 

grande phosphorylation de la tyrosines Y142
 sur la chaîne ζ du TCR 239. En périphérie, une 

expression plus faible de THEMIS induite par des approches d’extinction d’ARN engendre une 
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augmentation de l’expression de CD69 et de CD25. La stimulation du TCR dans les lymphocytes 

T primaires humains entraîne une expression de l’Annexine V en absence de THEMIS, 

suggérant une induction d’apoptose provoquée par un signal TCR trop fort. Le même 

phénomène est observé en condition d’expression réduite de SHP-1. De plus, une étude 

montre que l’activité phosphatase après immunoprécipitation de SHP-1 est diminuée dans les 

thymocytes n’exprimant pas THEMIS. Dans cette étude, les auteurs montrent que la sélection 

du gène codant pour SHP-1 au stade DP ne rétablit pas le développement thymique dans les 

souris THEMIS-/- 242. En absence de SHP-1, l’activité phosphatase associée à THEMIS après 

immunoprécipitation reste à un niveau similaire à celle observée en conditions WT. Ceci est 

expliqué par les auteurs par un effet compensatoire de SHP-2 qui se lie de manière accrue à 

THEMIS en absence de SHP-1. D’autre part, un article étudiant les réponses des lymphocytes 

T CAR (Chimeric Antigen Receptor), montre une phosphorylation de la chaîne ζ du récepteur 

4-1BB en présence du complexe THEMIS-SHP-1, concordant avec l’hypothèse que THEMIS 

permet le recrutement de SHP-1 au complexe TCR et promeut ainsi son activité inhibitrice243. 

Ce modèle est en contradiction avec un autre modèle suggérant que THEMIS stimule la 

signalisation du TCR en inhibant l’activité phosphatase de SHP-1. Une étude montre que les 

modules CABIT de THEMIS se lient au domaine phosphatase de SHP-1 et régule négativement 

l’activité de sa cystéine catalytique. SHP-1 est oxydée dans les cellules stimulées par du 

pervanadate ou du peroxyde d’hydrogène. L’oxydation de la tyrosine catalytique de SHP-1 par 

les ROS (Reactive Oxygen Species) entraîne une diminution de l’activité phosphatase de SHP-

1. Cette forme oxydée diminue dans les lymphocytes T issus de souris THEMIS-/-traités au 

pervanadate ou avec de l’H2O2. Il est à noter que la phosphorylation des tyrosines Y564 et Y536 

diminue également en absence de THEMIS.  Les auteurs estiment que cette diminution est 

due à l’augmentation de l’activité phosphatase de SHP-1, qui provoque une auto-

dephosphorylation. En effet, à l’ajout de pervanadate, répresseur de l’activité phosphatase, il 

y a une augmentation de la phosphorylation de SHP-1 en présence comme en absence de 

THEMIS. De plus, dans des expériences de culture in vitro, le nombre de CD4+ diminué par 

l’absence de THEMIS augmente de nouveau à l’ajout d’un inhibiteur de SHP-1 (SSG). Le groupe 

de Paul Love a d’ailleurs montré que la délétion du gène codant pour SHP-1 au stade DN en 

utilisant deux modèles conditionnels distincts restaure le développement des thymocytes et 

le nombre de lymphocytes T périphériques. L’utilisation de souris reporter transgéniques Nur-
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77-GFP qui permet d’évaluer l’intensité des signaux TCR dans les lymphocytes T in vivo, 

indique que THEMIS stimule les signaux du TCR in vivo au cours de la sélection positive 244.  

La question se pose donc du rôle de THEMIS sur la signalisation. Lorsque les thymocytes sont 

stimulés par la Concanavaline A, soit une stimulation engendrant des ROS, la phosphorylation 

de ZAP-70 diminue en absence de THEMIS. Cet effet n’est pas observé dans des conditions de 

stimulation basée sur l’utilisation d’anticorps par anti-CD3. En revanche, l’absence de THEMIS 

entraîne une diminution de la phosphorylation de ZAP-70 et Lck dans des cellules stimulées 

par anticorps anti-CD3 en conditions de culture générant des ROS. ZAP-70 et Lck étant des 

cibles de SHP-1, les auteurs supposent que la capacité de THEMIS à bloquer SHP-1 est modulée 

par la présence de ROS. THEMIS pourrait agir plus spécifiquement sur le facteur d’échange 

VAV1 qui est un des partenaires majoritaires de THEMIS dans les thymocytes et les 

lymphocytes T périphériques. THEMIS stimule l’activité du facteur d’échange VAV1 dans les 

thymocytes. La phosphorylation de VAV1 sur ses tyrosines activatrices est diminuée en 

absence de THEMIS en conditions de stimulation du TCR. À l’inverse, chez des souris AND la 

surexpression de THEMIS engendre une augmentation du pourcentage de cellules SP CD4+ 

CD24low montrant une sélection positive plus efficace. La surexpression de THEMIS est capable 

de rétablir la phosphorylation de VAV1 et la sélection positive dans les thymocytes Grb2+/-. 

Cependant, cet effet n’est plus observé en absence de signaux provenant de la chaîne ζ du 

TCR, impliquant que THEMIS agit particulièrement sur la signalisation liée à Grb2 245,246. 

Enfin, in vivo, l’absence de THEMIS dans des souris immunisées par un peptide I-Eα induit une 

diminution des réponses antigéniques des lymphocytes Th1. Au contraire, THEMIS inhibe la 

production d’IFNγ de Th1 dans des cultures in vitro. Ces résultats suggèrent qu’en contexte in 

vivo, THEMIS pourrait avoir un rôle activateur des signaux du TCR en agissant sur un récepteur 

non engagé dans un contexte de culture in vitro 247. 

 

C. Rôle de THEMIS à la périphérie 

Les caractéristiques fonctionnelles de THEMIS ont d’abord été décrite dans le processus de 

développement thymique des lymphocytes T. Les travaux étudiant son rôle dans les 

lymphocytes matures sont plus récents. Certaines études portant sur des souris présentant 

une déficience germinale de THEMIS notent que l’absence de THEMIS dans les LT CD4+ 
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provoque en culture in vitro une diminution des capacités cellulaire, notamment la 

prolifération et le niveau d’expression du marqueur d’activation CD25. Le défaut de 

prolifération est de nouveau observé dans une expérience de transfert adoptif de 

lymphocytes T CD4+ dans des souris RAG-/-. Ces cellules ont également un métabolisme réduit 

en comparaison de cellules qui expriment THEMIS. L’expression du récepteur à l’insuline, ainsi 

que du transporteur de glucose GLUT1 sont réduites suite à la stimulation du TCR. L’expression 

du gène du récepteur à l’insuline est régulée par le facteur de transcription NFAT, dont 

l’expression est diminuée après stimulation du TCR dans les CD4+ en absence de THEMIS. 

L’absence de THEMIS provoque une augmentation de la quantité de glutamate et glutamine 

intracellulaire, impliquant une activité mitochondriale accrue, ainsi qu’une diminution de la 

phosphorylation de pS6, substrat de la kinase mTOR, et ainsi une diminution de cMyc 248. 

Cependant, les effets de l’absence de THEMIS dans cette étude pourraient être influencés par 

la lymphopénie induite par l’absence de THEMIS dans les thymocytes au cours du 

développement des lymphocytes T.  

D’autres travaux réalisés en utilisant des souris sélectivement déficientes pour THEMIS dans 

les lymphocytes T périphériques ne révèlent pas d’effet drastique de l’absence de THEMIS sur 

les fonctions de LT CD4+ naïfs après stimulation du TCR in vitro, que ce soit sur la prolifération 

ou sur la production de cytokine. À l’inverse, lors d’une culture de CD4+ polarisés en Th1, 

l’absence de THEMIS provoque une augmentation de la production d’IFNγ, suggérant un rôle 

inhibiteur de THEMIS sur la polarisation247. L’absence de THEMIS n’a pas d’effet sur la 

polarisation des lymphocytes T CD4+ naïfs vers les sous-population effectrices Th2 et Th17, 

suggérant un effet spécifique sur les réponses de type 1. Cet effet s’accompagne d’une 

augmentation sélective de l’expression de THEMIS dans les lymphocytes CD4 polarisés en 

conditions Th1. Il est aussi corrélé avec une augmentation de la phosphorylation de ERK 

observée en absence de THEMIS dont l’activité est nécessaire à la sécrétion d’IFNγ en 

condition de polarisation Th1 249.  

Cependant, lorsqu’il s’agit de cellules CD4+ pré-polarisées en Th1, l’absence de THEMIS au 

contraire induit une diminution de la production d’IFNγ.  Ces résultats sont corroborés par des 

études in vivo. Dans un modèle d’immunisation en présence de CFA, l’absence de THEMIS 

dans les lymphocytes T périphériques provoque une diminution du nombre de cellules T-bet+ 

et IFNγ+CD44high, impliquant plutôt un rôle stimulateur de THEMIS dans le développement des 

réponses de type 1 in vivo. La déficience conditionnelle en THEMIS dans les lymphocytes T 
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périphériques entraîne aussi une diminution de l’auto-immunité du système nerveux central 

dans le modèle d’EAE associé à une diminution de la pathogénicité des cellules spécifiques du 

peptide MOG35-55 (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) et de leur capacité à se différencier 

en cellules T-bet+ IFNγ+. Ces résultats impliquent que THEMIS stimule ou inhibe les signaux du 

TCR selon le contexte biologique et de l’état d’activation cellulaire. 

En plus de moduler l’activation des LT effecteurs, THEMIS est impliqué dans le maintien des 

LT naïfs. En effet, la délétion post-thymique du gène codant pour THEMIS induit une 

diminution du nombre de LT CD8+ en périphérie, mais pas de LT CD4+ 250. Le défaut 

conditionnel de THEMIS dans les LT périphériques mène à une diminution de la LIP lors d’un 

transfert adoptif de CD8+ OT1+ dans des souris RAG1-/-. Des résultats similaires sont obtenus 

lorsque les lymphocytes T CD8+ exprimant le TCR OT1 sont transférées dans des souris 

irradiées β2m-/-. Ces souris n’exprimant pas de CMHI, ceci suggère que le défaut de 

prolifération homéostatique observé en absence de THEMIS n’est pas lié uniquement à un 

défaut de signalisation du TCR 251. Lors de stimulation des cellules avec des peptides OVA, 

reconnus par le TCR OT1, de différentes affinités, l’absence de THEMIS réduit la prolifération 

en conditions de faible affinité, et cet effet n’est plus observé avec un peptide de plus haute 

affinité. Cette diminution de la prolifération s’explique par une réduction de l’activation d’Akt, 

de pS6, cMyc et Foxo1 en condition de stimulation par cytokines IL-7 et IL-12. THEMIS agit 

donc sur la prolifération spécifiquement en conditions mimant une prolifération 

homéostatique, en promouvant l’intégration des signaux en aval des récepteurs de cytokines, 

particulièrement la voie Akt. La LIP nécessite des signaux provenant de cytokines, ainsi que de 

signaux TCR faibles, provenant d’antigène de faible affinité. Les capacités prolifératives de 

lymphocytes T CD8+ naïfs sont réduites en absence de THEMIS dans des cultures contenant 

des combinaisons de cytokines tels que l’IL-7 et l’IL-12. Des résultats similaires sont obtenus 

lors de stimulation par de l’IL-2 ou de l’IL-15. L’absence de THEMIS provoque un défaut de 

prolifération, mais aussi une diminution de l’expression de CD44, CD25 et CD132 des 

marqueurs exprimés dans des conditions de prolifération homéostatiques. La déficience en 

THEMIS entraîne une diminution de la phosphorylation de Jak1, Jak3, STAT5 et une diminution 

de la voie Akt-mTOR dans des conditions de stimulation par de l’IL-2 et de l’IL-15. L’absence 

de THEMIS dans des cellules stimulées dans ces conditions affecte également les changements 

métaboliques, induisant un défaut d’assimilation du glucose. 
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Des analyses suggèrent que THEMIS stimule la signalisation des récepteurs à l’IL-2 et IL-15 en 

bloquant l’activité catalytique de la phosphatase SHP-1. La délétion du gène codant pour SHP-

1 restaure nombre de lymphocytes CD8+ dans les souris déficientes en THEMIS dans les 

lymphocytes périphériques. La déficience en SHP-1 restaure aussi une signalisation normale 

en réponse à l’IL-2 et IL-15 en absence de THEMIS induite par et des capacités de prolifération 

de ces CD8+ en stimulation IL-7 et IL-12, mais aussi IL-15. L’ensemble de ces travaux impliquent 

qu’à l’instar du contexte de développement thymique, THEMIS stimule la prolifération et le 

métabolisme cellulaire en conditions homéostatiques en bloquant la phosphatase SHP-1. 
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Objectif : Analyser les effets de THEMIS sur la signalisation 

inhibitrice de BTLA et PD-1 
 

THEMIS est une protéine exprimée au stade DP du développement thymique, essentielle pour 

la sélection positive des lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le thymus. Le rôle de THEMIS dans 

le développement thymique est cependant controversé. THEMIS agit sur la phosphatase SHP-

1 en bloquant son activité inhibitrice. Il a aussi été montré que THEMIS favorise les signaux 

issus de récepteurs aux cytokines lors du maintien des lymphocytes T CD8+ à la périphérie.  

BTLA et PD-1 sont deux Immune Checkpoints qui agissent recrutant des phosphatases à 

domaine SH2 sur leur queue cytoplasmique après leur engagement par leurs ligands 

respectifs. Les deux récepteurs ont une tendance à recruter préférentiellement l’une ou 

l’autre des phosphatases, SHP-1 pour BTLA, et SHP-2 pour PD-1.  

 

La question est donc de déterminer si THEMIS agit sur les phosphatases SHP-1 et SHP-2 dans 

le contexte de leur recrutement aux Immune Checkpoints BTLA et PD-1, et donc, si THEMIS 

est capable de bloquer les signaux inhibiteurs de ces récepteurs.  

 

Cette étude consiste ainsi à examiner les effets de THEMIS sur les capacités de BTLA et PD-1 à 

réprimer l’activation et la différenciation des lymphocytes T par des expériences in vitro en 

utilisant des souris déficientes pour THEMIS en périphérie, ou surexprimant THEMIS. 

Il s’agit ensuite de comprendre les mécanismes d’action de THEMIS sur la phosphatase SHP-1 

dans le contexte de son association à BTLA, et quelles répercussions THEMIS a sur les 

évènements de la signalisation du TCR. 

Cette étude vise ensuite à étudier les effets de THEMIS sur la signalisation de BTLA et PD-1 

dans le contexte physiologique du développement thymique, dans lequel THEMIS est 

essentiel. Enfin, nos travaux visent à déterminer les effets de THEMIS sur la capacité de BTLA 

à inhiber les signaux issus des récepteurs à l’IL-2 et l’IL-15 dans le contexte du maintien des 

lymphocytes T CD8+. 
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The current paradigm about the function of T cell immune checkpoints is that these 
receptors switch on inhibitory signals upon cognate ligand interaction. We here 
revisit this simple switch model and provide evidence that the T cell lineage protein 
THEMIS enhances the signaling threshold at which the immune checkpoint BTLA 
(B-  and T- lymphocyte attenuator) represses T cell responses. THEMIS is recruited 
to the cytoplasmic domain of BTLA and blocks its signaling capacity by promoting/
stabilizing the oxidation of the catalytic cysteine of the tyrosine phosphatase SHP- 1. In 
contrast, THEMIS has no detectable effect on signaling pathways regulated by PD- 1 
(Programmed cell death protein 1), which depend mainly on the tyrosine phosphatase 
SHP- 2. BTLA inhibitory signaling is tuned according to the THEMIS expression level, 
making CD8+ T cells more resistant to BTLA- mediated inhibition than CD4+ T cells. 
In the absence of THEMIS, the signaling capacity of BTLA is exacerbated, which results 
in the attenuation of signals driven by the T cell antigen receptor and by receptors for 
IL- 2 and IL- 15, consequently hampering thymocyte positive selection and peripheral 
CD8+ T cell maintenance. By characterizing the pivotal role of THEMIS in restricting 
the transmission of BTLA signals, our study suggests that immune checkpoint opera-
bility is conditioned by intracellular signal attenuators.

T cell | immune checkpoint | signaling | BTLA | THEMIS

T cells express a set of inhibitory receptors (designated immune checkpoints) which 
enhance the threshold of T cell responsiveness to antigens and attenuate the magnitude 
of T cell effector responses by negatively regulating signals elicited by the T cell antigen 
receptor (TCR) and costimulatory receptors (1, 2). Therapies based on immune checkpoint 
blockade have revolutionized the field of cancer immunotherapy resulting in durable 
remission in patients with tumors that previously were uniformly fatal. However, a high 
proportion of patients are resistant to checkpoint blockade treatments (3–5), although 
targeted receptors are expressed on tumor- infiltrating immune cells, suggesting that addi-
tional layers of regulation modulate the functional capacity of these receptors.

B-  and T- lymphocyte attenuator (BTLA) and Programmed cell death protein 1 (PD- 1) 
are structurally related immune checkpoints that regulate T cell homeostasis and effector 
responses at multiple stages (6–8). Stimulation of BTLA and PD- 1 by their natural ligands, 
Herpes virus entry mediator (HVEM) and Programmed death- ligand 1 (PD- L1) respectively, 
leads to the recruitment to their cytoplasmic tails of the protein tyrosine phosphatases (PTP) 
src homology- 2 (SH2) domain- containing phosphatase (SHP)- 1 and SHP- 2 that dephos-
phorylate and inactivate signaling proteins, downstream of the TCR and CD28 (9–12). Each 
receptor recruits both phosphatases with different stoichiometries, with BTLA interacting 
predominantly with SHP- 1 and PD- 1 interacting predominantly with SHP- 2 (10, 11). The 
T- lineage protein thymocyte- expressed molecule involved in Selection (THEMIS) has been 
identified as an inhibitor of the catalytic activity of SHP- 1 and to a lesser extent of SHP- 2 
(13). This action is mediated by globular domains on THEMIS, named cysteine- containing, 
all- beta in Themis (CABIT) modules (14), which bind to the PTP domain of SHP1/2 and 
promote oxidation of their catalytic cysteine by reactive oxygen species, resulting in inhibition 
of PTP activity (13, 15). Analysis of THEMIS- deficient mouse models revealed that THEMIS 
is critical for T cell development (14, 16, 17) and peripheral CD8+ T cell homeostasis (18). 
Although the in vivo defects associated with THEMIS deficiency are suggestive of reduced 
TCR signal intensity, most studies have failed to detect significant signaling defects caused 
by the loss of THEMIS following TCR cross- linking in vitro (14, 16, 17, 19). This indicates 
that THEMIS could operate in the context of other signaling receptors.

Here, we found that THEMIS enhances TCR signals by restraining the signaling capac-
ity of the inhibitory receptor BTLA. THEMIS is recruited to the cytoplasmic tail of BTLA 
together with the adapter protein GRB2 (Growth factor receptor- bound protein) and 
inactivates SHP- 1 by promoting/stabilizing the oxidation of its catalytic cysteine. In D
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contrast, THEMIS has no detectable regulatory effect on the 
PD- 1- SHP- 2 inhibitory axis. THEMIS operates as a rheostat, 
conferring on T cells the capacity to resist to BTLA- mediated 
inhibition according to its expression levels, which is variable 
across T cell subsets. This mechanism is critical for thymocyte 
development, enabling signals elicited by the TCR to reach the 
threshold of positive selection, and for the maintenance of naive 
CD8+ T cells, enhancing homeostatic signals driven by low- affinity 
TCR ligands and cytokines.

Results

The Inhibitory Function of BTLA Is Repressed by THEMIS in 

Peripheral T cells. We hypothesized that THEMIS could regulate 
the inhibitory functions of BTLA and PD- 1 and first focused 
our investigations on BTLA which interacts predominantly with 
SHP- 1 (11, 20), a major binding partner of THEMIS (21). The 
ability of THEMIS to modulate the inhibitory functions of BTLA 
was analyzed in vitro in T cells isolated from mice that harbor 
a conditional deletion of the Themis gene in peripheral T cells 
(Cd2- Cre+ Themis flox/flox, referred to as ThemisTKO mice) (22). We 
first stimulated naive CD4+ and CD8+ T cells from Cd2- Cre- 
neg Themis flox/flox (referred to as ThemisTWT) and ThemisTKO mice 
with variable amounts of plate- bound anti- CD3 antibodies in 
the presence of different concentrations of agonist antibodies 
against BTLA or isotype control antibody and compared the 
ability of BTLA to inhibit the proliferation of cells induced 
in response to TCR stimulation. In the presence of THEMIS, 
the costimulation of the TCR and BTLA mildly inhibited the 
proliferation of CD4+ T cells but had no detectable inhibitory 
effects on the percentages of proliferating CD8+ T cells (Fig. 1 A 
and B and SI Appendix, Fig. S1). The inhibitory effects of BTLA in 
CD4+ T cells increased with the amount of stimulatory antibody 
against BTLA, resulting in a 25% decrease of proliferation at the 
highest antibody doses (Fig. 1A and SI Appendix, Fig. S1). In the 
absence of THEMIS in similar conditions, the stimulation of 
BTLA together with the TCR decreased by 50% the percentage 
of cells that proliferated, indicating increased inhibitory capacity 
of BTLA (Fig. 1A and SI Appendix, Fig. S1). Most strikingly, the 
absence of THEMIS conferred on BTLA the capacity to inhibit 
CD8+ T cell proliferation, reaching 60% inhibition when cells 
were stimulated with a combination of low and high amounts 
of anti- TCR and anti- BTLA antibodies, respectively (Fig.  1B 
and SI Appendix, Fig. S1). Similar increase of BTLA inhibitory 
functions were observed in THEMIS- deficient CD8+ T cells when 
BTLA was stimulated with recombinant HVEM, indicating that 
this effect was conserved when BTLA was stimulated with its 
natural ligand (Fig. 1C). The loss of THEMIS had no detectable 
effect on BTLA surface expression upon antibody- mediated TCR 
and CD28 stimulation (SI Appendix, Fig. S2A), indicating that 
the increased ability of BTLA to inhibit T cell activation in the 
absence of THEMIS was not the consequence of higher BTLA 
surface expression.

The capacity of BTLA to inhibit the expression of activation 
markers and the production of cytokines induced upon TCR 
stimulation was also increased in ThemisTKO CD4+ and CD8+  
T cells in comparison to that in control ThemisTWT cells (Fig. 1D). 
We previously showed that the loss of THEMIS leads to an exac-
erbated production of IFNγ by CD4+ T cells stimulated in TH1 
polarizing conditions in the presence of anti- CD3 antibodies, 
whereas in vivo, THEMIS deficiency results in a decreased pro-
duction of IFNγ and expression of the transcription factor T- box 
Expressed in T cells (T- BET) in effector CD4+ T cells specific of 
self-  or foreign antigens (22). We hypothesized that this 

discrepancy could reflect the ability of THEMIS to modulate the 
signaling capacity of receptors which would not be engaged in a 
reductionist in vitro model exclusively based on TCR stimulation 
(22, 23). Thus, we examined whether THEMIS could stimulate 
the production of IFNγ and T- BET in TH1- polarized cells by 
repressing the ability of BTLA to inhibit those responses. In agree-
ment with our previous observation (22), the loss of THEMIS 
was associated with an enhanced production of IFNγ in CD4+ T 
cells stimulated in TH1 conditions with no detectable effect on 
T- BET expression (Fig. 1E and SI Appendix, Fig. S1). The prolif-
eration and the production of IFNγ, as well as the expression of 
the transcription factor T- BET, were mildly inhibited by BTLA 
in THEMIS- sufficient CD4+ T cells polarized in TH1 conditions 
but became strongly repressed upon BTLA stimulation in the 
absence of THEMIS (Fig. 1E), recapitulating in vitro the stimu-
latory effect of THEMIS on TH1 responses that was previously 
detected in vivo (22). Together, these results indicated that the 
loss of THEMIS increased the capacity of BTLA to inhibit the 
activation of CD4+ and CD8+ T cells and the differentiation of 
naive CD4+ T cells into TH1 cells.

We noticed that the capacity of BTLA to inhibit T cell activa-
tion was more pronounced in CD4+ T cells than in CD8+ T cells 
(Fig. 1 A and B). We hypothesized that this could result from the 
lower amount of THEMIS expressed in CD4+ T cells relatively 
to that in CD8+ T cells (SI Appendix, Fig. S2B and ref. 24). We 
thus analyzed whether enhancing the amount of THEMIS in 
CD4+ T cells, through transgenic expression (ThemisTg mice), 
could repress the inhibitory functions of BTLA. The expression 
level of THEMIS in CD4+ T cells from ThemisTg mice was 
increased by eightfold relatively to that in wild- type cells, far 
beyond the amount of THEMIS expressed in CD8+ T cells 
(SI Appendix, Fig. S2B). We then stimulated naive CD4+ T cells 
from ThemisWT and ThemisTg mice with a low amount of 
plate- bound anti- CD3 antibodies, which favored inhibition of 
CD4+ T cell responses upon BTLA stimulation (Fig. 1 A and F). 
The ability of BTLA to inhibit CD4+ T cell proliferation was 
blocked in the context of THEMIS transgenic expression (Fig. 1F). 
Confirming the stimulatory effect of THEMIS on TH1 responses, 
we also observed that the transgenic expression of THEMIS could 
block BTLA- mediated inhibition in TH1- polarized cells and 
restored proliferation and production of IFNγ to levels compara-
ble to those observed when the TCR was stimulated alone 
(Fig. 1G). THEMIS transgenic expression could also block 
BTLA- mediated inhibition of TH1 responses when cells were 
stimulated with recombinant HVEM (Fig. 1H). To determine 
whether THEMIS transgenic expression could repress the inhib-
itory effect of BTLA on CD4+ T cell expansion in vivo, we admin-
istrated BTLA agonist antibodies to ThemisWT and ThemisTg mice 
previously immunized with a peptide variant of the I- E α chain 
immunodominant peptide 52- 68 (EAWGALANKAVDKA, here-
after called the I- E α peptide), and followed antigen- specific 
CD4+ T cells by staining cells from the draining lymph nodes 
with the I- Eα–pMHCII tetramer. In ThemisWT mice, the percent-
ages of tetramer+ CD4+ T cells were decreased upon injection of 
BTLA agonist antibodies in comparison to that in the control 
PBS group, reflecting a decreased expansion of antigen- specific 
CD4+ T cells (Fig. 1I). In contrast, injection of BTLA agonist 
antibodies in ThemisTg mice had no detectable effects on the per-
centages of tetramer+ CD4+ T cells (Fig. 1I), indicating that 
THEMIS transgenic expression restrained the capacity of BTLA 
to inhibit the expansion of antigen- specific CD4+ T cells. 
Collectively, these results demonstrated that THEMIS enhances 
peripheral T cell responses by repressing the inhibitory function 
of BTLA in peripheral T cells.D
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Fig. 1.   THEMIS represses the inhibitory functions of BTLA in peripheral T cells. (A and B) Naive CD44- CD25-  CD4+ T cells (A) and CD8+ T cells (B) from ThemisTWT
 

and ThemisTKO mice were stained with CellTrace violet (CTV) and stimulated with the indicated doses of anti- CD3 and anti- CD28 antibodies in the presence of 
the indicated doses of plate- bound anti- BTLA antibodies or isotype control antibody for 72 h. Bar graphs represent the percentages of cells that divided at 
least one time as determined by flow cytometry at 72 h. Curves represent the percentages of inhibition of proliferation by BTLA in CD4+ and CD8+ T cells from 
ThemisTWT (black curves) and ThemisTKO (red curves) mice. Data are mean ± SEM and represent four to five independent experiments each including n = 3 mice per 
group. (C) Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies in the presence or not of 
plate- bound HVEM- Fc recombinant protein. Bar graphs represent the percentages of cells that proliferated. Dot graphs represent the percentage of inhibition 
of proliferation by BTLA in CD8+ T cells from ThemisTWT (black curves) and ThemisTKO (red curves) mice. (D) Naive CD44- CD25-  CD4+ T cells and CD8+ T cells from 
ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with anti- CD3 (6 to 8 µg/mL) and anti- CD28 antibodies in the presence of plate- bound anti- BTLA antibodies or 
isotype control antibody. Bar graphs represent the percentages of cells that are positive for CD69 and IFNγ staining as determined by flow cytometry at 24 and 72 
h respectively. Dot graphs represent the percentages of inhibition of each response by BTLA in CD4+ and CD8+ T cells from ThemisTWT (black dots) and ThemisTKO

 

(red dots) mice. Data are mean ± SEM and represent two to three independent experiments each including n = 3 mice per group. (E) Naive CD44- CD25-  CD4+  
T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies in the presence of plate- bound anti- BTLA antibodies or isotype 
control in TH1 polarizing cell- culture medium for 72 h. Bar graphs represent the percentages of cells that proliferated and that are positive for IFNγ and T- BET 
as determined by flow cytometry. Dot graphs represent the percentages of inhibition of each response by BTLA in CD4+ T cells from ThemisTWT (black dots) and 
ThemisTKO (red dots) mice. Data are mean ± SEM and represent three independent experiments each including n = 3 to 4 mice per group. (F and G) Naive CD44- 

CD25-  CD4+ T cells from ThemisWT and ThemisTg mice were stained with CTV and stimulated with anti- CD3 (2 µg/mL) and anti- CD28 antibodies in the presence 
of plate- bound anti- BTLA antibodies or isotype control antibody in TH0 (F) or TH1 (G) polarizing cell- culture medium. Bar graphs represent the percentages of 
cells that proliferated and produced TNFα or IFNγ as determined by flow cytometry at 72 h. Data are mean ± SEM and represent two to three independent 
experiments each including n = 3 mice per group. (H) Naive CD44- CD25-  CD4+ T cells from ThemisWT and ThemisTg mice were stimulated as in (G) in the presence of 
recombinant HVEM instead of anti- BTLA agonist antibodies. Bar graphs represent the percentages of cells that proliferated and produced IFNγ as determined by 
flow cytometry at 72 h. Dot graphs represent the percentages of inhibition of each response by BTLA in CD4+ from ThemisWT (black dots) and ThemisTg (blue dots) 
mice. Data are mean ± SEM and represent the experiment including n = 3 mice per group. (I) ThemisWT and ThemisTg mice were immunized subcutaneously with 
I- Eα peptide in CFA. Anti- BTLA antibodies or PBS were injected intravenously (200 µg/mouse) at the day of immunization and at days 3 and 6 postimmunization. 
Draining lymph nodes were collected after 9 d, and the isolated cells were stained with I- Eα- conjugated MHC tetramers. Bar graphs represent the percentages 
of tetramer+CD44+CD4+ T cells among CD4+ T cells as determined by flow cytometry. Data are mean ± SEM and represent four independent experiments each 
including n = 4 to 5 mice per group. Data were analyzed by the unpaired two- tailed Mann–Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.D
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THEMIS Enhances TCR Signaling by Regulating the Oxidation of 

SHP- 1 Bound to BTLA. We next investigated whether THEMIS 
could restrict the capacity of BTLA to regulate signals triggered 
by the TCR. To address this question, we stimulated CD4+ and 

CD8+ T cells from ThemisTWT, ThemisTKO, and ThemisTg mice 
with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 2 d, to induce 
BTLA surface expression, and rested the cells in interleukine 
(IL)- 2- containing medium, prior stimulation with anti- CD3 
antibodies in the presence or not of anti- BTLA antibodies. We 
first analyzed whether the absence of THEMIS would enable 
BTLA to repress TCR signals in CD8+ T cells since they were 
more refractory to BTLA- mediated inhibition than CD4+ T cells. 
The phosphorylation of Zeta- chain- associated protein kinase 70 
(ZAP- 70) and Extracellular signal- regulated kinases (ERK) - 1 and 
- 2 were induced upon TCR cross- linking but were not detectably 
attenuated by BTLA costimulation in ThemisTWT CD8+ T cells 
(Fig.  2A). In contrast, ZAP- 70 and ERK1/2 phosphorylation 
became susceptible to BTLA- mediated inhibition when cells 

were stimulated in similar conditions in the absence of THEMIS 
(Fig. 2A). We next evaluated whether the transgenic expression 
of THEMIS could repress BTLA- dependent inhibitory signals in 
CD4+ T cells, which were more amenable than CD8+ T cells to 
BTLA- mediated inhibition. Confirming previous reports (21), the 
amount of phosphorylated ERK induced after TCR cross- linking 
was lower in ThemisTg CD4+ T cells compared to that in ThemisWT 
cells (Fig. 2B), possibly because THEMIS mildly inhibits SHP- 
2 PTP’s activity, which is required for ERK1/2 activation (25, 
26). The phosphorylation of ZAP- 70 and ERK1/2 was decreased 
upon BTLA stimulation in wild- type CD4+ T cells but became 
resistant to BTLA- mediated inhibition in CD4+ T cells expressing 
THEMIS transgene (Fig. 2B). Together, these results indicated 
that THEMIS promoted TCR signaling by repressing BTLA- 
mediated negative regulation.

We next examined the mechanism by which THEMIS represses 
BTLA- mediated signaling. BTLA stimulation by its ligand leads 
to the recruitment of the adapter protein GRB2 to its cytoplasmic 

A C

B D

E F

Fig. 2.   THEMIS stimulates TCR signaling by enhancing the oxidation of the SHP- 1 catalytic cysteine on BTLA. (A and B) The TCR and BTLA were cross- linked on 
pre- expanded CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice (A) and on pre- expanded CD4+ T cells from ThemisWT and ThemisTg mice (B) for the indicated times. 
Total cytoplasmic extracts of the cells were then analyzed by western blotting with antibodies against phosphorylated forms of ZAP- 70 (Tyr315) and ERK1/2 
(Thr202/Tyr204). Graphs represent the percentages of inhibition by BTLA of ERK and ZAP- 70 phosphorylation after 3 min of stimulation. The percentages of 
inhibition were calculated in each experiment from the relative abundances of the indicated phosphorylated proteins determined by calculating the ratios of 
the intensities of the bands corresponding to the indicated phosphorylated proteins to those corresponding to GAPDH, the loading control. Paired black and 
red dots represent 3 to 4 independent experiments. (C) Pre- expanded CD8+ T cells were stimulated with pervanadate for 5 min. Samples were then subjected 
to immunoprecipitation (IP) with antibodies specific for BTLA or isotype control and then analyzed by western blotting with antibodies specific for the indicated 
proteins. WCL, whole cell lysate. (D) Pre- expanded CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with pervanadate for 5 min. Samples were 
then subjected to IP with antibodies specific for BTLA and then analyzed by western blotting with antibodies specific for the indicated proteins. The graph 
represents the ratios of the intensities of the bands corresponding to the oxidized form of SHP- 1 to those corresponding to SHP- 1. Paired dots represent three 
independent experiments. (E) Pre- expanded CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with pervanadate at the indicated doses for 5 min. 
Samples were then subjected to IP with antibodies specific for SHP- 1 and then analyzed by western blotting with antibodies specific for the indicated proteins. 
The graph represents the ratios of the intensities of the bands corresponding to the oxidized form of SHP- 1 to those corresponding to SHP- 1. (F) Pre- expanded 
CD8+ T cells from BtlaWT (BWT) and BtlaKO (BKO) mice were stimulated with H2O2 for 5 min. Samples were then subjected to IP with antibodies specific for SHP- 

1 and then analyzed by western blotting with antibodies specific for the indicated proteins. The graph represents the ratios of the intensities of the bands 
corresponding to the oxidized form of SHP- 1 to those corresponding to SHP- 1. Paired dots represent three independent experiments. Data were analyzed by 
paired two- tailed Mann–Whitney t test. *P < 0.05.D
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tail, which contains a tyrosine- based YxN sequence typical of 
GRB2- binding motif (27). Quantitative mass- spectrometry stud-
ies indicate that GRB2 is the major binding partner of THEMIS 
in thymocytes (21) and peripheral T cells (28), suggesting that 
THEMIS could interact with BTLA though GRB2. Accordingly, 
THEMIS, GRB2 and SHP- 1 were precipitated together with 
BTLA in expanded CD8+ T cells stimulated with pervanadate, a 
pan–tyrosine phosphatase inhibitor (Fig. 2C). The amount of 
SHP- 1 that precipitated together with BTLA was not significantly 
modified in ThemisTKO CD8+ T cells, indicating that THEMIS 
does not operate by repressing SHP- 1 interaction with BTLA 
(Fig. 2D). Recent studies demonstrated that GRB2 facilitates 
THEMIS- mediated inactivation of SHP- 1 (29), leading us to 
hypothesize that the SHP- 1 recruited to BTLA could be inacti-
vated by THEMIS. To address this possibility, we analyzed the 
amount of oxidized (inactivated) SHP- 1 bound to BTLA upon 
treatment of expanded CD8+ T cells with pervanadate, which 
irreversibly oxidizes PTP active- site cysteine residues to the sul-
fonic acid (S- O3H) form (30). Oxidized SHP- 1 was detected by 
immunoblot analysis with a monoclonal antibody specific for 
sulfonylated PTP active- site cysteines (31). The amount of oxi-
dized SHP- 1 that precipitated together with BTLA was enhanced 
in the presence of THEMIS (Fig. 2D). In contrast, the amount 
of total cellular oxidized SHP- 1 was not significantly increased in 
ThemisTWT CD8+ T cells compared to ThemisTKO CD8+ T cells 
(Fig. 2E), indicating that THEMIS regulates SHP- 1’s catalytic 
cysteine when both proteins assembled together on BTLA cyto-
plasmic tail. Supporting this possibility, the amount of oxidized 
SHP- 1 was decreased in BtlaKO CD8+ T cells as compared to that 
in wild- type cells following treatment with H2O2, which induces 
SHP- 1 oxidation (Fig. 2F). Together, these results indicated that 
THEMIS inactivates SHP- 1 upon its recruitment to BTLA.

Restriction of BTLA Inhibitory Function by THEMIS Enhances 

Thymocyte Positive Selection. BTLA expression is induced during 
T cell development at the stage of thymocyte positive selection 
(32), yet mice deficient for BTLA do not show significant defects 
of T cell development (9), suggesting that BTLA might be partially 
inoperative in this context. Of note, mice bearing a germline 
deletion in the Themis gene (ThemisKO) exhibit a severe defect 
of thymocyte positive selection, characterized by partial block 
of T cell development at the transition stage from CD4+CD8+ 
thymocytes [referred to as double- positive (DP) thymocytes] to 
CD4+CD8-  and CD4- CD8+ thymocytes [referred to as single- 
positive (SP) thymocytes]. This defect is associated with an 
attenuation of TCR signaling (16, 21) and could be alleviated 
by deleting the gene encoding for SHP- 1 (13, 33), suggesting 
that attenuation of BTLA- mediated signaling by THEMIS could 
be required for enabling TCR signals to reach the threshold of 
positive selection.

To address this possibility, we first analyzed BTLA surface expres-
sion on thymocyte subsets from mice expressing or not the αβ- TCR 
transgene (OT- 1) restricted to the class- I MHC. BTLA was not 
detected on preselection DP CD69-  thymocytes but was expressed 
on DP CD69+, at early stages of positive selection, and increased 
further in expression on postselection CD69+CD4+ and CD8+ SP 
thymocytes (SI Appendix, Fig. S3A), confirming previous observa-
tions (32). HVEM was also expressed on cortical thymic epithelial 
cells (TECs) and to a lesser extent on medullary TECs, which are 
involved in self- antigen presentation to thymocytes in the context 
of positive and negative selection, respectively (SI Appendix, 
Fig. S3B). To determine whether the developmental block in 
ThemisKO mice could result from increased BTLA- mediated inhi-
bition of TCR signaling, we crossed mice bearing a germline 

deletion of Themis (ThemisKO) with BtlaKO mice to generate mice 
deficient for both THEMIS and BTLA (ThemisKOBtlaKO). 
Thymocytes from ThemisKOBtlaWT control mice exhibited normal 
maturation up to the DP stage but a marked reduction in the num-
bers of CD4+ and, to a lesser extent, of CD8+ SP thymocytes and 
peripheral T cells (Fig. 3A). The deletion of Btla rescued the devel-
opmental block, as evinced by the significantly greater frequency 
and number of CD4+ and CD8+ SP thymocytes and peripheral T 
cells in ThemisKOBtlaKO mice which reached the values observed in 
control ThemisWTBtlaWT mice (Fig. 3A). The percentages of TCRhi 
and the numbers of mature CD24low SP thymocytes, which are 
decreased in ThemisKOBtlaWT mice, were also restored in 
ThemisKOBtlaKO mice to values comparable to those observed in 
ThemisWTBtlaWT mice (SI Appendix, Fig. S4 A and B). As reported 
previously (16), the surface expression of CD5, which is corre-
lated with the strength of TCR signals (34), was decreased on 
imma ture TCR+CD62Llow CD4+ and CD8+ SP thymocytes 
from ThemisKOBtlaWT mice (SI Appendix, Fig.S4C). The deletion 
of Btla in ThemisKO mice restored CD5 surface expression on these 
cells to levels comparable to those observed in ThemisWTBtlaWT mice 
(SI Appendix, Fig. S4C), indicating that the defect of TCR signaling 
in THEMIS- deficient thymocytes is caused by BTLA- dependent 
inhibitory signals. T cell development was also analyzed in 
ThemisKOBtlaKO mice expressing the αβ- TCR transgene OT- 1, 
which drives positive selection signals leading to CD8+ SP thymo-
cyte development (35). The numbers and percentages of Vα2+CD8+ 
SP thymocytes, which represent CD8+ thymocytes expressing the 
OT- 1 TCR, were strongly reduced in ThemisKOBtlaWT mice, similar 
to what has been described previously (17), but were increased  
in ThemisKOBtlaKO mice to similar values as that observed in 
ThemisWTBtlaWT mice (Fig. 3B). Collectively, these results demon-
strate that the attenuation of BTLA- mediated signaling by THEMIS 
is required for optimal T cell development.

PD- 1 Operates Independently of THEMIS in Thymocytes and 

Peripheral T cells. We then evaluated whether the inhibitory 
potential of PD- 1, which relies predominantly on SHP- 2 (10), 
could also be attenuated by THEMIS. The deletion of Themis had 
no detectable effect on PD- 1 surface level after TCR stimulation 
(SI Appendix, Fig. S2A). Naive CD8+ T cells from ThemisTWT, 
ThemisTKO, and ThemisTg mice were stimulated with anti- CD3 
antibodies in the presence or not of different amounts of PD- L1- 
Fc recombinant proteins or isotype control antibody. Stimulation 
of PD- 1 moderately inhibited the proliferation of CD8+ T and 
only at the highest dose of plate- bound PD- L1 (Fig.  4A). In 
contrast to what we previously observed upon BTLA engagement, 
the deletion of THEMIS did not enhance the ability of PD- 1 to 
inhibit CD8+ T cell proliferation (Fig. 4A). Stimulation of PD- 1 
also inhibited similarly the production of cytokines in ThemisTWT 
and ThemisTKO CD8+ T cells (SI  Appendix, Fig.  S5A). The 
transgenic expression of THEMIS, which increases the abundance 
of THEMIS by about fourfold in CD8+ T cells (SI Appendix, 
Fig. S2B), also did not significantly attenuate the inhibitory effects 
of PD- 1 on proliferation and cytokine secretion (Fig.  4B and 
SI Appendix, Fig. S5B). Taken together, these results indicated that 
modulating THEMIS expression does not modify the capacity of 
PD- 1 to inhibit peripheral T cell responses.

Since PD- 1 was reported to negatively regulate thymocyte pos-
itive selection (36), we also analyzed T cell development in mice 
deficient for both THEMIS and PD- 1 (ThemisKOPdcd1KO). In 
contrast to what we observed in ThemisKOBtlaKO mice, the deletion 
of Pdcd1 in ThemisKO mice did not increase the percentages and 
numbers of CD4+ SP thymocytes and peripheral T cells (Fig. 4C). 
The percentages and numbers of CD8+ SP thymocytes, including D
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mature TCR+CD62Llow CD8+ SP thymocytes, were increased in 
ThemisKOPdcd1KO mice to nearly reach the values observed in 
ThemisWTPdcd1WT mice (Fig. 4C and SI Appendix, Fig. S4A). The 
deletion of Pdcd1 mildly increased the surface expression of  
CD5 on ThemisKO thymocytes which remained far below the  
levels observed in ThemisWTPdcd1WT mice (SI Appendix, Fig. S4C). 
Together, these data indicated that the deletion of Pdcd1 did not 
correct the defect of CD4+ T cell development and TCR signaling 
in THEMIS- deficient thymocytes but could elicit CD8+ T cell 
development, possibly by mildly increasing the intensity of TCR 
signals. In peripheral lymphoid organs, the percentages and num-
bers of CD8+ T cells in ThemisKOPdcd1KO mice remained similar 
to that in ThemisKOPdcd1WT mice (Fig. 4C), showing that the loss 
of PD- 1 incompletely rescued the defects affecting CD8+ T cells 
in ThemisKO mice. Collectively, these results suggested that the 
defect of T cell development in ThemisKO mice does not result 
from exacerbated PD- 1- dependent inhibitory signals.

Restriction of BTLA Inhibitory Function by THEMIS Promotes 

the Homeostatic Maintenance of Naive CD8+ T cells. BTLA 
is expressed at low levels on naive CD8+ T cells and regulates 
their homeostasis, as revealed by the ability of BTLA to restrain 
proliferation of naive CD8+ T cells upon transfer into lymphocyte- 
deficient host (37). Mice containing a postthymic deletion of 
Themis in peripheral T cells have reduced numbers of naive CD8+ 
T cells in peripheral lymphoid organs (18, 21). Themis postthymic 
deletion also decreases the potential of naive CD8+ T cells to 
proliferate into lymphocyte- deficient hosts (18), suggesting that 
the restriction of BTLA signaling by THEMIS could enhance the 

maintenance of CD8+ T cells. To address this possibility, we crossed 
postthymic THEMIS- deficient mice (ThemisTKO) with BtlaKO mice 
to evaluate whether the functional inactivation of BTLA could 
rescue the defect of CD8+ T cell homeostasis associated with 
the loss of THEMIS. As already established (18), numbers of 
peripheral CD8+ T cells were reduced in ThemisTKOBtlaWT mice 
in comparison to that in control ThemisTWTBtlaWT mice, whereas 
numbers of CD4+ T cells remained unchanged (Fig. 5A). The 
deletion of Btla in THEMIS- sufficient mice did not significantly 
modify the numbers of CD4+ and CD8+ T cells (Fig.  5A). 
However, numbers of CD8+ T cells in ThemisTKOBtlaKO mice were 
restored to values comparable to those in ThemisTWTBtlaWT mice, 
indicating that the invalidation of BTLA rescued the defect of 
CD8+ T cell maintenance in ThemisTKO mice (Fig. 5A). To address 
whether THEMIS stimulates lymphopenia- induced proliferation 
of CD8+ T cells by repressing BTLA, we transferred CellTrace 
Violet (CTV) stained CD45.1+ CD8+ T cells from ThemisTKOor 
ThemisTKOBtlaKO mice mixed in a 1:1 ratio with CTV- stained 
CD45.2+ CD8+ T cells from C57BL/6 mice into RagKO

γcKO host 
mice which lack T, B, and NK cells (Fig. 5B). The percentage 
of ThemisTKO CD8+T cells that proliferated were reduced in 
comparison to those in THEMIS expressing CD8+ T cells (Fig. 5 
C and D). As opposed to CD8+ T cells from wild- type mice, 
which were normally maintained, the percentages of CD45.1+ 
cells from ThemisTKO mice recovered in the spleen were decreased 
to 20% (Fig. 5E). The deletion of BTLA in the THEMIS- deficient 
background increased the proportions of CD8+ T cells recovered 
in the spleen to 40% (Fig. 5E) and restored proliferative responses 
(Fig. 5 C and D), which were comparable to those observed in 

A

B

Fig. 3.   Deletion of BTLA restores thymocyte positive selection in ThemisKO mice. (A) Dot plots show CD4 versus CD8 surface staining on thymocytes from 
ThemisWTBtlaWT, ThemisKOBtlaWT, ThemisWTBtlaKO, and ThemisKOBtlaKO mice. Bars graphs represent the numbers of CD4+ and CD8+ thymocytes and lymph nodes 
T cells from mice of the indicated genotype. Data are mean ± SEM and represent a pool of five independent experiments each including n = 1 to 2 mice per 
group. (B) Dot plots show CD4 versus CD8 surface staining on Vα2+ thymocytes and total peripheral T cells from ThemisWTBtlaWT, ThemisKOBtlaWT, ThemisWTBtlaKO, 
and ThemisKOBtlaKO mice expressing the transgenic TCR OT- 1. Bars graphs represent the numbers and percentages of Vα2+ CD8+ thymocytes and lymph nodes 
T cells from mice of the indicated genotype. Data are mean ± SEM and represent a pool of two independent experiments each including n = 1 to 2 mice per 
group. Data were analyzed by the unpaired two- tailed Mann–Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.
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wild- type cells. Together, these results demonstrated that the 
attenuation of BTLA signaling by THEMIS is required for the 
optimal maintenance of a naive CD8+ T cell pool.

Homeostatic expansion of CD8+ T cells depends on the inter-
action of the TCR with low- affinity ligands and on signals driven 
by cytokines such as IL- 7 (38). To better characterize the mecha-
nism by which BTLA regulates the homeostatic expansion of 
CD8+ T cells and evaluate the effect of THEMIS on this process, 
we stimulated naive CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO 
mice with suboptimal doses of plate- bound anti- CD3 antibodies 
together with IL- 7. In this model, stimulation of the TCR induced 
slow proliferative responses which could be detected after 14 d of 

culture and only when the TCR was engaged in the presence  
of IL- 7 (Fig. 5F). The stimulation of BTLA on ThemisTWT CD8+ 
T cells had no detectable effects on the proliferation and on the 
expression of the activation marker CD44 which is induced fol-
lowing homeostatic expansion (39) (Fig. 5F). In contrast, prolif-
eration and CD44 expression were strongly attenuated when 
BTLA was stimulated on ThemisTKO CD8+ T cells (Fig. 5F), show-
ing that BTLA could inhibit proliferation induced by weak TCR 
signals when THEMIS- deficient CD8+ T cells were cultured with 
IL- 7.

It has been suggested that THEMIS could enhance the home-
ostatic expansion of CD8+ T cells by positively regulating signals 

A B

C

Fig. 4.   THEMIS does not regulate the inhibitory functions of PD- 1 in peripheral T cells and thymocytes. (A) Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells from ThemisTWT and 
ThemisTKO mice were stained with CTV and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies in the presence of the indicated doses of plate- bound recombinant 
PD- L1- Fc proteins or isotype control antibody. Bar graphs represent the percentages of cells that proliferated as determined by flow cytometry at 72 h. Curve 
graphs represent the percentages of inhibition of proliferation by PD- 1 in CD8+ T cells from ThemisTWT (black curves) and ThemisTKO (red curves) mice. Data are 
mean ± SEM and represent two independent experiments each including n = 3 mice per group. (B) Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells from ThemisWT and ThemisTg mice 
were stained with CTV and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies in the presence of plate- bound recombinant PD- L1- Fc proteins or isotype control 
antibody. Bar graphs represent the percentages of cells that proliferated and produced IFNγ as determined by flow cytometry at 72 h. Dot graphs represent the 
percentages of inhibition of each response by PD- 1 in CD4+ T cells from ThemisWT (black dots) and ThemisTg (blue dots) mice. Data are mean ± SEM and represent 
two independent experiments each including n = 3 mice per group. (C) Dot plots show CD4 versus CD8 surface staining on thymocytes from ThemisWTPdcd1WT, 
ThemisKOPdcd1WT, ThemisWTPdcd1KO, and ThemisKOPdcd1KO mice. Bars graphs represent the numbers of CD4+ and CD8+ thymocytes and lymph nodes T cells from 
mice of the indicated genotype. Data are mean ± SEM and represent a pool of three independent experiments each including n = 2 to 3 mice per group. Data 
were analyzed by the unpaired two- tailed Mann–Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.
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driven by IL- 2 and IL- 15 in the absence of additional TCR costim-
ulation (40). The ability of naive CD8+ T cells to proliferate 
in vitro in response to these cytokines is decreased in the absence 
of THEMIS and is restored in THEMIS- deficient cells upon dele-
tion of the gene encoding SHP- 1 (40). We thus hypothesized  
that BTLA might also have the capacity to inhibit proliferation 
induced by IL- 2 and IL- 15 and that the proliferative defects of 
THEMIS- deficient CD8+ T cells might be the consequence  
of an increased signaling activity of BTLA. To address this possi-
bility, we stimulated naive CD62LhiCD44low CD8+ T cells  

from ThemisTWTBtlaWT, ThemisTKOBtlaWT, ThemisTWTBtlaKO, and 
ThemisTKOBtlaKO mice with IL- 2 and IL- 15 and analyzed their 
proliferative responses after 7 d of stimulation. Confirming pre-
vious findings, we observed that ThemisTKOBtlaWT CD8+ T cells 
proliferated less than ThemisTWTBtlaWT CD8+ T cells in response 
to IL- 2 and IL- 15 (Fig. 5 G and H). Noticeably, the deletion of 
BTLA in THEMIS- sufficient CD8+ T cells increased their capac-
ity to proliferate in response to those cytokines, indicating that 
BTLA inhibited proliferation induced by IL- 2-  and IL- 15 without 
exogenous agonistic stimulation (Fig. 5 G and H). HVEM was 

A F

B

C G

D E H

Fig. 5.   Deletion of BTLA restores TCR-  and cytokine- driven peripheral CD8+ T cell maintenance in ThemisTKO mice. (A) Bar graphs represent the numbers of 
CD4+ and CD8+ T cells from ThemisTWTBtlaWT, ThemisTWTBtlaKO, ThemisTKOBtlaWT, and ThemisTKOBtlaKO mice. Data are mean ± SEM and represent six independent 
experiments each including n = 1 to 2 mice per group. (B) Scheme representing the experimental setting for data shown in (C–E). Naive CD45.2+CD8+ T cells 
from C57BL/6 mice and naive CD45.1+CD8+ T cells from ThemisTKO or ThemisTKOBtlaKO mice were stained with CTV and mixed in a 1:1 ratio prior transfer into 
RagKO

γc
KO mice. Spleens were collected at day 4 after transfer, and the isolated cells were analyzed by flow cytometry. (C) The histogram graphs show the CTV 

dilution in C57BL/6, ThemisTKO, and ThemisTKOBtlaKO CD8+ T cells isolated from RagKO
γc

KO mice. (D) Bar graphs represent the percentages of cells that divided at least 
one time or that divided more than three times as represented by the gate in the CTV dilution histogram graph in (C). Data are mean ± SEM and represent two 
independent experiments each including n = 3 mice per group. (E) Bar graphs represent the percentages of ThemisTKO and ThemisTKOBtlaKO CD45.1+ T cells among 
CD8+ T cells recovered in the spleen of RagKO

γc
KO mice at day 4 after cotransfer. Data are mean ± SEM and represent two independent experiments each including 

n = 3 mice per group. (F) Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stained with CTV and stimulated for 14 d with anti- CD3 (1 µg/
mL) and anti- CD28 antibodies in the presence of plate- bound anti- BTLA or isotype control antibodies in cell- culture medium containing or not IL- 7. Bar graphs 
represent the percentages of cells that divided at least one time and the surface expression of CD44 as determined by flow cytometry after 14 d of culture. Dot 
graphs represent the percentages of inhibition of proliferation and CD44 surface expression by BTLA in CD8+ T cells from ThemisTWT (black dots) and ThemisTKO

 

(red dots) mice. Data are mean ± SEM and represent three independent experiments each including n = 3 mice per group. (G) Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells 
from ThemisTWTBtlaWT, ThemisTKOBtlaWT, ThemisTWTBtlaKO, and ThemisTKOBtlaKO mice were stained with CTV and cultured for 7 d in cell- culture medium containing 
IL- 15. The histogram graphs show the CTV dilution in CD8+ T cells from the indicated genotypes. (H) Bar graphs represent the percentages of CD8+ T cells from 
the indicated genotypes that divided at least one time after 7 d of culture with IL- 2 or IL- 15. Data are mean ± SEM and represent two independent experiments 
each including n = 3 mice per group. Data were analyzed by the unpaired two- tailed Mann–Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.
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expressed on ThemisTWTBtlaWT and ThemisTWTBtlaKO CD8+ T cells 
during expansion (SI Appendix, Fig. S6A), suggesting that BTLA 
inhibits cytokine- mediated proliferation by engaging HVEM 
through cis-  or trans- interaction on CD8+ T cells. The increased 
expansion of ThemisTWTBtlaKO CD8+ T cells was not caused by 
an inappropriate enrichment of memory CD44hiCD62Llow CD8+ 
T cells (SI Appendix, Fig. S6 B and C), which are more responsive 
to IL- 15 (41). Confirming previous studies, the deletion of BTLA 
had no detectable effect on proliferation, when naive CD8+ T 
cells were stimulated with plate- bound anti- CD3 antibodies 
(SI Appendix, Fig. S6D). Most importantly, the absence of 
THEMIS in BTLA- deficient background did not decrease the 
ability of cells to proliferate in contrast to what we observed in 
cells expressing BTLA, indicating that THEMIS enhances IL- 2-  
and IL- 15- driven proliferation by restraining the signaling capac-
ity of BTLA (Fig. 5 G and H). Collectively, these data indicated 
that THEMIS facilitated the homeostatic expansion of naive 
CD8+ T cells by repressing the capacity of BTLA to inhibit signals 
driven by the TCR and by cytokines such as IL- 2 and IL- 15.

Discussion

Immune checkpoints are required to raise the threshold of T cell 
activation and differentiation and reduce T cell responsiveness to 
self- antigens which could cause autoimmunity. However, it is 
unclear how TCR signals elicited by self- ligands escape from 
immune checkpoint- mediated inhibitory signals in the context of 
thymocyte positive selection and peripheral T cell maintenance. 
Here we have shown that a critical function of THEMIS is to 
enhance TCR signals required for positive selection and peripheral 
CD8+ T cell homeostasis by repressing the inhibitory signaling 
capacity of BTLA. THEMIS is recruited to BTLA together with 
GRB2, which interacts directly with the cytoplasmic tail of BTLA 
(27), and the tyrosine phosphatase SHP- 1. The association of 
THEMIS with SHP- 1 enhances or stabilizes the oxidation of the 
catalytic cysteine of SHP- 1, leading to inhibition of its phos-
phatase activity (42).

Whether THEMIS operates as a positive or negative regulator 
of TCR signaling has been extensively debated (15, 23, 43). The 
phenotype of THEMIS- deficient mice (14, 16, 17, 22) and studies 
based on TCR signaling reporter mice (21) support mostly a stim-
ulatory effect of THEMIS on TCR signaling in vivo. However, 
TCR stimulation on DP thymocytes by cognate pMHC tetramers 
(44) and on peripheral CD4+ T cells polarized in TH1 conditions 
by anti- CD3 antibodies (22) suggest that THEMIS inhibits TCR 
signaling when the TCR is stimulated in vitro independently of 
additional costimuli. One possible explanation for this apparent 
discrepancy could rely on the different contributions of SHP- 1 
and SHP- 2 to the regulation of TCR signaling. Analysis based on 
SHP- 1- deficient mice suggests that SHP- 1 has a relatively mild 
impact on T cell responses in vitro upon TCR cross- linking (45–
47). This correlates with recent mass- spectrometry results which 
fail to detect any robust interaction of SHP- 1 with TCR signaling 
proteins following TCR stimulation with anti- CD3 antibodies 
(28). This suggests that SHP- 1 might function more effectively 
in feedback loops triggered by inhibitory receptors, such as BTLA, 
which might enrich SHP- 1 in proximity of TCR signaling com-
plexes. A consequence of such mechanisms could be that although 
THEMIS inhibits SHP- 1 predominantly over SHP- 2, the func-
tional consequence of inhibiting SHP- 2 might predominate over 
that of inhibiting SHP- 1 in the absence of coinhibitory receptor 
stimulation. In contrast to SHP- 1, which is mostly characterized 
as a negative regulator of TCR signaling, SHP- 2 has been assigned 
more complex functions and was reported to have a positive 

regulatory role on ERK1/2 activity upon pre- TCR or TCR 
cross- linking (25, 48). Therefore, the inhibitory effect of THEMIS 
on TCR signaling, which results more selectively in ERK1/2 inhi-
bition (21, 22), could be the consequence of its effect on SHP- 2. 
Thus, THEMIS might affect T cell responses differently according 
to whether BTLA is engaged or not with the TCR. Supporting 
this possibility, THEMIS was reported to repress CD8+ T cell 
differentiation into effector cells upon lymphocytic choriomen-
ingitis viruses infection (49), which is associated with the down-
regulation of HVEM surface expression on T cells and decreased 
BTLA- mediated inhibition of antiviral T cell responses (50).

Another controversy relative to the function of THEMIS per-
tains to its effect on SHP- 1’s PTP activity. Although it is generally 
accepted that THEMIS regulates thymocytes and T cells by mod-
ulating SHP- 1’s PTP activity, studies from different groups 
reported nearly opposite effects. Studies from Paul Love’s lab sug-
gested that THEMIS enhances TCR signaling and positive selec-
tion by stabilizing/promoting the oxidation of the catalytic 
cysteine of SHP- 1, thereby repressing the PTP activity of SHP- 1 
(13). One strong evidence supporting this model was the fact that 
deleting SHP- 1 at the DP stage, using a Cd4- Cre transgene, could 
restore normal numbers of SP thymocytes and peripheral T cells 
in ThemisKO mice (13). Studies from other groups suggest that 
THEMIS inhibits TCR signaling by coactivating SHP- 1 (51, 52). 
Here, the authors propose that THEMIS promotes T cell devel-
opment by preventing the transmission of strong signaling events 
that might be inadequately triggered by self- ligands, possibly lead-
ing to misplaced negative selection. Here, the authors have failed 
to observe a developmental rescue of ThemisKO thymocytes when 
SHP- 1 was deleted using the same Cd4- Cre transgenic model (51). 
It was later suggested that small variation in the timing of SHP- 1 
deletion at the DP stage, when positive selection occurs, might 
result in different outcomes (33). To address this possibility, SHP- 1 
was deleted prior the DP stage using either Lck- Cre or CD2- iCre 
transgenes (33). Analysis of thymocyte subsets showed first that 
the deletion of SHP- 1 and/or SHP- 2 in mice failed to result in a 
phenotype resembling that of THEMIS- deficient mice (33), indi-
cating that the defect of T cell development in the absence of 
THEMIS cannot be attributed to the reduced tyrosine phos-
phatase activities of SHP1, SHP2, or both. More importantly, in 
both models, the loss of SHP- 1 at early stages of T cell develop-
ment alleviates the developmental block of Themis−/− thymocytes 
(33), supporting that the defect observed in the absence of 
THEMIS is caused by enhanced rather than decreased SHP- 1’s 
PTP activity. The deletion of SHP- 1 also rescues the maintenance 
of CD8+ T cells in mice with conditional deletion of THEMIS 
in peripheral T cells (18). In agreement with these experiments, 
we showed that the deletion of the BTLA encoding gene rescues 
the defect of positive selection in ThemisKO mice and the defect of 
CD8+ T cell maintenance in ThemisTKO mice. These results 
together with those showing that BTLA has enhanced inhibitory 
function in the absence of THEMIS strongly support that 
THEMIS operates by restraining the BTLA- SHP- 1 signaling axis.

The deletion of BTLA attenuates the oxidation of SHP- 1 on 
its catalytic cysteine, suggesting that THEMIS inactivates SHP- 1 
upon its recruitment to BTLA. The recruitment of THEMIS- GRB2 
complexes to BTLA could be important to facilitate the interac-
tion of THEMIS’s CABIT modules with the phosphatase domain 
of SHP- 1 or might be required for additional steps of regulation 
affecting the phosphorylation (53) or the ubiquitinylation (24) of 
THEMIS. This is in accordance with reports showing that GRB2 
facilitates the inactivation of SHP- 1 by THEMIS during T cell 
development (29). Other inhibitory receptors such as ILT- 2  
and LAIR- 1 interact with SHP- 1 in T cells (54, 55) but lack D
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conventional GRB2- binding motifs on their cytoplasmic tail, 
suggesting that SHP- 1 associated with these receptors might pos-
sibly be less responsive to THEMIS- based regulation, although 
this requires additional investigation. PD- 1 also recruits GRB2 
together with SHP- 2 to its cytoplasmic tail following stimulation 
by PD- L1 (11), yet we could not detect an effect of THEMIS on 
regulatory pathways dependent on PD- 1, supporting previous 
studies that reported a moderate inhibitory effect of THEMIS on 
SHP- 2 activity in comparison to that on SHP- 1 (13). PD- 1 pre-
dominantly recruits SHP- 2, but it also has the capacity to recruit 
SHP- 1 (11, 20), which can maintain a functional PD- 1 inhibitory 
signaling in the absence of SHP- 2 (11). Although we were unable 
to detect an effect of THEMIS on PD- 1- mediated signaling, we 
cannot exclude the possibility that THEMIS could affect TCR 
signaling by repressing the function of PD- 1 in a context- specific 
manner. This might provide an explanation for the partial rescue 
of CD8+ T cell development observed in Pdcd1KOThemisKO mice, 
which in contrast to CD4+ T cell development is less dependent 
on strong or sustained TCR signals (56).

The deletion of Btla in THEMIS- sufficient mice enhances the 
capacity of naive CD8+ T cells to expand upon transfer into lym-
phopenic hosts (37), suggesting that BTLA preserves part of its 
inhibitory functions in wild- type CD8+ T cells. The mechanism 
whereby BTLA regulates CD8+ T cell expansion in this context 
has remained ill- investigated. HVEM is expressed on immature 
dendritic cells (57) and on lymph nodes fibroblastic reticular cells 
(58), and may attenuate homeostatic signals driven by low- affinity 
TCR ligands and by IL- 7 by engaging BTLA which is mildly 
expressed on naive T cells (32). Accordingly, BTLA strongly inhib-
ited proliferation of THEMIS- deficient naive CD8+ T cells 
induced by weak TCR signals and IL- 7. The deletion of BTLA in 
THEMIS- sufficient cells also enhanced the capacity of naive 
CD8+ T cells to proliferate in vitro in response to IL- 2 and IL- 15, 
which are important for the homeostatic maintenance of CD8+ 
T cells (40). Remarkably, we did not use agonist antibodies against 
BTLA or recombinant HVEM to stimulate BTLA in those assays, 
suggesting that BTLA might be directly stimulated in cis or in 
trans by HVEM expressed on CD8+ T cells (59). Deletion of 
BTLA could lead to an increase in IL- 2/IL- 15 receptor signaling 
which was shown to be negatively regulated by SHP- 1 (40). 
Alternatively, the loss of BTLA could also enhance the costimu-
latory function of HVEM which is repressed by BTLA upon cis 
interaction with HVEM (60). Here, HVEM could be possibly 
stimulated by its other ligands such as CD160 or LIGHT which 
are expressed on the cell surface of CD8+ T cells (59).

What could be the biological advantage of repressing the signa-
ling function of a receptor while maintaining its expression at the 
cell surface? BTLA is part of a complex ligands- receptors interaction 
network, which includes HVEM and additional receptors and lig-
ands such as LIGHT, CD160, and lymphotoxin α (61). BTLA 
interaction with HVEM triggers the propagation of nuclear 
factor- kappa B (NF- KB)- dependent signaling events downstream 
of HVEM that can have pleiotropic effects according to cell type 
(61, 62). The expression of signaling- inactive forms of BTLA at 
the membrane could possibly preserve its stimulatory function in 
response to HVEM and block the inhibitory outcomes resulting 
from BTLA engagement. The consequences of this in the context 
of T cell development is not clear since HVEM- deficient mice have 
no reported defect at this stage (63). However, it may contribute 
to explain why HVEM exerts anti- inflammatory effects in some 
disease models (63–65), presumably by stimulating inhibitory sig-
nals through BTLA, and proinflammatory effects in other models 
(66–69), possibly in contexts where BTLA signaling is incapaci-
tated. The expression of BTLA and HVEM in the same cell leads 

to the stable formation of a cis- complex in which BTLA suppresses 
HVEM- mediated signaling of NF- KB by all of its membrane- bound 
ligands (CD160, BTLA, and LIGHT) in trans (70). Thus, preserv-
ing BTLA expression in this context might also prevent the trans-
mission of inappropriate HVEM- mediated signals in T cells which 
could lead to exacerbated and damageable T cell responses.

Our findings suggest that the responsiveness of inhibitory recep-
tors to their ligands could be governed by intracellular molecules 
whose expression levels vary across immune- cell subsets or acti-
vation states in order to promote or refrain specific immunological 
processes. Inhibitory effects similar to those described here for 
BTLA have been described for the inhibitory receptor TIM- 3 
whose signaling capacities are repressed by the adapter protein 
human leukocyte antigen B (HLA- B)- associated transcript 
(BAT- 3) (71). The impact of this could be important in the con-
text of immune checkpoint blockade immunotherapies since it 
implies that the efficacy of treatments in a given individual or 
cancer type could be dependent on the intrinsic responsiveness of 
immune checkpoints to stimulation which is set by such intracel-
lular factors. This might explain why the efficacy of treatments 
can be uncoupled from the expression levels of the targeted recep-
tors on immune cells in the tumor environment (5). It also pro-
vides a possible rational to explain why T cells expressing multiple 
immune checkpoints could remain highly functional in the con-
text of cancers (72, 73) and virus infections (74, 75). A better 
characterization of the intracellular mechanisms that regulate 
immune- checkpoint activity might allow a refinement of the pre-
dicting criteria of treatment efficacy and could possibly lead to 
the development of new approaches aiming at raising the signaling 
threshold of these receptors in complement to immune checkpoint 
blockade-  or chimeric antigen receptor- based therapies.

Materials and Methods

Complete experimental methods are described in SI Appendix, Materials and 
Methods.

Mice. ThemisKO (16), ThemisTg (76), and Cd2- Cre Themisflox/flox (22) mice were 
described previously. BtlaKO mice were kindly provided by T. Jacobs (77). Pcdc1KO 
and RagKO

γc
KO mice were from Jackson laboratories (strain #028276 and #014593, 

respectively). All of the experiments were conducted with sex-  and age- matched 
mice between 6 and 14 wk old that were housed under specific pathogen- free con-
ditions at the INSERM animal facility (Zootechnie US- 006; accreditation number A- 31 
55508), which is accredited by the French Ministry of Agriculture to perform exper-
iments on live mice. All experimental protocols were approved by the local ethics 
committee and are in compliance with the French and European regulations on the 
care and protection of laboratory animals (European Commission Directive 2010/63).

Cell Purification and Cultures. For T cell purification: Naive T cells from 
the spleen and lymph nodes were enriched by magnetic immunodepletion 
(Dynabeads from DB untouched mouse CD4 cells kit, Invitrogen) using the fol-
lowing monoclonal antibodies: anti- B220 (RA3- 6- B2), anti- CD11b (M1/70), anti- 
MHC class II (m5- 114), anti- FcγRs (2.4G2), NK1.1 (83PK136), anti- CD4 (GK1.5) 
or anti- CD8 (SN- H59) (generated in the lab) as well as anti- CD44 (IM7) and 
anti- CD25 (PC61) from BioXcell. For T cell stimulation: naive CD44- CD25-  CD4+ 
and CD8+ T cells were stimulated in 96- well plates with variable amounts of 
plate- bound anti- CD3 antibodies (145- 2C11, BioLegend) and 1 µg/mL of soluble 
anti- CD28 antibodies (PV- 1, BioLegend), in the presence of variable amounts 
of plate- bound anti- BTLA antibodies (PK18.6, BioXcell), HVEM- Fc recombinant 
proteins (BioLegend # 771306), PD- L1- Fc recombinant proteins (R&D systems, 
# 1019- B7) or rat IgG1 isotype control antibodies (BioXcell). For TH1 polarization 
assays: naive CD44- CD25-  CD4+ T cells were stimulated as described above in the 
presence of IL- 12 (10 ng/ml, PeproTech) and anti- IL- 4 (10 µg/mL, BVD4- 1D11, 
BD Bioscience). For the analysis of cytokine production by flow cytometry, cells 
were restimulated for 4 h using Phorbol 12- myristate 13- acetate (PMA, 500 ng/
mL), Ionomycin (1 µg/mL) and Golgi- plug (1 µg/mL) from BD Bioscience. For D
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proliferation assays: naive CD44- CD25-  CD8+ T cells were labeled with 2 µM 
CTV (Life Technologies) for 15 min at 37 °C and cultured in 96- well plates coated 
with anti- CD3 antibodies at the indicated doses. For experiments in Fig. 5, CTV- 

stained naive CD44- CD25-  CD8+ T cells were cultured in 96- well plates coated 
with anti- CD3 antibodies at 1 µg/mL in the presence of IL- 7 (PeproTech, #217- 17, 
1 ng/mL) or with IL- 2 (PeproTech, #212- 12, 0.5 to 1 µg/mL) or IL- 15 (PeproTech, 
# 210- 15, 0.5 to 1 µg/mL) alone. The incorporation of CTV was measured by flow 
cytometry after 7 and 14 d of culture.

Analysis of TCR Signaling and Immunoprecipitation (IP). All analyses were 
performed on CD4+ or CD8+ T cells that were shortly expanded to enable BTLA 
cell surface expression. Briefly, T cells were expanded for 48 h with plate- bound 
anti- CD3 (145- 2C11, 5 μg/mL) and soluble anti- CD28 (PV- 1; 1 μg/mL) antibodies 
from BioLegend. T cells were then harvested and grown in the presence of IL- 2 (5 to 
10 ng/mL, PeproTech) for 48 h. For IPs: A total of 0.2 to 1 × 108 CD8+ T cells from 
C57Bl/6, ThemisTWT, ThemisTKO, and BtlaKO mice were left untreated or treated with 
100 nM pervanadate for 5 min at 37 °C. The treatment was stopped on ice, and cells 
were immediately centrifuged and resuspended in 1 mL of ice- cold lysis buffer [10 
mM Tris- HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton, 2 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 1 mM 
EDTA, 10 mM iodoacetamide, 10 mM N- Ethylmaleimide, and protease inhibitor 
cocktail tablet (Roche)] and incubated for 20 min on ice. Lysates were cleared by 
centrifugation at 18,000 g for 15 min at 4 °C, and SHP- 1 or BTLA were subjected 
to IP from cleared lysates for 2 h at 4 °C with 15 µL of protein A-  and protein  
G–Sepharose resin coated with 10 µg of polyclonal rabbit anti- SHP- 1 antibodies 
(07- 419, Millipore) or rat anti- BTLA antibodies (PK18.6, BioXcell), respectively. 
Resins were washed three times and incubated for 10 min at 95 °C with Laemmli 
buffer. For TCR signaling analysis: ThemisTWT and ThemisTKO CD8+ T cells were incu-
bated with hamster anti- CD3- biot (145- 2C11, BD Bioscience) and rat anti- BTLA 
(PK18.6, BioXcell) for 15 min on ice. Cells were washed and stimulated for the 
indicated time points with streptavidin and F(ab’)2 goat anti- rat IgG antibodies 
(Jackson ImmunoResearch). ThemisWT and Themistg CD4+ T cells were incubated 
with rat anti- mouse CD3 (17A2, BD Bioscience) and rat anti- BTLA (PK18.6, BioXcell) 
for 15 min on ice. Cells were washed and stimulated for the indicated time points 
with goat anti- rat IgG antibodies. Cell lysates were prepared as described above.

Immunization of Mice with I- Eα Peptide. Mice were immunized sub-
cutaneously on each side at the base of the tail with 40 µg of peptide I- Eα 
(EAWGALANKAVDKA from GeneCust) in CFA (Sigma- Aldrich). Anti- BTLA antibod-
ies (clone PK18, BioXcell) or PBS were injected intraperitoneally (200 µg/mouse) 
at the day of immunization and at days 3 and 6 postimmunization. CD4+ T cell 
populations from the draining lymph nodes were analyzed at day 9 after immu-
nization. For staining of antigen- specific cells, I- Eα–I- Ab tetramers were obtained 
from the NIH Tetramer core facility. Overall, cells at 1 × 108/mL were first stained at 
room temperature for 2 h with an optimal concentration of tetramer. Cell staining 
for additional markers was then performed as described earlier.

Lymphopenia- Induced Proliferation. Naive CD44- CD25-  CD8+ T cells from 
C57Bl/6 (CD45.2+), ThemisTKO (CD45.1+), and ThemisTKOBtlaKO (CD45.1+) 
mice were stained with CTV. 5 × 105 CD8+ T cells from C57BL/6 mice were then 
mixed in a 1:1 ratio with CD8+ T cells from ThemisTKO or ThemisTKOBtlaKO mice 
and injected intravenously into RagKO

γcKO mice. Four days after transfer, splenic 
cells were collected, and CTV dilution was analyzed in CD45.1+ and CD45.2+ 
cells by flow cytometry.

Data, Materials, and Software Availability. All study data are included in the 
article and/or SI Appendix.
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Supporting Information Text 

 

Materials and Methods 

 

Flow Cytometry 

 

For flow cytometry analysis, single-cell suspensions from the spleen or lymph nodes were 

incubated with diluted eBioscience Fixable Viability Dye eFluor 780 (ThermoFisher Scientific) 

in phosphate-buffered saline (PBS), 1% fetal calf serum, and 2 mM EDTA before undergoing 

staining with the following fluorochrome-conjugated antibodies: anti-CD4 (RM4-5), anti-BTLA 

(6A6), anti-CD5 (53-7.3) from Biolegend, anti-CD8α (53-6.7), anti-TCRβ (H57-597), anti-CD25 

(PC61.5), anti-CD44 (IM7), anti-CD69 (H1.2F3) from eBioscience, anti PD-1 (J43, 

ThermoFisher), anti-CD62L (MEL-14), anti-CD24 (M1/69) from BD Bioscience, anti-CD45.1 

(A20), anti-TCR Vα3.2 (REA359) and anti-TCR Vβ11(REA657) from Miltenyi Biotech. 

Intracellular staining was performed with the FOXP3 staining buffer (00-5523-00, eBioscience) 

containing the following fluorochrome conjugated antibodies: anti-T-BET (4B10), anti-IFNγ 

(XMG1.2) and anti-TNFα (MP6- XT22) from BD Bioscience. Data acquisition was performed on 

a BD LSR FortessaTM X- 20 flow cytometer from BD Bioscience, and data were analyzed using 

the FlowJo software. For flow cytometry analysis of thymic epithelial cells, fresh thymus were 

digested in RPMI medium containing 0.05% Liberase TH and 100U/ml DNase I and 

mechanically disrupted. After complete digestion, cells were stained with anti-CD45.2 (104-2) 

from Miltenyi, with anti-CD80 (16-10A1), anti-EpCAM (G8.8), anti-MHCII (M5/114.15.2), anti-

Ly51 (6C3) and anti-HVEM (HMHV-1B18) from Biolegend and with UEA1 lectin from Sigma. 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay 

 

Enzyme Immunoassays were used to assess cytokine secretion levels in culture supernatants. 

Briefly, 96-well plates were coated for 3 hours at 37°C with anti-IL-2 (JES6- 1A12) from BD 
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Biosciences in carbonate buffer 0.05M pH 9.6. Culture medium or standards were incubated 

for 2 hours at 37°C. The plates were then incubated for 2 hours with secondary biotinylated 

antibodies specific for each cytokine, which was followed by a 20-min incubation with 

streptavidin-conjugated alkaline phosphatase at 37°C. Last, plates were revealed by alkaline 

phosphatase substrate, and the absorbance was measured at 450 and 540 nm. 

 

Western blotting analysis 

Proteins were resolved by SDS–polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to 

polyvinylidene difluoride membranes according to standard protocols. Membranes were 

blocked with 5% milk in tris-buffered saline containing Tween at 0.05% for 1 hour at room 

temperature before being incubated with primary antibodies at 4°C overnight. For T-cell 

signaling analysis and immunoprecipitation studies the following antibodies were used: anti-

pZAP70 (2717S), anti-pERK (9101S) from Cell signaling, anti-GAPDH (MAB374) from R&D, anti-

oxidized-PTP (MAB2844) from R&D, anti-SHP-1 (07-419, Millipore) anti-BTLA (AF3007, R&D), 

anti-THEMIS (3A3, Millipore). After washing, membranes were incubated with secondary 

antibodies for 1 hour at room temperature. Subsequently, membranes were incubated with 

enhanced chemiluminescence solution (Sigma-Aldrich) for 5 min in the dark, and 

luminescence was captured with a Bio-Rad XRS+ imager. Band intensities were quantified with 

Bio-Rad ImageLab software. Values from the quantitated bands were normalized for loading 

differences with GAPDH as a control. The percentages of inhibition were calculated by dividing 

the intensity values obtained for pZAP and pERK by Western blot upon TCR+BTLA stimulation 

to those obtain upon TCR stimulation. Western blots in Fig. 2B display independent 

experiments that were regroup in one single figure for clarity of reading. 

 

Statistical analysis 

Data are presented as mean ± SEM. Statistical analysis were performed using unpaired t test 

except for Figure 2 where paired t test were used. Mann-Whitney test was used for 

nonparametric tests. P values < 0.05 were considered statistically significant (*p<0,05 

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,001). 
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Figure S1. Effects of THEMIS deficiency on BTLA-mediated inhibition in CD4+ and CD8+ T cells. 
Representative histogram graphs and dot plots of data showed in Figure 1A-1E. Naïve CD44- CD25- 
CD4+ T cells and CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stained with Cell Trace violet 
(CTV) and stimulated with the indicated doses of anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence of 
plate-bound anti-BTLA antibodies or isotype control antibody in non-polarizing or TH1 polarizing cell-
culture medium for 72 hours. The histogram graphs show the CTV dilution in CD4+ and CD8+ T cells 
isolated from mice of the indicated genotype. Dot plots show CD4 versus IFNg staining in CD4+ and 
CD8+ T cells from mice of the indicated genotype 
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Figure S2. Expression of BTLA and THEMIS in CD4+ and CD8+ T cells. (A) Naïve CD44- CD25- CD4+ T 
cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with anti-CD3 and anti- CD28 antibodies. 
The curves represent the percentages of cells expressing BTLA and PD-1 as determined by flow 
cytometry at the indicated days (d) after stimulation. Data are mean ± SEM and represent two 
independent experiments each including n = 3 mice per group. (B) Intracellular staining of THEMIS in 
CD4+ and CD8+ T cells isolated from ThemisKO, ThemisWT and ThemisTg mice. Numbers represent 
the ∆MFI of THEMIS staining on the indicated T-cell subsets. ∆MFI of THEMIS is calculated by 
subtracting the gMFI of THEMIS in ThemisKO cells to the gMFI of THEMIS in ThemisWT and ThemisTg 
cells. 
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Figure S3. Expression level of BTLA and HVEM in thymocyte subsets and thymic epithelial cells. (A) 
Histogram graphs represent BTLA staining on the indicated thymocyte subsets from C57BL/6 (left 
histogram graphs) and OT-1-TCR transgenic (right histogram graphs) mice. Bar graphs represent the 
∆MFI of BTLA staining on the indicated thymocyte subsets. ∆MFI is calculated by subtracting the gMFI 
of BTLA staining in BtlaKO mice to the gMFI of BTLA staining in wild-type mice. Data are mean ± SEM 
and represent two independent experiments each including n = 3 mice per group. (B) The histogram 
graphs show HVEM surface expression on cortical (CD45lowEpcam+Ly51+) and medullary 
(CD45lowEpcam+Ly51-) thymic epithelial cells. Data are representative of two independent 
experiments each including n = 1-2 mice per group. Data were analyzed by unpaired two-tailed Mann-
Whitney t test. *P < 0.05 and ***P < 0.001. 
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Figure S4. Deletion of BTLA restores thymocyte maturation and TCR signaling in ThemisKO mice. (A) 
Bars graphs represent the numbers of CD24low CD4+ and CD8+ SP thymocytes from ThemisWTBtlaWT, 
ThemisKOBtlaWT, ThemisWTBtlaKO and ThemisKOBtlaKO mice and from ThemisWTPdcd1WT, 
ThemisKOPdcd1WT, ThemisWTPdcd1KO and ThemisKOPdcd1KO mice. Data are mean ± SEM and represent a 
pool of five independent experiments each including n = 1-2 mice per group. (B) Histogram graphs 



98 
 

represent the surface expression of the TCR on thymocytes and splenocytes from the indicated 
genotypes. Data are mean ± SEM and represent a pool of five independent experiments each including 
n = 1-2 mice per group. (C) Histogram graphs represent the surface expression of CD5 on 
CD62LlowTCR+ CD4+ and CD8+ SP thymocytes from the indicated genotypes. Numbers represent the 
MFI of CD5 normalized to the MFI value on thymocytes from wild-type mice. Data were analyzed by 
unpaired two-tailed Mann-Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 
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Figure S5. THEMIS does not regulate the ability of PD-1 to inhibit cytokine production in peripheral 
T cells. (A) Naïve CD44-CD25- CD8+ T cells from ThemisTWT and ThemisTKO mice were stimulated with 
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence of the indicated doses of plate bound recombinant 
PD-L1-Fc proteins or isotype control antibody. Bar graphs represent the percentages of cells that 
produced TNFα as determined by flow cytometry at 72 hours as well as the amount of IL-2 produced 
at 24 hours as measured by ELISA. Dot graphs represent the percentages of inhibition of each response 
by PD-1 in CD4+ T cells from ThemisTWT (black dots) and ThemisTKO (red dots) mice. Data are mean ± 
SEM and represent two independent experiments each including n = 3 mice per group. (B) Naïve CD44-
CD25- CD8+ T cells from ThemisWT and ThemisTg mice were stained with CTV and stimulated with anti-
CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence of plate bound recombinant PD-L1-Fc proteins or isotype 
control antibody. Bar graphs represent the percentages of cells that produced TNFα as determined by 
flow cytometry at 72 hours as well as the amount of IL-2 produced at 24 hours as measured by ELISA. 
Dot graphs represent the percentages of inhibition of each response by PD-1 in CD4+ T cells from 
ThemisWT (black dots) and ThemisTg (blue dots) mice. Data are mean ± SEM and represent two 
independent experiments each including n = 3 mice per group. Data were analyzed by unpaired two-
tailed Mann-Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001 
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Figure S6. Deletion of BTLA does not modulate the proliferation of CD8+ T cells in response to TCR 
stimulation. (A) The histogram graphs show HVEM surface staining on CD8+ T cells from BtlaWT and 
BtlaKO mice stimulated for 7 days in medium containing IL-2. (B) Dot plots show CD62L versus CD44 
surface staining on naïve CD8+ T cells purified with magnetic beads from the spleen and lymph nodes 
of ThemisWTBtlaWT, ThemisKOBtlaWT, ThemisWTBtlaKO and ThemisKOBtlaKO mice. (C) The histogram graphs 
show CD44 surface staining on CD8+ T cells from the indicated genotypes before and after enrichment 
of naïve CD8+ T cells. (D) Naïve CD44-CD25- CD8+ T cells from ThemisWTBtlaWT and ThemisWTBtlaKO mice 
were stained with CTV and cultured for 3 days with plate bound anti-CD3 antibodies (left histogram 
graphs) or for 7 days in medium containing IL-2 (right histogram graphs). Histogram graphs represent 
the CTV dilution in CD8+ T cells from mice of the indicated genotype. Bar graphs represent the 
percentages of cells that divided at least one time or that divided more than three times as represented 
by the gate in the CTV dilution histogram graphs. Data are mean ± SEM and represent two experiments 
including n = 2 mice per group. Data were analyzed by unpaired two-tailed Mann-Whitney t test. *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001 
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I. Relevance physiologique de l’axe THEMIS-BTLA  

 

A. L’axe THEMIS-BTLA dans le développement thymique 

Nos résultats montrent que THEMIS réprime la signalisation de BTLA afin de promouvoir la 

sélection positive des lymphocytes T dans le thymus. L’expression de BTLA est induite au cours 

de la sélection positive et se superpose à celle de THEMIS qui est progressivement diminuée 

après la sélection positive. Les raisons physiologiques de ce mécanisme de régulation stratifié 

demeurent incertaines. THEMIS dans le thymus atteint son pic d’expression dans les LT double 

positifs CD4+ et CD8+ TCRlow, et son expression diminue dans les DP post sélection positive 

TCRint et TCRhigh pour être maintenue à niveau faible dans les SP CD4+ et CD8+. Ainsi les souris 

THEMIS-/- présentent une augmentation du nombre de DP et une diminution de SP. Ceci 

suggère que THEMIS agit principalement pendant le stade de la sélection positive. La 

stimulation in vitro de thymocytes DP issus de souris OT1 Tap1- /- par le peptide OVA entraîne 

une diminution de l’expression de THEMIS, suggérant que l’expression de THEMIS est régulée 

négativement par la signalisation du TCR α/β 233,235. Il est possible que l’expression de THEMIS 

soit modulée différemment selon le niveau d’affinité du ligand pour le TCR, et soit ainsi 

dépendante de l‘intensité des signaux du TCR. L’expression de THEMIS a été inversement 

corrélée à celle de CD5, témoin moléculaire de la force du signal TCR. Plusieurs études 

montrent que l’expression de l’ARNm de THEMIS est induite dans les population DP 

CD5lowCD69low et diminue dans les DP CD5highCD69high. Cependant l’expression protéique de 

THEMIS à l’inverse est augmentée dans les CD5highCD69high, et reste plus haute chez les 

CD69high que les CD69low même à la périphérie. Cette expression opposée de l’ARNm et de la 

protéine est expliquée par un processus de deubiquitylation par USP9X maintenant 

l’expression protéique de THEMIS après l’engagement du TCR. En absence de USP9X 

l’expression de THEMIS post sélection positive diminue, sans impact sur l’expression de 

l’ARNm. Ceci provoque également la diminution de la phosphorylation de SHP-1. De même 

l’ajout d’un inhibiteur de deubiquitylation P619 induit la diminution de l’expression protéique 

de THEMIS dépendante de la durée d’exposition. Ainsi un fort signal TCR inhibe l’expression 

de THEMIS, qui est maintenue par des deubiquitylases234,237. Une autre étude compare les 

effets de THEMIS sur le flux calcique et la signalisation TCR en fonction du niveau d’affinité du 

peptide reconnu par le TCR. En utilisant des thymocytes provenant de souris OT1 et des 
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peptides de différentes affinités, les auteurs concluent que l’absence de THEMIS a plus de 

conséquences dans un contexte de stimulation avec les tétramères G4 et Q7, que dans le cas 

d’une stimulation avec le peptide OVA de forte affinité pour le TCR OT1. L’absence de THEMIS 

a également un plus fort effet dans le cas de stimulation courtes 241. Ces données suggèrent 

que THEMIS promeut la sélection positive des thymocytes en stimulant les signaux TCR induits 

par des peptides de relativement faible affinité.  La stimulation des thymocytes par des 

peptides de relativement forte affinité pourrait induire une diminution de l’expression de 

THEMIS et accroître les effets inhibiteurs de BTLA.  

BTLA est également exprimé dans les DP au cours du développement thymique. Son 

expression a été décrite plus élevée dans les cellules CD69high et drastiquement diminuée dans 

les souris TCRα-/-, impliquant son action au stade de la sélection du TCR α/β à l’instar de 

THEMIS. De même des travaux montrent une augmentation de son expression et de son 

association avec la chaîne ζ du TCR après stimulation du TCR par le peptide OVA. 

Contrairement à THEMIS, BTLA est donc induit après stimulation du TCR 252 253. Il semblerait 

aussi que l’engagement de BTLA par HVEM soit associé à l’expression de CD5 à la périphérie, 

dans les DC et les Treg 254. Selon nos données, provenant de résultats non publiés, l’induction 

de BTLA dans les SP CD4+ et CD8+ CD69+ ne semble pas corrélée aux niveaux d’expression de 

CD5. (Figure 11). Ceci suggère que le niveau d’expression de BTLA augmente après la sélection 

position mais varie peu selon la force des signaux du TCR (variation digitalisée). Dans des 

thymocytes stimulés par des CMH-peptides du soi de relativement forte affinité, l’expression 

de THEMIS serait diminuée ce qui permettrait à BTLA d’atténuer les signaux TCR, élicitant la 

sélection de lymphocytes ayant une capacité plus forte à reconnaitre les CMH-peptides du soi. 

Ce mécanisme pourrait permettre d’élargir le répertoire TCR des thymocytes sélectionnés 

positivement augmentant ainsi la sensibilité et la réactivité du système immunitaire adaptatif 

en périphérie. 
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Figure 11. Expression de BTLA dans le thymus en fonction des niveaux d’expression de CD5. Des 
thymocytes provenant de souris sauvages ou déficientes pour BTLA ont été marquées pour le CD4, 
CD8, TCR, CD69 et CD5, et analysés par cytométrie en flux. Les courbes montrent, de gauche à droite 
des SP CD4+CD69+, SP CD8+CD69+, et des double positives CD4+CD8+CD69+. Les courbes rouges 
représentent les thymocytes provenant des souris BTLAKO. Les autres courbes des thymocytes 
provenant de souris sauvages présentant une forte expression de CD5 (courbes bleues) ou une faible 
expression de CD5 (courbes vertes). 
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B. L’axe THEMIS-BTLA dans le contrôle de l’homéostasie des lymphocytes T 
périphériques 

Nos résultats indiquent que THEMIS bloque la capacité de BTLA à inhiber les réponses des LT 

naïfs à la périphérie induite par le TCR ou par les cytokines IL-2 et IL-15. À la périphérie, THEMIS 

est exprimé plus fortement dans les LT CD8+ que dans les LT CD4+ et la déficience en THEMIS 

entraîne une diminution des lymphocytes T CD8+ périphérique alors que le nombre de CD4+ 

n’est pas affecté 237. L’effet plus sélectif de THEMIS sur la population CD8+ pourrait donc être 

simplement lié au fait que THEMIS est plus exprimé dans ces cellules. D’autre part, les LT CD8+ 

dépendent de signaux différents de ceux dont dépendent les LT CD4+ pour leur survie et 

prolifération en condition d’homéostasie et l’impact de THEMIS sur ces signaux pourrait avoir 

des conséquences plus marquées sur le maintien des lymphocytes T CD8+ que sur celle des 

lymphocytes T CD4+.  

 

1. THEMIS favorise-t-il le maintien des lymphocytes T CD8+ en stimulant la 

signalisation du TCR et celle induite par l’IL-2 et l’IL-15 ? 

Nos résultats et ceux d’autres équipes montre que THEMIS stimule la prolifération des 

lymphocytes T naïfs induite par des stimulations sous-optimales du TCR en présence d’IL-7 et 

celle induite par des stimulations isolées d’IL-2 et d’IL-15 255. La déficience en THEMIS n’a pas 

d’effet sur les signaux induit pas l’IL-7 seul. Ces résultats sont néanmoins basés sur des 

expériences in vitro et on ignore les mécanismes par lesquels THEMIS stimule l’homéostasie 

in vivo. On ne sait pas non plus si THEMIS agit de façon différente sur les lymphocytes naïfs et 

mémoires. La déficience en THEMIS entraîne une diminution du nombre de lymphocytes T 

CD8+ naïfs mais ne semble pas affecter le nombre lymphocytes CD8+ mémoires CD44high 247. 

Néanmoins l’effet stimulateur de THEMIS sur la maintenance des lymphocytes CD8+ 

mémoires pourrait être masquée par une différentiation accrue des lymphocytes naïfs en 

lymphocytes CD44+, phénomène bien caractérisé dans les environnement lymphopénique. 

D’autre part, l’absence de THEMIS provoque une modification du répertoire TCR parmi les 

CD8+ périphériques. Le nombre de CD8+ présentant un TCR Vα3.2+ augmente dans les souris 

THEMIS-/- et ces cellules ont une expression accrue de CD5, CD44 et CD122, correspondant à 

un phénotype mémoire. La réponse des Vα3.2+ à la stimulation in vitro IL-7, IL-18 est plus 

élevée que les Vα3.2- et cette différence est accrue en absence de THEMIS. Des résultats 
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similaires sont observés in vivo dans un contexte lymphopénique, ainsi qu’après infection avec 

LM-OVA. Dans l’ensemble, les auteurs établissent que cette population Vα3.2+ mémoire est 

capable de s’expandre en condition lymphopénique due à l’absence de THEMIS 256. 

 

Le maintien des LT CD8+ à la périphérie requiert des signaux faibles provenant d’antigènes du 

soi présentés par le CMHI et des signaux induits par des cytokines, telles que l’IL-7, l’IL-2 et 

l’IL-15, liant les récepteurs dotés d’une chaîne γ. Les lymphocytes naïfs et les lymphocytes 

mémoires ne sont pas maintenus par les mêmes signaux. Les LT naïfs dépendent 

principalement de signaux TCR faibles et de signaux induits ainsi que de la signalisation IL-7, 

tandis que les LT mémoires (CD44highCD122+IL-7Rhigh) sont surtout dépendant des cytokines IL-

7 et IL-15, et aussi dans une moindre mesure de l’IL-2 255. L’absence d’IL-15 entraîne une 

diminution du nombre de CD8+ mémoires. Une étude comparant les effets des cytokines IL-2 

et IL-15 montre que dans le cas d’une stimulation in vitro, l’IL-15 stimule la prolifération de 

cellules CD44high de manière drastiquement plus prononcée que l’IL-2. Cet effet est limité aux 

CD8+ et ne concerne pas les CD4+CD44high. In vivo, l’analyse de l’incorporation du BrdU montre 

que des souris injectées avec l’IL-15 présentent un nombre supérieur de cellules CD8+CD44high 

et CD122high par rapport aux groupe témoin alors que les populations CD4+ ne semblent pas 

affectées. Il est admis que les population LT CD4+ ne dépendent pas de l’IL-15 pour leur 

maintien en périphérie. Il serait intéressant de vérifier si le défaut de prolifération 

homéostatique chez les souris THEMISTKO peut être restauré en injectant de l’IL-15. L’IL-2 

induit une augmentation des nombres de CD8+CD44high moins prononcée que celle induite 

par l’IL-15 et au contraire de l’IL-15 agit également dans les CD4+ 257. D’autres travaux 

comparent cette fois-ci les effets de l’IL-15 avec l’IL-7. Chez des souris β2m-/- manquant 

l’interaction CMHI-peptide/TCR, les CD8+CD44high prolifèrent, mais pas les CD8+CD44low qui, 

concordant à leur statut de cellules naïves, ne peuvent pas se passer de signaux TCR. Il y a une 

diminution de la prolifération chez les populations CD44low dans les souris IL-7-/- et des 

populations CD44high chez les souris IL-7-/- IL-15-/- 258.  

L’ensemble de ces données suggèrent que THEMIS promeut la maintenance des lymphocytes 

T naïfs en stimulant les signaux faibles de TCR nécessaire à la survie et à la prolifération 

homéostatique de ces cellules. Cette conclusion s’accorde bien avec les effets de THEMIS sur 

la sélection positive qui elle aussi dépend des interactions du TCR avec des antigènes de faible 

affinité. D’autre part, THEMIS pourrait également stimuler la maintenance des lymphocytes T 
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mémoires en stimulant les signaux déclenchés par l’IL-15 et dans une moindre mesure par l’IL-

2 qui sont réprimés par SHP-1. L’absence d’IL-15 n’a par contre pas d’effet sur les Tregs, au 

contraire de l’IL-2. Au contraire, les naïves dépendantes de l’IL-7 subissent une perte de 

prolifération. Cet effet n’est pas visible dans les CD4+ qui ne dépendent ni de l’IL-7, ni de l’IL-

15 97.  

L’absence de THEMIS provoque une perte de prolifération dans un contexte de stimulation de 

CD8+ naïfs in vitro, dans le cas de stimulation par IL-2, et IL-15, mais pas IL-7 seul 251. Cependant 

nos résultats montrent une influence de THEMIS sur la capacité de BTLA à bloquer la 

prolifération en conditions de maintien de CD8+ naïfs, avec de l’IL-7 et de faibles doses d’anti-

CD3.  

 

2. BTLA, un récepteur inhibiteur impliqué dans le contrôle de 

l’homéostasie des lymphocytes T CD8+ 

 

Une étude montre que BTLA régule l’homéostasie des lymphocytes T CD8+ ainsi que la 

capacité des lymphocytes T CD8+ à monter une réponse mémoire lors d’une réponse 

immunitaire. Les lymphocytes T CD8+ naïfs déficients pour BTLA ont une capacité accrue à 

proliférer par rapport aux contrôles sauvages à proliférer après transfert dans des souris RAG-

/-. Ceci suggère que BTLA réprime la prolifération homéostatique des lymphocytes T CD8+ 

naïfs. Le mécanisme par lesquels BTLA opèrent dans ce contexte restent à élucider. 

Cependant, nos résultats suggèrent que BTLA peut inhiber la prolifération des cellules induite 

par des stimulations sous-optimales du TCR induit et de l’IL-7.  

Les souris déficientes pour BTLA ont une augmentation du nombre de cellules présentant un 

phénotype mémoire CD44highCD122highCD43low. Un phénotype similaire est observé dans les 

souris HVEM, suggérant que l’effet régulateur de BTLA dans ce contexte dépend de son 

interaction avec HVEM. L’absence de BTLA dans des souris exprimant le TCR OT1 spécifique 

du peptide OVA entraîne une augmentation de cellules mémoires spécifiques de l’antigène 

après immunisation. BTLA ne semble pas agir sur l’expansion à court terme dans ces 

conditions. Son absence impacte plutôt les étapes tardives de la formation de CD8+ mémoires 

199. Ceci pourrait être expliqué par l’inhibition de la production d’IL-2 par BTLA, qui 

provoquerait une diminution de l’expansion à plus long terme. Ceci implique que BTLA n’agit 

pas seulement en réprimant les signaux du TCR mais aussi ceux des récepteurs aux cytokines. 
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Il a déjà été montré que BTLA pouvait inhiber la voie de l’IL-7R chez les γδ, son absence 

rendant les cellules plus sensibles au traitement IL-7, et SHP-1 est connu comme régulateur 

négatif de plusieurs cytokines comme l’IL-2, IL-4 et IL-13 259 260,261. 

Dans le contexte de mon travail, nous confirmons que BTLA n’agit pas seulement en réprimant 

les signaux du TCR mais agit également en réprimant la signalisation des récepteurs de l’IL-2 

et de l’IL-15. Ceci suggère que BTLA inhibe le maintien de LT CD8+ mémoires en inhibant les 

signaux tardifs de l’IL-2 et de l’IL-15. Nos résultats indiquent que BTLA est capable d’inhiber 

ces signaux in vitro en absence de stimulation externe par l’ajout d’un anticorps agoniste ou 

de son ligand HVEM. Nous supposons que BTLA en culture est engagé par l’expression de son 

ligand en interaction trans intercellulaire. 

Dans l’ensemble, ces résultats montrent que BTLA a pour rôle de limiter la formation de 

cellules CD8+ mémoires. Il est possible que BTLA opèrent ainsi pour limiter l’accumulation de 

cellules mémoires hautement réactive aux antigènes et contrôler la balance entre les 

populations naïves et mémoires. Plusieurs études montrent que BTLA contribue à promouvoir 

un état d’exhaustion des cellules. Cet état d’exhaustion semble avoir un rôle physiologique 

puisqu’il favorise le maintien de cellules spécifiques d’antigènes qui continue à répondre à des 

stimulations antigéniques de façon atténuée. 

THEMIS aurait donc pour rôle de contrebalancer l’inhibition médiée par BTLA et de soutenir 

le maintien d’un pool de cellules naïves. Le rôle de THEMIS dans la régulation de la réponse 

mémoire n’a pas encore été étudié mais les données sur BTLA suggèrent que THEMIS pourrait 

stimuler la différentiation des cellules mémoires en bloquant les effets inhibiteurs de BTLA. Il 

est possible que THEMIS agisse différemment dans ce contexte selon l’affinité des TCR pour 

les CMH-peptides comme nous le proposons dans le thymus. 

 

II. Mécanisme moléculaire 
 

A. THEMIS et Grb2 dans le signalosome LAT 

Notre modèle établit une interaction de THEMIS avec BTLA dans un contexte de recrutement 

de THEMIS et SHP-1 à Grb2, cependant THEMIS est aussi recruté à LAT par l’intermédiaire de 

Grb2. Des interactomes de THEMIS caractérisent Grb2 comme son partenaire principal. Grb2 

s’associe à la région PRR1 de THEMIS via son domaine SH3. Ainsi l’absence de la région PRR 
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sur THEMIS provoque un défaut de sélection positive et diminue l’interaction de THEMIS avec 

SHP-1. L’interaction de THEMIS avec Grb2 est donc nécessaire pour l’association du complexe 

SHP-1-THEMIS impliqué dans le développement thymique 238,262. L’interactome de THEMIS 

identifie également LAT ainsi que VAV1 comme partenaires prépondérant de THEMIS. Dans 

les thymocytes post-selection déficient pour THEMIS, il y a une diminution de la 

phosphorylation de VAV1 et de P38 après stimulation par un anti-CD3 et anti-CD4. VAV1 est 

recruté par LAT, puis est déphosphorylé par SHP-1. Ainsi, THEMIS pourrait agir sur VAV1 en 

bloquant SHP-1 et empêchant la déphosphorylation de VAV1 à LAT. VAV1 est un élément 

capital de la signalisation du TCR, nécessaire pour la sélection positive et négative dans le 

thymus 143. Des souris présentant des mutations sur les tyrosines responsables du 

recrutement de Grb2 et de GADS présent un défaut de développement sévère des 

lymphocytes entre le stade DN et le stade DP 263. VAV1 est nécessaire à la phosphorylation de 

PLCγ1, Akt et l’activation de Rac1. L’absence de THEMIS semble induire une diminution de 

l’abondance de Grb2 à la surface de la cellule, mais Grb2 est nécessaire pour le recrutement 

de THEMIS.  En effet, l’absence du domaine PRR de THEMIS le liant à Grb2 empêche 

l’association de THEMIS à LAT 238. Cette interaction participe au développement des 

lymphocytes T d’une manière BTLA indépendante.  

Nos résultats suggèrent que la répression des signaux inhibiteurs de BTLA joue cependant un 

rôle crucial dans l’effet de THEMIS sur le développement des lymphocytes T, la déficience en 

BTLA étant capable de restaurer une sélection positive efficace dans les souris Themis-/-. Il est 

donc possible que THEMIS stimule la sélection positive par plusieurs mécanismes en 

accroissant l’activité de VAV1 qui est recruté à LAT et en bloquant la signalisation inhibitrice 

de BTLA.  

 

B. Mécanisme du recrutement de THEMIS à BTLA 

Mon travail de thèse suggère que Grb2 pourrait contribuer au recrutement de THEMIS à BTLA 

et favoriser ainsi l’inactivation de SHP-1 par THEMIS. Grb2 aurait donc un rôle stimulateur 

dans le contexte de son recrutement à BTLA. Une étude utilisant des mutants de BTLA sur le 

site de fixation à Grb2 montre une diminution des voies de signalisations AKT et MAPK après 

liaison de HVEM. Ces résultats suggère aussi un rôle activateur de Grb2 après son interaction 

à BTLA, avec un effet stimulateur de Grb2 sur l’activité de la voie PI3K-Akt augmentant la 
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production d’IL-2 264. Ces résultats s’accordent avec notre modèle et suggèrent que les effets 

stimulateurs de Grb2 dans le contexte de son recrutement à BTLA pourraient dépendre de sa 

capacité à favoriser le recrutement de THEMIS à BTLA. Cette diminution des réponses Akt et 

MAPK dans les conditions où Grb2 n’est pas recruté pourrait ainsi être en partie provoquée 

par l’absence de régulation négative des inhibiteurs de BTLA.  

 

L’expression de THEMIS et son activité semblent être associées à des conditions de faible 

stimulation du TCR. Il serait intéressant de déterminer si l’interaction de THEMIS avec BTLA 

est modulée selon la force des signaux du TCR. L’expression de THEMIS est diminuée après 

engagement du TCR alors que celle de BTLA est augmentée dans des conditions similaires de 

stimulation. Il serait donc aussi intéressant de réaliser une étude de la cinétique de 

recrutement de THEMIS à BTLA à des temps courts, avant que l’expression de THEMIS soit 

diminuée, et à des temps des temps longs après activation, pour déterminer si l’interactome 

de BTLA est différent selon l’état d’activation des cellules. THEMIS pourrait ainsi promouvoir 

les signaux précoces de signalisation du TCR en bloquant la signalisation inhibitrice de BTLA 

pour faciliter l’activation cellulaire. BTLA pourrait exercer ses effets inhibiteurs à des temps 

plus tardifs, dans des conditions où THEMIS est moins exprimée, pour réguler l’expansion ou 

les réponses effectrices des cellules. 

 

La présence des ROS dans la cellule semble déterminer la capacité de THEMIS à bloquer SHP-

1.  La phosphorylation de ZAP-70 dans des thymocytes est réduite en absence de THEMIS dans 

des conditions induisant des espèces réactives de l’oxygène mais pas dans des conditions où 

celles-ci sont peu induites. On peut ainsi supposer que l’effet répressif de THEMIS sur BTLA 

soit dépendant de la présence de ROS dans le milieu intracellulaire. Dans des conditions riches 

en ROS, THEMIS aurait une capacité forte à réprimer BTLA alors qu’à l’inverse, dans des 

conditions pauvres en ROS, SHP-1 serait faiblement oxydée et BTLA aurait des capacités 

inhibitrices renforcées. 
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C. THEMIS et SHP-1  

Nos travaux suggèrent que THEMIS opèrent comme un régulateur négatif de l’activité 

phosphatase de SHP-1 dans le contexte de son association avec BTLA et sont en accord avec 

le modèle dans lequel THEMIS fonctionne en réprimant l’activité de SHP-1. Pourtant, deux 

études suggèrent au contraire que THEMIS opère comme un co-activateur de SHP-1 et 

favorise son action inhibitrice. Un de ces articles suggère que Lck phosphoryle un motif 

contenant la tyrosine Y34 de THEMIS, qui agit une fois phosphorylé comme un activateur 

allostérique de SHP-1. Un modèle conciliant les effets opposés de THEMIS sur SHP-1 est 

difficile à établir, et aucune explication structurale n’a pour l’instant été élaborée 241,265.  

 

L’absence de THEMIS après stimulation du TCR in vitro est le plus souvent associée à une 

augmentation de l’activation d’éléments de la signalisation TCR comme LCK, LAT et ERK. Il 

semble néanmoins que les effets de THEMIS sur la signalisation du TCR soit dépendant du 

contexte de stimulation lors des analyses in vitro. Dans les thymocytes et les lymphocytes T 

humains primaires, l’effets inhibiteurs de THEMIS sur la signalisation du TCR est 

principalement révélé lorsque les lymphocytes T sont stimulés par des antigènes de faible 

affinité. La déficience en THEMIS ne semble pas avoir d’effet par contre dans les lymphocytes 

T périphériques murins stimulés dans ces mêmes conditions. THEMIS inhibe la production 

d’IFN dans un contexte de polarisation Th1 mais exerce un effet stimulateur sur la production 

d’IFN lorsque les cellules effectrices sont stimulées par des cellules présentatrices d’antigène. 

Contrairement aux analyses in vitro, les analyses in vivo des effets de la déficience en THEMIS 

dans différents contextes soutiennent de façon quasi systématique l’hypothèse d’un effet 

stimulateur de THEMIS sur la signalisation du TCR. Les souris THEMIS-/- ont un défaut combiné 

de sélection positive et négative, elles présentent une redirection des thymocytes restreint au 

CMH de classe II vers le lignage CD8+. Les thymocytes exprimant le TCR AND en combinaison 

avec un transgène reporter de la signalisation du TCR (Nur-77 GFP) montre une signalisation 

du TCR atténuée en absence de THEMIS. Les souris déficientes pour THEMIS dans les 

lymphocytes T périphériques développent des pathologies auto-immunes moins sévère et 

développent des réponses Th1 moins efficaces. Le défaut de développement des lymphocytes 

T et de maintenance des lymphocytes CD8+ en périphérie sont corrigés lorsque le gène codant 

pour SHP-1 est invalider, indiquant que la déficience en THEMIS est la conséquence d’une 
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Figure 12. Modèle de l’effet de THEMIS sur la signalisation du TCR en fonction de la présence des 
phosphatases SHP-1 et SHP-2. (À gauche) L’engagement de BTLA par son ligand induit le recrutement 
de phosphatases SHP-1. THEMIS bloque l’activité inhibitrice de SHP-1 après son recrutement à BTLA. 
(À droite) En situation de stimulation seule du TCR, SHP-1 n’est pas recruté par BTLA. THEMIS agit 
préférentiellement sur SHP-1 plutôt que SHP-2, et les signaux activateurs de SHP-2 sont ainsi prévalents 
sur les signaux inhibiteurs de SHP-1. Figure adaptée de Mélique et al. Negative times negative equals 
positive, THEMIS sets the rule on thymic selection and peripheral T cell responses, Biomedical Journal, 
2022 
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 activité augmentée de SHP-1 in vivo et donc vraisemblablement une atténuation des signaux 

du TCR247. 

Nous supposons que les discordances observées entre les effets de THEMIS in vitro et ceux 

observé in vivo repose sur l’action différentes des phosphatases SHP-1 et SHP-2 sur la 

signalisation du TCR. (Figure 12) Dans un contexte de culture cellulaire in vitro, la stimulation 

par anti-CD3 permet l’engagement du TCR, mais pas celui de BTLA. Il est montré que SHP-1 en 

conditions in vitro de stimulation du TCR, agit de manière limitée sur la signalisation du TCR. 

THEMIS réprimerait à la place SHP-2, présent de manière libre dans le cytoplasme, et 

bloquerait ses effets activateurs. Au contraire, en contexte in vivo dans lequel BTLA est engagé 

par son ligand et recrute donc SHP-1, THEMIS bloquerait préférentiellement les signaux de 

SHP-1 par rapport à SHP-2. Nos résultats récents confirment que THEMIS est bien capable de 

réprimer l’activité inhibitrice du complexe SHP-1-BTLA.  

Il est aussi possible que THEMIS puisse agir à la fois en tant que régulateur négatif, et 

régulateur positif de SHP-1 selon le contexte biologique. Il est connu que l’absence de Grb2 

provoque un défaut dans le développement thymique. Les souris déficientes pour Grb2 

subissent une diminution de la phosphorylation de plusieurs acteurs de l’activation cellulaire 

comme par exemple p38 266. On pourrait supposer que l’absence de Grb2 empêche THEMIS 

d’agir sur l’activité phosphatase de SHP-1, et pourtant il y a toujours formation d’un complexe 

THEMIS-SHP-1 dans les thymocytes déficients pour Grb2 244. Cette association de THEMIS et 

SHP-1 existe donc hors du contexte de leur association à Grb2, et l’inhibition de SHP-1 par 

THEMIS en absence de Grb2 ne suffit pas à rétablir la sélection positive. Il est donc possible 

qua dans ce contexte, THEMIS n’inhibe pas les signaux de SHP-1 mais les favorisent à la place. 

D’autre part, une étude récemment parue montre THEMIS comme activateur de SHP-1, et 

décrit cette activation comme nécessaire au développement des lymphocytes T CD4+, mais 

pas sur celle des lymphocytes T CD8+. De plus ce mécanisme n’est pas non plus impliqué dans 

le maintien post thymique des CD8+, qui dépend de signaux différents de ceux du TCR 267. 

L’activation de SHP-1 par THEMIS décrite dans cette étude n’est donc pas impliquée dans les 

contextes de développement des LT CD8+ et de leur maintien en périphérie, contrairement au 

mécanisme que nous décrivons. Nos résultats montrent que l’inhibition de SHP-1 par THEMIS, 

dans le contexte de son association à BTLA, est essentielle pour le développement des LT CD4+, 

il est donc possible que THEMIS puisse induire à la fois des signaux inhibiteurs et activateurs 

sur SHP-1.     
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III. Transposition des résultats à d’autres contextes 
physiologiques et physiopathologiques et à d’autres récepteurs 
inhibiteurs 

 

A. Contexte physiopathologique 

Nos travaux montrent que THEMIS stimule l’activation et la différentiation des lymphocytes T 

en réprimant les fonctions inhibitrices de BTLA. Nous avons établi cette interaction dans un 

contexte physiologique de développement thymique de maintenance des lymphocytes T 

CD8+ dans lequel THEMIS joue un rôle important. Cependant THEMIS et BTLA interviennent 

dans d’autres contextes, physiologiques et physiopathologiques. Dans un contexte tumoral, 

l’expression de BTLA a été identifiée à la surface de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) et 

est associée à une réponse antitumorale atténuée dans de nombreux cas de cancer différents. 

Notamment, chez un cancer de la vésicule biliaire, BTLA a été identifié à la surface de TIL, et 

cette expression est associée à un mauvais pronostique, avec une survie plus faible268. Des 

résultats similaires ont été trouvés dans le cas du lymphome DLBCL, ainsi que le mélanome. 

Dans celui-ci, BTLA est exprimé à la surface de LT CD8+ spécifiques d’antigènes tumoraux. Ces 

cellules ont une capacité cytotoxique amoindrie en comparaison des lymphocytes T CD8+ 

n’exprimant pas BTLA. L’application d’un vaccin utilisant un peptide issu du mélanome 

provoque l’augmentation des fonctions cytotoxiques des CD8+ tumeur spécifiques, ainsi que 

la diminution de l’expression de BTLA à la surface de ces cellules 269,270. Des traitements contre 

le cancer, basés sur l’utilisation d’anticorps antagonistes ciblant BTLA ont récemment été 

développés pour des tests clinique. Il a été observé qu’un anticorps bloquant BTLA dans une 

étude clinique sur des patients atteints de carcinome ovarien augmente l’efficacité de la 

chimiothérapie 271. BTLA est donc impliqué dans la répression de la réponse antitumorale, et 

offre une cible possible pour des traitements en appoint ou non des traitements en cours. 

THEMIS a été peu étudié in vivo dans un contexte tumoral. Cependant, la déficience pour 

THEMIS provoque une augmentation de l’efficacité des TIL dans un modèle in vitro de culture 

tumorale en 3D. Les auteurs utilisent des cellules LT CD8+ au TCR transgénique OT1 

reconnaissant le peptide OVA, ainsi que des tumeurs B16 présentant un peptide OVA ou un 

peptide Q4R7 possédant moins d’affinité que l’OVA pour le TCR OT1. Les CD8+ déficients pour 
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THEMIS provoque une mort de cellules cibles diminuée par rapport au CD8+ exprimant 

THEMIS. Cette différence est plus importante dans le cas du peptide Q4R7, ce qui concorde 

avec le modèle dans lequel THEMIS agit plus dans un contexte de reconnaissance peptidique 

de faible affinité. Cet effet de l’absence de THEMIS est cependant limité à une durée de culture 

courte (24h) et s’atténue lors d’une plus longue période, impliquant que l’action de THEMIS 

est régulée à long terme, ou que des phénomènes compensatoires  se développent en son 

absence 272. 

D’autre part, dans un contexte de maladie infectieuse cette fois, l’expression de BTLA a été 

généralement associée avec de faibles réponses immunitaires contre les pathogènes. Par 

exemple, dans un modèle de Malaria expérimentale, la déficience en BTLA induit une 

augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-5 ou l’IFNγ. Ceci 

est également associé à plus large échelle à une diminution à générale du nombre de parasites 

273. Dans un autre modèle infectieux utilisant Listeria monocytogenes, les lymphocytes 

n’exprimant pas BTLA produisent plus de cytokines pro-inflammatoires après stimulation par 

listeria neutralisé. L’absence de BTLA réduit drastiquement le nombre d’UFC (Unité formant 

une colonie), tandis que l’absence de LIGHT à l’inverse augmente l’UFC, confirmant le rôle 

pivot de HVEM dans la transmission des signaux inhibiteurs de BTLA, mais induisant des 

signaux activant le réponse anti-infectieuse lors de son interaction avec LIGHT. Dans le cas de 

THEMIS, une mutation invalidante provoque une susceptibilité accrue au développement de 

la tuberculose, ces souris présentent des UFC plus élevées que chez les souris exprimant une 

protéine THEMIS fonctionnelle dans de nombreux organes comme la rate, les poumons, et le 

foie 274. Ainsi BTLA est décrit comme très impliqué dans le processus de réponse antitumorale, 

et réponse anti-infectieuse. Nous supposons donc que l’action régulatrice que THEMIS exerce 

sur BTLA pourrait être impliquée dans d’autres processus immunitaires que ceux décrit dans 

notre étude. Ainsi cette diminution d’activité cytotoxique des lymphocytes T contre les 

tumeurs et l’augmentation de la susceptibilité au développement de la tuberculose, 

observées en absence d’une forme fonctionnelle de THEMIS pourrait être due à une activité 

inhibitrice accrue de BTLA. 

 

Des effets inverses peuvent être constatés dans un contexte de développement de maladies 

auto-immunes. En effet l’absence de BTLA provoque une susceptibilité plus forte au 

développement de l’EAE, dévoilant le rôle physiologique protecteur de BTLA contre le  
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Figure 13. Effets de THEMIS sur BTLA dans un contexte d’EAE chez la souris. Des souris sauvages ou 
surexprimant THEMIS (A.), ou sauvage ou déficientes pour THEMIS (B.) ont été immunisées par injection de 
100µg de peptide MOG35-55 en présence d’adjuvant CFA, et injectées avec 200 ng de toxine pertussique. Les 
souris ont également été injectées avec du PBS (point vides) ou un anticorps agonist anti-BTLA (points remplis) 
à J0, tous les deux jours jusqu’à J14. À gauche, le score clinique d’EAE. À droite, le score cumulatif de chaque 
souris sur la durée de l’expérience. (A.) Les scores statistiques ont été réalisés par test ANOVA (à gauche), et 
Mann-Whitney t test (à droite). *P < 0.05. 

A. 

B. 
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développement de pathologie auto-immune Un rôle de BTLA dans les Tregs a été proposé, 

avec une perte de fonction effectrice dans les Tregs des souris déficientes pour BTLA, incluant 

la production de cytokine anti-inflammatoire comme l’IL-10 275. Ceci concorde avec 

l’expression de BTLA associée à une atténuation de la susceptibilité au développement de 

maladies auto-immunes.  Des souris déficientes pour BTLA sur le fond 129/sv développent 

spontanément une maladie auto-immune associée à une hépatite, avec une augmentation de 

production de cytokines inflammatoires et de l’expression des marqueurs d’activation CD69 

et CD25 sur les splenocytes. Ceci est associé à un dysfonctionnement du foie, et une 

augmentation des lymphocytes T CD4+ activés infiltrant le site inflammatoire. Une autre étude 

montre que l’expression de BTLA est augmentée dans les LT CD4+ infiltrant le foie chez des 

patients atteints d’hépatite B ACLF (Acute on-Chronic Liver Failure)208 ,276. Cette augmentation 

de l’infiltration cellulaire pose la question de savoir si BTLA a également la capacité d’inhiber 

les LT activés à migrer vers les sites inflammatoires dans le contexte des maladies auto-

immunes. BTLA inhibe les fonctions effectrices et induit un état épuisé des LT CD4+ dans ce 

contexte d’inflammation chronique, limitant leur production de cytokines inflammatoires 

IFNγ, IL-2 et TNFα, et réprimant l’expression des marqueurs d’activation CD25 et CD69. 

La déficience en THEMIS dans les lymphocytes T périphériques diminue la susceptibilité au 

développement de l’EAE chez la souris. L’absence de THEMIS diminue la pathogénicité des 

lymphocytes CD4+ spécifique de l’antigène mais diminue également la capacité des cellules à 

migrer dans le cerveau. Nous supposons que la diminution de la pathogénicité des 

lymphocytes T CD4+ et de leur capacité à infiltrer le cerveau pourrait être due à l’activité 

inhibitrice exacerbée de BTLA en absence de THEMIS. Pour étudier l’interaction de THEMIS et 

BTLA dans l’EAE, nous avons utilisé l’anticorps agoniste de BTLA, également utilisé lors de nos 

expériences de stimulation cellulaire in vitro. L’engagement de BTLA a eu pour effet de 

diminuer le score clinique, le score maximum atteint par groupe, ainsi que l’incidence de 

développement de la maladie. À l’instar des réponses cellulaires in vitro, l’utilisation de cet 

anticorps chez des souris transgéniques surexprimant THEMIS n’as pas diminué les 

symptômes de la maladie, et les souris traitées avec l’anti-BTLA agoniste sont au même stade 

clinique que les souris transgéniques non traitées. (Figure 13A). Nous avons également utilisé 

des souris déficientes pour THEMIS dans les LT périphériques, afin d’établir si l’engament de 

BTLA en absence de THEMIS aurait un effet plus drastique que chez les souris WT. Comme 

décrit précédemment, l’absence de THEMIS provoque une diminution de symptômes 
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importante comparé aux souris WT. Dans ce contexte, l’engagement de BTLA dans les souris 

WT a de nouveau restreint le développement de l’EAE. Cependant en absence de THEMIS, 

l’engagement de BTLA n’a pas d’effet. Nous supposons que l’absence de THEMIS induit déjà 

une forte activité inhibitrice de BTLA, provoquant cette diminution de symptômes, et que 

l’engagement supplémentaire de BTLA par un anticorps agoniste ne stimule pas davantage la 

signalisation inhibitrice de BTLA qui est peut-être déjà à son « maximum » (Figure 13B). Ces 

expériences demandent des études supplémentaires afin de déterminer l’action de l’anti-

BTLA agoniste, et les effets à l’échelle cellulaire de l’interaction de THEMIS et BTLA dans un 

contexte d’auto-immunité.  

 

 

B. Au-delà de BTLA : réguler les récepteurs inhibiteurs 

Notre travail a permis de dévoiler un mécanisme moléculaire d’inhibition de checkpoint 

immunitaire contribuant à réguler le développement des lymphocytes T et leur maintenance. 

Ce mécanisme s’inscrit dans la lignée de plusieurs autres travaux dévoilant eux aussi des 

mécanismes de contrôle limitant les capacités inhibitrices des checkpoints immunitaires. La 

protéine SAP (SH2D1A) par exemple est décrite comme un régulateur de l’activité inhibitrice 

de PD-1. Dans un contexte d’arthrite rhumatoïde, l’expression de PD-1 à la surface des 

lymphocytes T est augmentée en comparaison des patients sains. Il en est de même pour SAP, 

dont l’expression est particulièrement associée aux formes les plus sévères de la maladie. SAP 

se lie à CD28 sur sa tyrosine Y173, qui est une des cibles préférentielles des signaux inhibiteurs 

de PD-1 277. SAP est cependant aussi décrit comme indirectement associé à PD-1, via sa 

phosphatase SHP-2. Dans les cellules Jurkat, SAP est capable d’inhiber l’activité phosphatase 

de SHP-2, et la stimulation des cellules par PD-L2, ligand de PD-1 induit une inhibition accrue 

de la production d’IL-2 et de la prolifération en absence de SAP. De plus, l’induction d’une 

forte expression de SAP par transfection plasmidique réduit l’inhibition provoquée par PD-1 

de l’expression de CD69, et la production d’IL-2 et d’IFNγ 278.  

 

Un autre exemple décrit la restriction des signaux inhibiteurs de TIM-3 par la protéine Bat3. 

La signalisation de TIM-3 est induite par son interaction avec la galectine 9 qui induit la liaison 

de Bat3 à la queue cytoplasmique de TIM-3. L’expression ectopique de Bat3 dans des cellules 
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Th1 entraîne une diminution de la mort cellulaire normalement induite après engagement de 

TIM-3 par la galectine 9. En outre, lors d’expériences d’EAE avec transfert cellulaire de LT CD4+ 

2D2 dans des souris RAG-/-, les souris injectées avec des cellules Bat3+ présentent un score 

clinique plus élevé, ainsi qu’une production plus forte de cytokines pro-inflammatoires IL-2 et 

IFNγ. À l’inverse, les souris injectées avec des cellules Bat3- développent un phénotype 

mémoire, ou un phénotype épuisé, avec une augmentation de l’expression de marqueurs 

d’épuisement comme le récepteur inhibiteur LAG-3, ou BLIMP1, suggérant que l’activité 

inhibitrice de Tim-3 est exacerbée en absence de Bat-3279 279 . Confirmant cette hypothèse 

l’effet anti-inflammatoire de la déficience en Bat3 observée dans l’EAE est abolie lorsque les 

souris Bat3-/- sont aussi déficientes en Tim-3 280. 

 

Ainsi, SAP et Bat3 semblent jouer un rôle similaire à celui joué par THEMIS dans le contexte 

de BTLA. Toutes sont des protéines intracellulaires se liant à la région cytoplasmique de 

récepteurs inhibiteurs à l’issue de leur engagement, pour réprimer leurs signaux inhibiteurs 

et stimuler les signaux d’activation cellulaire. SAP et Bat3 fonctionnent cependant 

différemment de THEMIS et ne ciblent pas les mêmes protéines associées à leur récepteur. 

Ceci pose la question de savoir si chaque checkpoint immunitaire est doté de son propre 

système de régulation moléculaire adapté à chaque spécificité de signalisation ou si une 

même protéine régulatrice peut réprimer plusieurs récepteurs inhibiteurs. THEMIS agit 

principalement sur l’activité phosphatase de SHP-1, et de manière moindre, sur celle de SHP-

2. D’après nos résultats, l’action de THEMIS sur SHP-2 est insuffisante pour influer sur les 

signaux inhibiteurs de PD-1 dans le développement thymique et l’activation cellulaire in vitro. 

Il semble possible néanmoins que THEMIS puisse réguler les signaux d’autres récepteurs 

recrutant également la phosphatase SHP-1. Une étude récente montre par exemple que le 

récepteur CD27 est associé à SHP-1 ainsi qu’à la protéine TRAF2. L’engagement de CD27 par 

son ligand CD70 provoque son internalisation mais aussi le recrutement de SHP-1 pour former 

le complexe CD27-TRAF2-SHP-1. Ce complexe induit l’inhibition de la phosphorylation de Lck 

après son association à CD28 et une diminution de la phosphorylation de ERK. En absence de 

SHP-1, CD27 n’a plus la capacité d’inhiber la signalisation stimulatrice de CD28. Ce complexe 

induit également le développement d’un phénotype mémoire et épuisé comme dans le cas 

de TIM-3. Les auteurs de cette étude montrent que l’expression de THEMIS est partiellement 

diminuée après l’engagement de CD27 281. Il serait néanmoins intéressant d’analyser si la 
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signalisation de CD27 est modulée par THEMIS en utilisant les modèles de souris déficientes 

ou transgéniques utilisées dans mon travail de thèse. D’autres récepteurs tels que CEACAM1 

et LAIR1 sont phosphorylés sur des motifs ITIM après stimulation et recrute SHP-1.  

 

C. THEMIS-BTLA dans les lymphocytes B 

 BTLA n’est pas exclusivement exprimé dans les lymphocytes T. BTLA est aussi exprimé dans 

les cellules dendritiques, les NK, et surtout les lymphocytes B. BTLA agit aussi comme 

récepteur inhibiteur de l’activation des lymphocytes B en inhibant les signaux du BCR 252. 

L’expression de BTLA est régulée positivement au cours du développement des LB, bien que 

l’absence de BTLA n’induit pas de déficience dans le développement des lymphocytes B, à 

l’instar de son rôle dans le développement des lymphocytes T 282. Mais l’expression de BTLA 

étant beaucoup plus élevée dans les LB que dans les LT, la question se pose de savoir s’il 

possède un système de régulation intracellulaire similaire à celui observé dans les 

lymphocytes T. THEMIS1 est restreint aux lymphocytes T, mais une forme orthologue de 

THEMIS est exprimée dans les lymphocytes B, il s’agit de THEMIS2. THEMIS1 et THEMIS2 ont 

une structure et fonction similaire. En effet chez les souris déficientes pour THEMIS1, un 

transgène de THEMIS1, ou de THEMIS2 est capable de restaurer le défaut de sélection 

positive, incluant le nombre de cellules SP CD4+ et CD8+, et ce dans le thymus et en périphérie. 

THEMIS2 exerce donc les mêmes actions que THEMIS1 dans un contexte similaire. Les mêmes 

résultats sont obtenus chez des souris AND comportant un TCR reconnaissant le CMHII. Le 

nombre de CD4+ est restauré lorsque THEMIS2 est induit. Les deux protéines sont localisées à 

des endroits similaires de la cellule, dans le noyau, et dans le cytoplasme dans les thymocytes. 

Elles subissent une phosphorylation de leur tyrosine après engagement du TCR ou du BCR, et 

sont toutes deux recrutées par Grb2 à LAT. Ainsi le transgène de l’une ou l’autre dans les 

thymocytes THEMIS1-/- restaure également des éléments de la signalisation TCR comme la 

phosphorylation de ERK, VAV1 et p38283. De telles similitudes impliquent la possibilité que 

THEMIS2 dans les lymphocytes B puisse occuper un rôle équivalent à celui de THEMIS1 dans 

les lymphocytes T, et réprime l’activité inhibitrice du BCR par BTLA.  
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D. THEMIS-BTLA chez l’Homme 

Peu d’études portent sur le rôle de THEMIS chez l’Homme. Il est montré que THEMIS est bien 

phosphorylé après stimulation du TCR dans des cellules Jurkat, il est associé à Lck et LAT par 

l’intermédiaire de Grb2 et participe à la signalisation de SLP-76 dans ces cellules. Un shRNA de 

THEMIS ou de LAT ont le même effet de réduction de la production d’IL-2 233,284. THEMIS 

semble également promouvoir l’activité de ERK et de NFAT. Ainsi THEMIS parait participer à 

la signalisation du TCR dans les cellules humaines d’une manière similaire aux cellules murines. 

D’un autre côté une étude présente le complexe SHP-1-THEMIS comme réprimant la 

signalisation activatrice du récepteur 4-1BB dans des lymphocytes T CAR (Chimeric Antigen 

Receptor). Il s’agit d’un modèle de cellules CAR ciblant le la protéine membranaire CD19 

exprimée sur de nombreuses cellules cancéreuses, et possédant une chaîne cytoplasmique 

appartenant au récepteur 4-1BB. Les auteurs associent l’expression du complexe SHP-1-

THEMIS à une diminution de la phosphorylation de la tyrosine Y142 du TCR CAR. 

Particulièrement, la phosphorylation du CAR augmente lors de l’utilisation d’un inhibiteur de 

phosphatase, ou d’un siRNA ciblant THEMIS. Il est cependant difficile de déterminer si THEMIS 

active ou réprime SHP-1 dans ce contexte, et si l’inhibition du signal du CAR observée n’est 

pas simplement due à l’action de SHP-1, indépendamment de THEMIS, le complexe THEMIS-

SHP-1 n’étant pas associé à BTLA dans le contexte de l’étude243. 

Dans un contexte clinique, il y a une caractérisation de THEMIS chez des patients atteints de 

maladie de Cœliaque, pathologie chronique inflammatoire de l’intestin. L’expression de 

THEMIS diminue chez les patients traités, pour atteindre un niveau similaire à celui des 

patients sains. THEMIS chez l’Homme serait donc également capable de promouvoir le 

développement de maladie auto-immune.  

BTLA a été quant à lui été caractérisé dans plusieurs contextes chez l’Homme. BTLA a été 

associé avec un pronostique défavorable et une réponse antitumorale réduite dans nombre 

de cancers, comme le cancer du poumon et le cancer de la vésicule biliaire 268. BTLA réprime 

la réponse des LT CD8+ humains ciblant les antigènes tumoraux MiHA après greffe allogénique 

chez les patients. Le blocage de BTLA sur ces cellules augmente leur capacité à proliférer ex 

vivo, ainsi que leurs fonctions cytotoxiques comme la production de cytokines IFNγ et TNFα 
285. Associé avec celui de PD-1 et TIM-3, le blocage de BTLA est aussi capable d’induire une 

augmentation de la prolifération et de la production de cytokines chez les lymphocytes T CD8+ 
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spécifiques du peptide tumoral NY-ESO-1 286. Chez les patients atteints d’une infection viral 

CMV, l’expression de BTLA augmente chez les LT CD8+ spécifiques du CMV juste après leur 

différenciation, et le blocage de BTLA induit également leur prolifération in vitro 287. Il serait 

intéressant de savoir si BTLA, dans ces contextes pathologiques, est régulé par THEMIS, et si 

le pronostique défavorable associé à l’expression de BTLA peut être corrélée à l’expression de 

THEMIS. 
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Conclusion et perspectives 
 

Pour conclure, nos travaux ont montré que THEMIS est capable de réprimer la capacité de 

BTLA à inhiber l’activation et la différenciation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ après leur 

stimulation in vitro. THEMIS a plus d’effet sur la signalisation inhibitrice de BTLA dans les LT 

CD8+ dans lesquels THEMIS est le plus exprimé, que les LT CD4+, suggérant que le niveau 

d’expression de THEMIS influe sur ces capacités à moduler les signaux inhibiteurs de BTLA. Il 

serait intéressant de comparer les niveaux d’expression de THEMIS et de BTLA dans d’autres 

sous populations effectrices et de les mettre en lien avec les capacités de THEMIS à bloquer 

BTLA.  

Nous avons déterminé que THEMIS réprime les signaux inhibiteurs de BTLA dans le contexte 

du développement thymique, ce qui suggère que THEMIS favorise la sélection positive de 

thymocytes dont les signaux issus d’un TCR de faible affinité seraient autrement insuffisants 

pour leur survie. L’absence de BTLA dans les souris déficientes pour THEMIS rétablit la 

sélection positive, suggérant que le blocage de BTLA constitue le mécanisme d’action 

majoritaire de THEMIS dans le développement thymique. THEMIS stimule aussi la survie et la 

prolifération des lymphocytes T CD8+ lors de stimulation à l’IL-2 et l’IL-15, indépendante du 

TCR. Dans ce contexte, l’absence de BTLA provoque une prolifération supérieure à celles des 

souris sauvages, suggérant que THEMIS ne réprime pas complètement les signaux inhibiteurs 

de BTLA dans les souris sauvages. Il serait intéressant d’utiliser des souris transgéniques pour 

déterminer si la surexpression de THEMIS est suffisante pour bloquer BTLA en stimulation 

dépendant de l’IL-2 et de l’IL-15, et si cette prolifération correspond à celle des souris BTLAKO.  

 

Nous n’avons pas observé d’effet de THEMIS sur les signaux inhibiteurs de PD-1 que ce soit 

dans un contexte d’activation des lymphocytes T in vitro, ou en utilisant des souris déficientes 

pour THEMIS et PD-1 dans le développement thymique. Les signaux inhibiteurs de PD-1 

dépendant principalement de la phosphatase SHP-2, ces résultats concordent avec les études 

selon lesquelles THEMIS agit préférentiellement sur la phosphatase SHP-1. Il faudrait ainsi 

déterminer si THEMIS est également capable de bloquer d’autres récepteur co-inhibiteurs qui 

dépendent de SHP-1. 
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Ainsi cette étude caractérise un mécanisme de régulation modulant la signalisation inhibitrice 

de BTLA intracellulaire, agissant en aval de l’engagement de BTLA par son ligand.    
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I M M U N O L O G Y

THEMIS enhances the magnitude of normal 
and neuroinflammatory type 1 immune responses by 
promoting TCR-independent signals

Cui Yang1, Gaëtan Blaize1†, Rémi Marrocco1†, Nelly Rouquié1†, Cyrielle Bories1, Mylène Gador1, 

Suzanne Mélique1, Emeline Joulia1, Mehdi Benamar1, Anne S. Dejean1, Hélène Daniels-Treffandier1,2, 

Paul E. Love3, Nicolas Fazilleau1, Abdelhadi Saoudi1, Renaud Lesourne1*

Signals that determine the differentiation of naïve CD4+ T helper (TH) cells into specific effector cell subsets are 
primarily stimulated by cytokines, but additional signals are required to adjust the magnitude of TH cell responses 
and set the balance between effective immunity and immunological tolerance. By inducing the post-thymic dele-
tion of the T cell lineage signaling protein THEMIS, we showed that THEMIS promoted the development of opti-
mal type 1 immune responses to foreign antigens but stimulated signals that favored encephalitogenic responses 
to self-neuroantigens. THEMIS was required to stimulate the expression of the gene encoding the transcriptional 
regulator T-BET and the production of the cytokine interferon-g (IFN-g), and it enhanced the ability of encephalito-
genic CD4+ T cells to migrate into the central nervous system. Consistently, analysis of THEMIS expression in po-
larized CD4+ T cells showed that THEMIS was selectively increased in abundance in TH1 cells. The stimulation of 
predifferentiated effector CD4+ T cells with antigen-presenting cells revealed a stimulatory function for THEMIS 
on type 1 cytokine responses, similar to those observed ex vivo after immunization. In contrast, THEMIS exerted 
opposing effects on naïve CD4+ T cells in vitro by inhibiting the T cell receptor (TCR)–mediated signals that lead to 
TH1 cell responses. These data suggest that THEMIS exerts TCR-independent functions in effector T cells, which 
increase the magnitude of normal and pathogenic TH1 cell–mediated responses.

INTRODUCTION

One essential feature of the immune system is its ability to engage 
distinct defensive strategies that are adapted to various invading 
pathogens. This is partially dependent on CD4+ T helper (TH) cells, 
which may differentiate from a so-called naïve state into distinct 
effector cell subsets with specialized immune functions, including 
TH1, TH2, TH17, T follicular helper (TFH), induced-regulatory T 
(iTreg), and type 1 regulatory T (Tr1) cells. The lineage choice deci-
sion of TH cells results from the complex integration of signaling 
events stimulated by the T cell antigen receptor (TCR), which recog-
nizes self-peptide– or foreign peptide–bound major histocompatibility 
complex (pMHC) at the surface of antigen-presenting cells (APCs), 
and by a combination of cytokine receptors, which are stimulated 
specifically according to the cytokine milieu at the site of CD4+ 
T cell activation (1). In addition to these cell fate decision signals, 
additional signaling events triggered by the TCR and by costimulatory 
and coinhibitory receptors (2) contribute to regulate the magnitude 
of specific effector cell responses, thereby promoting effective im-
munity and preventing the development of potentially pathogenic 
inflammatory responses.

Thymocyte-expressed molecule involved in selection-1 (THEMIS; 
also referred to as THEMIS1) is a T cell lineage–specific protein that 
has an important role during T cell development (3–5). The pheno-
type of THEMIS-deficient mice shows that THEMIS is essential for 

the positive selection of CD4+CD8+ [double-positive (DP)] thymo-
cytes (3–5) and for their commitment to the CD4+ T cell lineage (5). 
THEMIS contains a C-terminal proline-rich sequence, which binds 
to the adaptor protein growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) 
(5, 6) and is required for the recruitment of THEMIS to the adaptor 
protein linker for the activation of T cells (LAT) after TCR engagement 
(5, 6), and two globular cysteine-containing all-b in THEMIS (CABIT) 
domains (4), which bind to the phosphatase domains of the tyrosine 
phosphatases Src homology phosphatase-1 (SHP-1) and SHP-2 (7).

Although THEMIS is well characterized as an important regula-
tor of T cell development, the mechanism by which it operates in 
this context has remained the subject of nearly opposite interpreta-
tions (8). A first model posits that THEMIS dampens TCR signaling 
initiated by low-affinity, self-pMHC interactions, preventing the 
transmission of a strong signaling response to these stimuli that 
would trigger negative selection (9). THEMIS is speculated to func-
tion by promoting the activation of the phosphatase domains of 
SHP-1 and SHP-2 or by facilitating their recruitment to LAT, where 
they are brought into contact with their primary targets (9, 10). This 
model was mostly deduced from in vitro studies in which prese-
lected “naïve” DP thymocytes were stimulated with low- affinity 
pMHC tetramers (9). A second model has been proposed in which 
THEMIS operates as an enhancer of TCR signaling, which en-
ables thymocytes to reach the threshold for positive selection, 
thereby avoiding death by neglect (7, 11). In this model, THEMIS 
operates by blocking the catalytic function of the tyrosine phospha-
tase SHP-1, which has an inhibitory effect on TCR signaling (7). 
This action is mediated by the CABIT modules of THEMIS, which 
bind to the phosphatase domain of SHP-1 and promote or stabilize 
the oxidation of its catalytic cysteine residue, inhibiting the tyrosine 
phosphatase activity of SHP-1 (7). These enhancing effects of 
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THEMIS on TCR signaling were mainly deduced from in vivo 
observations of TCR signal—sensing mouse models (11) and com-
plementation studies with SHP-1–deficient mice (7). Although the 
second model is more likely to explain the block in T cell develop-
ment that is observed in THEMIS-deficient mice and although the 
repressing effect of THEMIS on SHP-1 and SHP-2 phosphatase ac-
tivity is based on solid molecular evidence (7), the reasons for the 
apparently contradictory findings remain unexplained.

The role of THEMIS during thymic selection has been well char-
acterized, yet less is known about its function in peripheral T cells. 
Conditional disruption of the gene encoding THEMIS at a late stage 
of T cell development with CRE recombinase transgenes driven by 
the distal lck promoter identified a positive role for THEMIS in con-
trolling peripheral CD8+ T cell maintenance (12). The impaired ho-
meostasis of peripheral CD8+ T cells in THEMIS-deficient mice is 
associated with attenuated cytokine receptor signaling involved in 
peripheral T cell maintenance and is rescued by deleting the gene 
encoding SHP-1 (12). Note that this effect is restricted to CD8+ T 
cells, because no effect of THEMIS on CD4+ T cell function was 
detected in that study (12).

Here, we identified a positive function for THEMIS in CD4+ T 
cell responses to self- and foreign antigens. Post-thymic disruption 
of the Themis gene, using Cre recombinase transgenes driven by the 
hCD2 promoter, showed that THEMIS promoted TH1 cell responses 
in vivo and enhanced the encephalitogenic responses of CD4+ 
T cells to a myelin-based antigen in a mouse model of central nervous 
system (CNS) autoimmunity. Although THEMIS exerted a positive 
function on TH1 cell responses after antigen immunization and after 
the stimulation of effector T cells with APCs, we showed that THEMIS 
deficiency led to opposite outcomes in naïve CD4+ T cells after TCR 
stimulation, suggesting that the inhibitory effects of THEMIS on 
TCR signaling are overcome during immune responses by addi-
tional THEMIS-mediated signals that promote rather than repress 
T cell effector function.

RESULTS

THEMIS negatively regulates IFN-g production by polarized 
TH1 cells by repressing ERK1/2-mediated signaling
To evaluate the post-thymic functions of THEMIS in CD4+ T cells, 
we conditionally disrupted the Themis gene with two different Cre 
recombinase transgenes driven by the human Cd2 and the distal lck 
promoters. In contrast to other Cd2- and lck-driven transgenes, 
these constructs are not active in most DP thymocytes and CD4 
single-positive (CD4SP) thymocytes but are increased in expression 
mainly after thymic development in peripheral T cells (13, 14). THEMIS 
protein abundance was comparable in thymocytes from Themisflox/flox 
(hereafter referred as to Themis-TWT) and Cd2-Cre Themisflox/flox 
(hereafter called Themis-TKO) mice but was undetectable in peripheral 
Themis-TKO CD4+ and CD8+ T cells (fig. S1A). Because THEMIS was 
detected in peripheral CD4+ T cells from dLck-Cre Themisflox/flox mice 
(fig. S1B), we decided to mainly focus our analysis on the Cd2-driven 
knockout (KO) model. The proportions and numbers of DP and SP 
thymocytes and of peripheral CD4+ T cells observed in Themis-TKO 
mice were comparable to those observed in Themis-TWT mice (fig. S1C). 
The proportions and numbers of lymph node and splenic CD8+ T cells 
were slightly reduced in Themis-TKO mice (fig. S1D), confirming pre-
viously published findings obtained in the dLck-Cre Themisflox/flox 
model and indicating a role for THEMIS in the maintenance of peripheral 

CD8+ T cells (12). The absence of THEMIS in peripheral T cells 
did not affect the proportions and numbers of Forkhead box P3 
(FoxP3)+ Treg cells (fig. S1E) and did not modify the percentage of 
CD62LloCD44hi memory-like CD4+ T cells as compared to that in 
the Themis-TWT group (fig. S1F).

Because THEMIS has been characterized as a regulator of TCR 
signaling, we first examined the effect of THEMIS deficiency on 
CD4+ T cell responses induced in vitro after TCR stimulation with 
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. TCR surface expression on 
CD4+ and CD8+ T cells was similar in Themis-TKO and Themis-TWT 
mice (fig. S1G). The viability and the ability of CD4+ T cells to pro-
liferate in response to TCR stimulation were similar in Themis-TKO 
and Themis-TWT mice (Fig. 1A). TCR stimulation also resulted in 

Fig. 1. THEMIS deficiency has a minimal effect on naïve CD4+ T cell responses 

after TCR stimulation. (A) Naïve CD62LhiCD44−CD25−CD4+ T cells from Themis-TWT 

and Themis-TKO mice were stained with CTV and stimulated with the indicated 

concentrations of anti-CD3 antibody before the survival rate (left), and the proliferation 

(right) of the cells was determined by flow cytometry on day 3 after stimulation. Middle: 

Analysis of CTV dilution in viable CD4+ T cells. (B and C) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ 

T cells from Themis-TWT and Themis-TKO mice were stimulated with the indicated 

concentrations of anti-CD3 antibody. (B) The percentages of CD4+ T cells expressing 

cell surface CD25 (left) and CD69 (middle), as well as the mean fluorescence inten-

sity (MFI) of CD44 staining on CD4+ T cells (right) were determined. (C) The amounts 

of IL-2 (left), IFN-g (middle), and GM-CSF (right) secreted by the indicated cells were 

measured by ELISA. Data are means ± SEM and are representative of at least three 

independent experiments, each including three or four mice per group. Data 

were analyzed by unpaired two-tailed Mann-Whitney t test. ***P < 0.001 and 

****P < 0.0001; ns, not significant.
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similar cell surface expression of the activation markers CD25 and 
CD69 on CD4+ T cells in the two groups of mice but led to the in-
creased abundance of CD44 on the surface of Themis-TKO mice 
(Fig. 1B), suggesting that THEMIS may have an inhibitory function 
on a restricted set of TCR-mediated responses in CD4+ T cells. 
THEMIS deficiency had no effect on the production of interleukin-2 
(IL-2), interferon-g (IFN-g), or granulocyte-macrophage colony- 
stimulating factor (GM-CSF) in a similar stimulating context 
(Fig. 1C and fig. S2A), indicating that THEMIS does not regulate the 
secretion of cytokines associated with primary CD4+ T cell activation. 
The absence of THEMIS had minimal effect on CD8+ T cell re-
sponses after TCR stimulation (fig. S2, B to D), confirming previous 
findings obtained in the dLck-Cre Themisflox/flox mouse model (12).

We next investigated whether THEMIS influenced the polariza-
tion of CD4+ T cells into specific effector cell subsets. We first com-
pared THEMIS abundance in CD4+ T cells stimulated in vitro for 3 
and 5 days under TH0-, TH1-, TH2-, and TH17-polarizing condi-
tions. THEMIS abundance was increased in TH1 cells as compared 
to that in naïve CD4+ T cells and other polarized subsets (Fig. 2A). 
By contrast, THEMIS abundance in TH0, TH2, and TH17 cells was 
comparable to that in naïve CD4+ T cells (Fig. 2A). We next ana-
lyzed the effect of THEMIS deficiency on the production of cyto-
kines by CD4+ T cells stimulated under TH1-, TH2-, TH17-, iTreg-, 
and Tr1-polarizing conditions. We observed that THEMIS-deficient 
CD4+ T cells produced significantly greater amounts of IFN-g under 
TH1-polarizing conditions as compared to Themis-TWT CD4+ T cells 
(Fig. 2B). This difference was mostly detected when high concentra-
tions of anti-CD3 antibodies were used, suggesting that THEMIS 
could be part of a negative feedback loop that may prevent the ex-
cessive and potentially detrimental effects of IFN-g. This effect was 
specifically observed in TH1-polarized cells, because the production 
of IFN-g was not affected by THEMIS deficiency in TH2- and 
TH17-polarized cells (fig. S3A). The production of IL-13, IL-17, and 
IL-10 by CD4+ T cells polarized, respectively, under TH2, TH17, 
and Tr1 conditions and the abundance of FOXP3 in iTreg-polarized 
CD4+ T cells were also comparable in Themis-TKO and Themis-TWT 
mice (Fig. 2B and fig. S3, B and C), indicating that THEMIS selec-
tively represses the production of cytokines in CD4+ T cells polarized 
in the TH1 subset. Accordingly, the absence of THEMIS also led to a 
moderate increase in tumor necrosis factor–a (TNF-a) production by 
TH1-polarized cells (fig. S3D), although no significant effects were ob-
served on IL-2 secretion in similar experimental settings (fig. S3E). 
The abundances of the transcription factors T-Box expressed in T cells 
(T-BET) and Eomesodermin (EOMES) were similar in Themis-TKO and 
Themis-TWT CD4+ T cells polarized in TH1 conditions (Fig. 2C), sug-
gesting that THEMIS represses TH1 cell responses rather than the dif-
ferentiation program leading to the acquisition of the TH1 cell lineage.

We next investigated the mechanism by which THEMIS inhibited 
the secretion of cytokines by TH1 cells. The cell surface abundance 
of the IL-12 receptor (IL-12R) and the extent of phosphorylation of 
signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4) in re-
sponse to IL-12 (15) were comparable in Themis-TKO and Themis-TWT 
CD4+ T cells (fig. S4, A and B), indicating that the increased secre-
tion of TH1 cytokines by Themis-TKO CD4+ T cells was not the con-
sequence of enhanced IL-12R signaling. Because the binding of IFN-g 
to its receptor (IFNgR) stimulates a positive feedback loop in TH1 
cells (16), we analyzed whether the inhibitory effects of THEMIS on 
IFN-g secretion were dependent on IFNgR-mediated signaling. The 
cell surface amounts of IFNgR were similar in Themis-TKO and 

Fig. 2. THEMIS inhibits the production of IFN-g by TH1-polarized cells. (A to 

C) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ T cells from Themis-TWT and Themis-TKO mice were stimu-

lated with the indicated concentrations of anti-CD3 antibody in the presence of anti- 

CD28 antibody under TH0-, TH1-, TH2-, and TH17-polarizing conditions. (A) Total 

cytoplasmic extracts of naïve and the indicated polarized CD4+ T cell subsets on days 3 

and 5 after activation were analyzed by Western blotting with antibodies against 

THEMIS and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Data are repre-

sentative of two independent experiments. (B) The amounts of IFN-g (top), IL-13 

(middle), and IL-17 (bottom) secreted by cells in TH1-, TH2-, and TH17-polarizing con-

ditions, respectively were determined by ELISA (left), whereas the percentages of 

cells positive for the indicated cytokines were determined by flow cytometry after 

intracytoplasmic staining (right). (C) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ T cells from Themis-TWT 

and Themis-TKO mice were stimulated with the indicated concentrations of anti-CD3 

antibody in the presence of anti-CD28 antibody under TH1-polarizing conditions. 

The MFI of T-BET staining in CD4+ T cells (left) and the percentages of CD4+ T cells 

expressing EOMES (right) were determined by flow cytometry analysis after intra-

cytoplasmic staining. Data are means ± SEM and are representative of at least three 

independent experiments, each including three or four mice per group. Data were 

analyzed by unpaired two-tailed Mann-Whitney t test. ****P < 0.0001.
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Themis-TWT CD4+ T cells (fig. S4C). The 
production of IFN-g remained increased in 
Themis-TKO CD4+ T as compared to that in 
control cells when the IFNgR was blocked 
with antagonistic antibodies (fig. S4D), 
suggesting that THEMIS operates inde-
pendently of IFNgR-mediated signaling.

THEMIS deficiency leads to a selective 
increase in the phosphorylation of the 
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 
extracellular signal–regulated kinases 1 and 
2 (ERK1/2) after TCR stimulation in thymo-
cytes (9, 11). Because ERK2 selectively en-
hances the production of TH1 cytokines 
without affecting T-BET abundance (17), 
we speculated that THEMIS might neg-
atively regulate TH1 cell responses by 
repressing ERK2 activity. Confirming pre-
vious observations in thymocytes (9, 11), we 
found that the phosphorylation of ERK1/2 
was increased in Themis-TKO CD4+ T cells 
as compared to that in control cells (Fig. 3, A 
and B). In comparison, the presence of 
THEMIS did not affect the extent of phos-
phorylation of the MAPK p38, indicative of 
the specific effect of THEMIS on TCR sig-
naling pathways (Fig. 3, A and B). The 
abundances of phosphorylated SHP-1 and 
SHP-2 were decreased in Themis-TKO CD4+ 
T cells as compared to those in Themis-TWT 
CD4+ T cells (Fig. 3, A and B), suggesting 
that THEMIS inhibits ERK1/2 by regulating 
those phosphatases.

To address whether enhanced ERK 
activity could be responsible for the in-
creased production of TH1 cytokines by 
Themis-TKO CD4+ T cells, we next com-
pared the responsiveness of Themis-TKO 
and Themis-TWT CD4+ T cells to ERK 
inhibition after TCR stimulation of CD4+ 
T cells in TH1-polarized conditions. The 
production of IFN-g by CD4+ T cells was 
progressively decreased as the concen-
tration of the MAPK kinase (MEK) inhib-
itor U0126 was increased, confirming 
the enhancing effect of ERK1/2-mediated 
signaling on IFN-g production by TH1 
cells (Fig. 3C). By contrast, the production of TNF-a was unaffected 
by U0126, suggesting that ERK1/2-dependent signals regulate a 
restricted set of TH1 cytokines (fig. S4E). Greater concentrations of 
inhibitor were required to inhibit the production of IFN-g by 50% by 
Themis-TKO TH1 cells as compared to that in control cells (Fig. 3C), 
indicating that the increased activity of ERK1/2 enhanced the pro-
duction of IFN-g by Themis-TKO CD4+ T cells.

THEMIS promotes the expression of T-BET and enhances 
the secretion of IFN-g by antigen-specific CD4+ T cells
To examine the in vivo relevance of our observations, we next ana-
lyzed CD4+ T cell responses after immunization of Themis-TWT and 

Themis-TKO mice with a peptide variant of the I-E a chain immuno-
dominant peptide 52-68 (EAWGALANKAVDKA, hereafter called 
the I-Ea peptide) in the presence of the TH1/TH17-polarizing com-
plete Freund’s adjuvant (CFA). To track antigen-specific CD4+ T 
cells, we stained cells from the draining lymph nodes with the I-Ea–
pMHCII tetramer and first analyzed the expression of CD44, T-BET, 
and RAR-related orphan receptor gamma (RORgt). The percent-
ages of CD4+ T cells expressing a high amount of CD44 and the 
percentages of CD44hiCD4+ T cells positive for tetramer staining were 
similar in Themis-TWT and Themis-TKO mice, indicating that THEMIS 
did not substantially affect the activation or the clonal expansion of 
antigen-specific CD4+ T cells in this experimental setting (Fig. 4A). 

Fig. 3. THEMIS represses the production of IFN-g by TH1 cells by inhibiting ERK1/2-mediated signaling. (A) Total 

CD4+ T cells from Themis-TWT and Themis-TKO mice were stimulated anti-CD3 and anti-CD4 antibodies for the indicated 

times. Total cytoplasmic extracts of the cells were then analyzed by Western blotting with antibodies against phos-

phorylated forms of SHP-1 (Y564), SHP-2 (Y580), ERK1/2 (Thr202/Tyr204), and p38 (Thr180/Tyr182). (B) From the experi-

ments represented by the blots in (A), the relative abundances of the indicated phosphorylated proteins were 

determined by calculating the ratios of the intensities of the bands corresponding to the indicated phosphorylated 

proteins to those corresponding to Rac1, the loading control. The y axes represent the means ± SEM of the relative 

values calculated after normalization to the highest value in the Themis-TWT cells. Data are representative of three to 

five independent experiments, each including one mouse of the indicated genotype. (C) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ 

T cells from Themis-TWT and Themis-TKO mice were stimulated with anti-CD3 antibody under TH1-polarizing conditions 

in the presence of the indicated concentrations of the MEK inhibitor U0126 or DMSO. The percentages of the 

Themis-TWT (left) and Themis-TKO (right) CD4+ T cells that were positive for IFN-g were determined by flow cytometry 

analysis after intracytoplasmic staining. Right: Analysis of the percentage inhibition of IFN-g production by CD4+ T cells 

after treatment with the indicated concentrations of U0126. Data are means ± SEM and are representative of three 

independent experiments, each including three mice per group. Data were analyzed by unpaired two-tailed 

Mann-Whitney t test. *P < 0.05, **P < 0.01, and ****P < 0.0001.
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The percentages of tetramer+CD4+ T cells expressing T-BET were de-
creased in Themis-TKO mice as compared to those in Themis-TWT mice 
(Fig. 4B). In comparison, the expression of RORgt in tetramer+CD4+ 
T cells was similar between Themis-TWT and Themis-TKO mice (Fig. 4B). 
The proportions of antigen-specific CD4+ T cells producing IFN-g were 
decreased in Themis-TKO mice in comparison to those in Themis-TWT 
mice, whereas the absence of THEMIS had no significant effect on 
the percentages of cells producing IL-17 and TNF-a in the same ex-
perimental settings (Fig. 4C). Thus, in contrast with results indicat-
ing the inhibitory effects of THEMIS on responses in TH1-polarized 
cells, immunization of mice with a foreign antigen revealed a posi-
tive effect of THEMIS on the development of type 1 responses.

THEMIS enhances the susceptibility to the development 
of CNS autoimmunity
Initial studies of THEMIS suggested that it attenuates TCR signal 
strength in thymocytes in response to low- but not high-affinity 
TCR engagement (9), indicating that THEMIS might have a differ-
ent influence on CD4+ T cells responses when cells are stimulated 
by self- rather than foreign antigens. To address this possibility, we 
examined the effect of THEMIS on the development of experimental 
autoimmune encephalomyelitis (EAE), a well-characterized mouse 
model of multiple sclerosis. The disease was induced by immunizing 

Themis-TKO and Themis-TWT mice with 
a peptide from the myelin oligodendro-
cyte glycoprotein (MOG35–55) emulsified 
in CFA. The incidence and the clinical 
scores of EAE were decreased in the group 
of Themis-TKO mice in comparison to 
those in the Themis-TWT group (Fig. 5A). 
Although the Cd2-driven Cre transgene 
begins to be expressed at a relatively late 
stage of T cell development (13), we could 
not definitively exclude the possibility 
that the effect of THEMIS on EAE de-
velopment could be the consequence of 
an altered selection of the TCR reper-
toire in the thymus. To evaluate this 
possibility, we conditionally disrupted 
the Themis gene in peripheral CD4+ 
T cells by administrating tamoxifen to 
Themisflox/flox mice expressing the CD4-
CreERT2–driven transgene (18) and ana-
lyzed the development of EAE in this 
model. The incidence and clinical scores 
of EAE were decreased in THEMIS- 
deficient mice similarly to what was 
observed in the Cd2-Cre–driven trans-
genic model (Fig. 5B). The numbers of 
CD4+ and CD8+ T cells that migrated into 
the brain were decreased in THEMIS- 
deficient mice in comparison to those 
in littermate controls (Fig. 5, C and D). 
This was associated with increased num-
bers of CD4+ and CD8+ T cells in the 
lymph nodes, whereas the numbers of 
cells recovered in the spinal cord were 
comparable between the two groups of 
mice (Fig. 5, C and D). Together, these 

results indicate that THEMIS expression in T cells results in a high-
er susceptibility of mice to CNS inflammation.

THEMIS enhances the expression of T-BET 
and the production of IFN-g and GM-CSF by  
encephalitogenic CD4+ T cells
To investigate further the mechanism by which THEMIS modulat-
ed the development of EAE and to avoid potential bias due to the 
perturbation of the TCR repertoire or to tamoxifen treatment, we 
adoptively transferred Themis-TKO and Themis-TWT CD62Lhigh 
CD25−CD4+ T cells expressing the MOG35-55–specific TCR 2D2 
and the CD45.1 allotypic marker into C57BL/6 mice and analyzed 
the development of EAE in recipient mice after immunization 
with MOG35–55 in the presence of CFA. The incidence and the clin-
ical scores of EAE were decreased in recipient mice that received 
Themis-TKO 2D2+CD4+ T cells in comparison to those in the con-
trol group (Fig.  6A). The cumulative scores and the maximum 
scores were also reduced in recipient mice injected with Themis-TKO 
2D2+CD4+ T cells (Fig. 6A), suggesting that THEMIS enhances the 
encephalitogenic potential of CD4+ T cells in this model. The num-
bers of CD45.1+CD4+ T cells infiltrating the brain and the spinal 
cord were decreased in recipient mice injected with Themis-TKO 
CD4+ T cells 14 days after immunization (Fig.  6B). However, 

Fig. 4. THEMIS enhances TH1 cell responses to foreign antigens. (A and B) Themis-TWT and Themis-TKO mice were 

immunized with the I-Ea peptide in the presence of CFA. Draining lymph nodes were collected after 9 days, and the 

isolated cells were stained with I-Ea–conjugated MHC tetramers. (A) Dot graphs represent the percentages of CD44hi 

among CD4+ T cells and the percentages of tetramer+ (Tetra+) cells among CD44hiCD4+ T cells as determined by flow 

cytometry. (B) Dot graphs represent the percentages of T-BET+ cells and RORgt+ cells among tetramer+ cells as deter-

mined by flow cytometry analysis after intracytoplasmic staining. (C) On day 9 after immunization, cells from the 

draining lymph nodes of the indicated mice were restimulated in vitro with the indicated concentrations of the I-Ea 

peptide. Curves represent the percentages of cells positive for IFN-g, IL-17, and TNF-a among the CD44hiCD4+ T cells as 

determined by flow cytometry analysis after intracytoplasmic staining. Data are means ± SEM and are representative 

of two (A and B) and three (C) independent experiments including five mice per group. Data were analyzed by un-

paired two-tailed Mann-Whitney t test (A and B) or multiple t test (C). *P < 0.05 and **P < 0.01.
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similar percentages of 2D2+ T cells out of total CD4+ T cells were 
recovered in those organs, suggesting that THEMIS promoted the 
migration of encephalitogenic 2D2+CD4+ T cells and may also have 
facilitated the migration of endogenous CD4+ T cells through by-
stander effects (Fig. 6B).

To analyze whether THEMIS regulated the activation and differ-
entiation of 2D2+ T cells, we performed a phenotypic analysis of 
lymph node CD45.1+CD4+ T cells before the onset of disease. The 
percentages and numbers of Themis-TKO CD45.1+CD4+ T cells re-
covered from the draining lymph nodes were decreased in compar-
ison to those in Themis-TWT control cells, suggesting that THEMIS 
might be important for the maintenance or the clonal expansion of 
2D2+ T cells (Fig. 6C). To examine whether THEMIS regulated the 

ability of CD4+ T cells to proliferate in 
response to MOG35–55 peptide, we in-
jected Themis-TKO and Themis-TWT 
2D2+CD45.1+ CD4+ T cells stained with 
CellTrace Violet (CTV) into C57BL/6 
mice and analyzed CTV staining in 
CD45.1+CD4+ T cells 3 days after immu-
nization. The absence of THEMIS had 
no detectable effect on the percentages of 
CTVlow and CTVvery-low CD45.1+CD4+ 
T cells, indicating that THEMIS was not 
required for the proliferation of antigen- 
specific T cells (Fig.  6D). Confirming 
this observation, the percentages of 2D2+ 
T cells expressing the cell division marker 
Ki-67 were not affected by THEMIS de-
ficiency (Fig. 6E). The expression of the 
TCR signaling sensor CD5 (19) was de-
creased in Themis-TKO CD45.1+CD4+ T 
cells compared to that in WT controls, 
indicating a positive effect of THEMIS 
on TCR signaling during CD4+ T cell 
activation (Fig. 6F). Although the per-
centages of CD45.1+CD4+ T cells ex-
pressing the IL-2Ra chain, CD25, were 
lower in the absence of THEMIS, the acti-
vation markers CD44 and programmed 
cell death protein 1 (PD-1) were expressed 
at similar amounts on Themis-TKO and 
Themis-TWT CD45.1+CD4+ T cells, in-
dicating that THEMIS deficiency did not 
lead to an overall defect in CD4+ T cell 
priming in this model (Fig. 6F). We next 
analyzed the expression of T-BET and 
RORgt in CD45.1+CD4+ T cells to de-
termine the effect of THEMIS on the 
generation of TH1 and TH17 cells. The 
percentages of CD45.1+CD4+ T cells ex-
pressing T-BET were decreased in the 
absence of THEMIS in comparison to 
those in control cells, whereas the ex-
pression of RORgt in CD45.1+CD4+ T 
cells was not affected by loss of THEMIS 
(Fig. 6G). The chemokine receptor CXCR3, 
whose expression is positively regulated 
by T-BET (20), was less abundant on 

Themis-TKO CD45.1+CD4+ T cells than on control cells (Fig. 6H).
We next examined the production of inflammatory cytokines by 

THEMIS-deficient, peripheral 2D2+CD4+ T cells in this model. To 
evaluate whether the strength of TCR stimulation could influence 
the effect mediated by THEMIS on CD4+ T cell responses, 2D2+ T 
cells were harvested from the lymph nodes 6 days after immuniza-
tion and restimulated in vitro with MOG35–55 or with a peptide 
corresponding to the neurofilament medium polypeptide epitope 
(NF-M15–35), which is also recognized by the 2D2 TCR but elicits a 
stronger stimulatory effect than that induced by MOG35–55 (21, 22). 
Contrasting again with previous results obtained after TCR stimu-
lation, the percentages of 2D2+CD44hi cells producing IFN-g were 
decreased in the absence of THEMIS in response to MOG35–55 and 

Fig. 5. THEMIS expression in CD4+ T cells is associated with an enhanced susceptibility of mice to the develop-

ment of EAE. (A) Themis-TWT (filled circles) and Themis-TKO (open circles) mice were immunized with 50 mg of the 

MOG35–55 peptide emulsified in CFA on day 0, and 200 ng of pertussis toxin was injected intravenously on days 0 and 

2. Incidence, clinical scores, maximum scores, and cumulative clinical scores were calculated over the indicated 

times. Data are representative of four independent experiments including a total of 22 or 23 mice per group. 

(B) Themisflox/flox (filled circles) and CD4-CreERT2–Themisflox/flox (open circles) mice were immunized with 200 mg of 

MOG35–55 peptide emulsified in CFA on day 0, and 200 ng of pertussis toxin was injected intravenously on days 0 and 

2. Incidence, clinical scores, maximum scores, and cumulative clinical scores were calculated over the indicated 

times. Data are representative of two independent experiments including a total of 10 to 12 mice per group. (C and 

D) Dot graphs represent the percentages and numbers of CD4+ (C) and CD8+ (D) T cells in the lymph nodes, brain, and 

spinal cord of Themisflox/flox and CD4-CreERT2–Themisflox/flox mice that were immunized with MOG35–55. Data are repre-

sentative two independent experiments, each including five to seven mice per group. Clinical scores and incidence 

were statistically analyzed by two-way ANOVA. An unpaired two-tailed Mann-Whitney t test was used for other anal-

ysis. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.
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NF-M15–35 stimulation (Fig. 7A). The production of GM-CSF was 
also decreased in Themis-TKO 2D2+CD44hi T cells but only when cells 
were stimulated with low concentrations of MOG35–55 
(Fig. 7B). In comparison, the absence of THEMIS had no detectable 
effect on the production of IL-17 by 2D2+CD44hi cells (Fig. 7C).

One discrepancy between the stimulation of naïve CD4+ T cells 
in vitro and the restimulation of effector CD4+ T cells ex vivo relies 

on the nature of the TCR stimulations, which are based on anti-CD3 
antibodies in vitro and on peptide presented by APCs ex vivo. To 
evaluate whether this could explain the difference between the data 
from our in vitro and in vivo experiments, we purified naïve CD4+ 
T cells expressing the 2D2 TCR from Themis-TKO and Themis-TWT 
mice and stimulated them with irradiated splenic cells in the pres-
ence of MOG35–55 or NF-M15–35 peptides under TH1-polarizing 

Fig. 6. THEMIS enhances the encephalitogenic poten-

tial of CD4+ T cells expressing the MOG35–55-specific 

2D2 TCR. (A to C) C57BL/6J mice (CD45.2+) were in-

jected intravenously with 2 × 105 naïve CD45.1+CD4+ T 

cells from 2D2–Themis-TWT or 2D2–Themis-TKO mice. The 

mice were then immunized on day 0 with 100 mg of 

MOG35–55 peptide emulsified in CFA and injected intra-

venously with 200 ng of pertussis toxin on days 0 and 

2. (A) Incidence, clinical scores, maximum scores, and 

cumulative clinical scores were calculated over the in-

dicated times. Data are representative of three inde-

pendent experiments including a total of 17 mice per 

group. (B and C) The percentages and numbers of 

CD45.1+ cells among CD4+ T cells in the brain and the 

spinal cord (B) and in the lymph nodes (C) on days 14 

and 6 after immunization, respectively, were determined. 

Data in (B) represent two independent experiments 

including a total of 12 mice per group. Data in (C) are 

representative of four independent experiments, each 

including n = 6 mice per group. (D) C57BL/6J mice 

(CD45.2+) were injected intravenously with 2 × 105 

CTV-stained naïve CD45.1+CD4+ T cells from 2D2– 

Themis-TWT (top) and 2D2–Themis-TKO (bottom) mice. Mice 

were then immunized with 100 mg of MOG35–55 pep-

tide emulsified in CFA on day 0 and injected intrave-

nously with 200 ng of pertussis toxin on days 0 and 2. 

Cell proliferation was analyzed on day 3 after immuni-

zation. Left: CD4 versus CTV staining on CD45.1+ cells 

as determined by flow cytometry. Right: The percent-

ages of divided and highly divided cells based on the 

gating strategy indicated in the contour plots. (E to H) 

C57BL/6j mice (CD45.2+) were injected intravenously 

with 2 × 105 naïve CD45.1+CD4+ T cells from 2D2– 

Themis-TWT or 2D2–Themis-TKO mice. The mice were 

then immunized on day 0 with 100 mg of MOG35–55 

peptide emulsified in CFA and injected intravenously 

with 200 ng of pertussis toxin on days 0 and 2. (E) Left: 

CD4 versus Ki-67 staining on CD45.1+ cells as deter-

mined by flow cytometry. Right: The percentages 

of Ki-67+ cells among the CD45.1+CD44hi cells. (F) 

The percentages of CD44hi and CD25+ cells among 

CD45.1+CD4+ T cells, as well as the MFI values of CD5 

and PD-1 on CD45.1+CD4+ T cells. (G) The percentages 

of CD45.1+CD4+ T cells expressing T-BET and RORgt as 

determined by flow cytometry. (H) The percentages of 

CD45.1+CD4+ T cells expressing cell surface CXCR3. 

For (D) to (H), data are representative of three to five 

independent experiments, each including five to 

seven mice per group. Clinical scores and incidence 

were statistically analyzed by two-way ANOVA. An 

unpaired two-tailed Mann-Whitney t test was used for 

the other analysis. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

and ****P < 0.0001.
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conditions. The ability of 2D2+ T cells to proliferate in response to 
MOG35–55 or NF-M15–35 was not affected by THEMIS deficiency 
(fig. S5A). Confirming previous data obtained with antibody-based 
stimulations, the percentages of 2D2+ T cells producing IFN-g and 
TNF-a were increased in the absence of THEMIS as compared to 
those in control cells (Fig. 7D and fig. S5B). The inhibitory effect of 
THEMIS on IFN-g production was mostly observed at high concen-
trations of peptides and seemed more pronounced with NF-M15–35 
than with MOG35–55, supporting the idea that THEMIS might be 
part of a negative feedback loop that is engaged upon strong TCR 
stimulation. The abundance of T-BET was comparable in Themis-TKO 
and Themis-TWT CD4+ T cells (fig. S5C). Last, the absence of 
THEMIS did not significantly affect the percentages of 2D2+ cells 
producing IL-17 when cells were polarized in TH17 conditions (fig. 
S5D). These results indicate that THEMIS exerts dual inhibitory 
and enhancing effects on CD4+ T cell responses and that the enhanc-
ing effects predominate in the physiological context of immune 
responses against self- and foreign antigens.

The analyses of cytokine secretion after immunization with 
MOG35–55 or I-Ea peptides were performed on effector CD4+ T cells. 
By contrast to naïve T cells, effector T cells express various inhibito-
ry receptors that are increased in abundance after T cell activation 
and engage SHP-1 and SHP-2 (23–26). Because THEMIS exerts an 
inhibitory effect on the phosphatase activities of SHP-1 and SHP-2 
(7), we hypothesized that THEMIS deficiency might lead to differ-
ent outcomes in naïve and effector CD4+ T cells and might enhance 
TH1 cell responses exclusively in effector cells by blocking the inhib-
itory function of those receptors. To investigate this possibility, we 
stimulated 2D2+ Themis-TKO and Themis-TWT naïve CD4+ T cells 
with anti-CD3 antibodies in polarized conditions to generate TH1 
effector cells. After a 24-hour resting period, the CD4+ T cells were 
restimulated by irradiated splenic cells incubated with MOG35–55 or 
NF-M15–35 in the presence of a TH1-polarizing milieu. In those con-
ditions, the percentages of cells producing IFN-g and the abundance 
of T-BET were increased after restimulation of Themis-TWT CD4+ 
T cells with NF-M15–35 peptide but were only modestly affected by 
restimulation with MOG35–55 (Fig. 7E and fig. S5E). The percentages 
of 2D2+ T cells producing IFN-g and the abundance of T-BET 
were decreased in the absence of THEMIS as compared to those in 
Themis-TWT control cells, resulting in similar outcomes to what we 
observed with effector T cells after immunization ex vivo (Fig. 7E 
and fig. S5E). Together, those results suggest that THEMIS stimulates 
TCR-independent signals in effector CD4+ T cells that overcome its 
inhibitory effect on TCR signaling and exerts a stimulatory effect on 
type 1 responses.

DISCUSSION

Nearly opposite functions have been assigned to THEMIS to ex-
plain its role in T cell development (8). Whereas in vitro studies of 
DP thymocytes suggest that THEMIS could prevent “misplaced” 
negative selection events by negatively regulating TCR signals elic-
ited by weak TCR stimulation (9), in vivo studies are indicative of 
an enhancing role of THEMIS on TCR signaling, which enables 
thymocytes to reach the threshold for positive selection and prevent 
death by neglect (7, 11). One potential interpretation to explain this 
discrepancy is that THEMIS may promote different outcomes ac-
cording to the context of stimulation, operating as a negative regu-
lator of T cell responses when TCR signals emanate exclusively 

A B C

D E

Fig. 7. THEMIS exerts opposing effects on IFN-g production in effector CD4+ 

T cells and in TH1-polarized cells stimulated with neuroantigens. (A to 

C) C57BL/6J mice (CD45.2+) were injected intravenously with 2 × 105 naïve 

CD45.1+CD4+ T cells from 2D2–Themis-TWT and 2D2–Themis-TKO mice. Mice were 

then immunized with 100 mg of MOG35–55 peptide emulsified in CFA. Cells were 

collected from the draining lymph nodes on day 6 after immunization and then 

stimulated with the indicated concentrations of MOG35–55 (top) and NF-M15–35 

(bottom). The percentages of CD45.1+CD44hiCD4+ T cells expressing IFN-g (Α), GM-

CSF (B), and IL-17 (C) were determined by flow cytometry analysis. Data are means ± 

SEM and are representative of five independent experiments, each including five 

mice per group. (D) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ T cells from 2D2–Themis-TWT and 

2D2–Themis-TKO mice were stimulated with the indicated concentrations of 

MOG35–55 and NF-M15–35 in the presence of irradiated splenocytes under TH1-polarizing 

conditions. The percentages of cells positive for IFN-g were determined by flow 

cytometry analysis after intracytoplasmic staining (left), and the amounts of IFN-g 

secreted by the cells were determined by ELISA (right). Data are means ± SEM and 

are representative of two independent experiments, each including three or four 

mice per group. (E) Naïve CD62LhiCD25−CD4+ T cells from 2D2–Themis-TWT and 

2D2–Themis-TKO mice were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies 

under TH1-polarizing conditions for 2 days. Cells were rested for 24 hours in the 

presence of IL-2 and restimulated with the indicated concentrations of MOG35–55 

(top) and NF-M15–35 (bottom) in the presence of irradiated splenocytes under 

TH1-polarizing conditions. The percentages of cells positive for IFN-g were deter-

mined by flow cytometry analysis after intracytoplasmic staining. Data are means ± 

SEM and are representative of two independent experiments, each including three 

or four mice per group. Data were analyzed by unpaired two-tailed Mann-Whitney 

t test. *P < 0.05 and **P < 0.01.
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from the TCR and as an enhancer of those responses when TCR 
signals integrate multiple regulatory inputs stimulated by addition-
al environmental stimuli. Biochemically speaking, THEMIS would 
operate similarly in both contexts, by repressing the phosphatase 
activities of SHP-1 and SHP-2, but the consequence of this effect 
might be different according to how these phosphatases are respec-
tively engaged by the TCR and by additional receptors, such as 
coinhibitory and cytokine receptors.

Accordingly, here, we showed that THEMIS deficiency led to 
nearly opposite consequences for CD4+ T cell responses according 
to the context of stimulation. THEMIS negatively regulated the pro-
duction of IFN-g and TNF-a when naïve CD4+ T cells were polar-
ized under TH1 conditions. The inhibitory effect of THEMIS was 
restricted to TH1 cell–mediated responses because the absence of 
THEMIS did not affect the priming of naïve CD4+ T cells nor their 
differentiation into TH2 and TH17 cells. The effect of THEMIS on 
TH1 cell responses was associated with a selective increase in the 
abundance of THEMIS in TH1 cells, supporting the idea that THEMIS 
operates as a specific regulator of type 1 responses. T-BET and EOMES 
were increased in expression normally in the absence of THEMIS 
after stimulation of naïve CD4+ T cells under TH1-polarizing condi-
tions, indicating that THEMIS regulates TH1 cell responsiveness to 
TCR stimulation rather than the ability of naïve CD4+ T cells to 
differentiate into this subset. Paralleling this relatively narrow mod-
ulatory effect of THEMIS on TH1 cell responses, we showed that 
THEMIS preferentially inhibited the phosphorylation of ERK1/2 
but had no detectable effect on the phosphorylation of p38 upon 
TCR stimulation or on the phosphorylation of STAT4 upon IL-12R 
stimulation. The effects of Erk2 conditional disruption in CD4+ T 
are relatively symmetrical to those observed in THEMIS-deficient 
CD4+ T cells, leading to a specific decrease in IFN-g production by 
polarized TH1 cells, which is associated with the absence of a detect-
able effect on T-BET and on TH2- or TH17-mediated responses 
(17), suggesting that the selective effect of THEMIS on TH1 cyto-
kine responses might also be the consequence of a targeted effect of 
THEMIS on ERK2 activity. Supporting this possibility, an inhibitor 
of ERK1/2 activation was less efficient at repressing IFN-g produc-
tion by THEMIS-deficient CD4+ T cells than it was at repressing 
IFN-g production by control CD4+ T cells. Note that the inhibition 
of ERK1/2 activation had no detectable effect on the production of 
TNF-a by TH1-polarized cells, suggesting that the regulatory effect 
of THEMIS on the production of this cytokine might be dependent 
on alternative signaling pathways.

Previous analyses of TCR signaling in Themis−/− thymocytes 
showed that THEMIS exerts uncoupled and dual outcomes on 
TCR-mediated signaling events by, on the one hand, repressing the 
phosphorylation of ERK1/2 induced by weak TCR stimulation 
(9, 11) and, on the other hand, by enhancing the activity of Vav1 
independently of the strength of TCR stimulation (11). The molecular 
explanation of this combined effect is not yet resolved but may rely 
on the type of SHPs that interact with THEMIS. THEMIS binds to 
and directly inhibits SHP-1 and SHP-2, with its inhibitory effect 
on SHP-2 being less pronounced than that on SHP-1 (7). SHP-1 
appears to have an exclusively inhibitory role in T cell signaling by 
dephosphorylating key positive regulators of TCR signaling, includ-
ing VAV1 (27–29). By contrast, SHP-2 has been ascribed both in-
hibitory and activating roles depending on the substrate and the 
context of its recruitment to the plasma membrane. Whereas SHP-
2 is described as a negative regulator of TCR- and CD28-mediated 

signaling events after its recruitment to the inhibitory receptor 
PD-1 (23, 30, 31), SHP-2 is associated with a positive function on 
TCR signaling when TCR signals do not integrate additional stimu-
latory inputs (32, 33). Inactivation of SHP-2 catalytic function in 
Jurkat cells (32) and conditional disruption of Ptpn11, the gene en-
coding SHP-2, in thymocytes (33) result in impaired TCR-induced 
ERK activation, suggesting that the repressing effect of THEMIS on 
ERK1/2 activity may be the consequence of the inhibitory effect of 
THEMIS on SHP-2 catalytic function and that, by contrast, the ac-
tivating effect of THEMIS on Vav1 may result from the inhibition 
of SHP-1.

The THEMIS-mediated inhibition of the phosphatase activity of 
SHP-1 is associated with the enhanced phosphorylation of SHP-
1  in THEMIS-deficient thymocytes, presumably due to reduced 
auto- or trans-dephosphorylation by SHP-1 (7, 9). We observed 
that THEMIS positively regulated the phosphorylation of SHP-2 in 
CD4+ T cells, supporting the possibility that THEMIS represses the 
phosphatase activity of SHP-2 in those cells and thereby inhibits 
TH1 cytokine responses. Although we also detected the decreased 
phosphorylation of SHP-1 in THEMIS-deficient CD4+ T cells, this 
was not associated with any detectable decrease in CD4+ T cell re-
sponses. This suggests that the functional outcomes resulting from 
THEMIS-mediated SHP-2 inhibition could be predominant over 
those resulting from SHP-1 inhibition in these settings. Although 
several reports identified an inhibitory function for SHP-1 in CD4+ 
T cell responses in vivo (34–37), the conditional deletion of Ptpn6, 
the gene encoding SHP-1, has a minimal effect on CD4+ T cell re-
sponses in vitro when TCR signals emanate exclusively from TCR 
crosslinking (35, 37, 38), suggesting that SHP-1 might operate more 
effectively when recruited to inhibitory receptors (23, 25, 39), which 
might enrich SHP-1 in the proximity of TCR signaling complexes 
or in the context of cytokine receptor signaling (35, 37, 40) rather 
than through negative feedback loops triggered by the TCR itself. 
This might explain why THEMIS-mediated positive effects on TCR 
signaling are not revealed in naïve T cells, which, in contrast to 
effector T cell subsets, express relatively low amounts of the inhibi-
tory receptors that recruit SHP-1 and SHP-2 (2).

We found that the effect of THEMIS on CD4+ T cell responses 
was nearly the opposite in vivo when mice were immunized with 
self- or foreign antigens. THEMIS exacerbated autoimmunity after 
immunization with a myelin-derived antigen and enhanced the en-
cephalitogenic potential of 2D2+CD4+ T cells. This was associated 
with a positive effect of THEMIS on the secretion of IFN-g and, to a 
lesser extent, on the secretion of GM-CSF by 2D2+CD4+ T cells. 
Similar to our in vitro findings, THEMIS did not substantially affect 
the molecular and cellular events associated with naïve CD4+ T cell 
priming or with the development of efficient TH17 cell responses. 
The presence of THEMIS was associated with an increased abun-
dance of T-BET in MOG- and I-Ea–specific CD4+ T cells, suggest-
ing that THEMIS might be important in vivo for the differentiation 
of naïve CD4+ T cells into type 1 effector cells in contrast to its se-
lective effect observed in vitro on TH1 cell responsiveness. T-BET is 
required to promote full pathogenic responses during the development 
of EAE (41, 42) and may operate, at least partly, by inducing the 
secretion of IFN-g, which promotes pathogenesis at the early phase 
of the disease (43, 44). The reduced susceptibility of THEMIS- 
deficient mice to develop EAE might thus result from the inef-
ficient increase in T-BET abundance, which may consequently affect 
the amount of IFN-g produced by encephalitogenic CD4+ T cells. 
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The absence of THEMIS was also associated with decreased num-
bers of encephalitogenic CD4+ T cells in the brain, suggesting that 
THEMIS might favor the migration of autoreactive CD4+ T cells into 
the CNS. T-BET is required for the optimal migration of CD4+ T cells 
to inflammatory sites by controlling the attachment of CD4+ T cells to 
P-selectin and by increasing the cell surface abundance of chemokine 
receptors, such as C-X-C motif chemokine receptor 3 (CXCR3) (20). 
Accordingly, the surface expression of CXCR3 was reduced in THEMIS- 
deficient CD4+ T cells, suggesting that THEMIS may enhance CD4+ 
T cell migration into the CNS through a T-BET–mediated process.

Together, our findings identify THEMIS as a positive regulator 
of type 1 responses in the context of immune responses to foreign 
antigen and CNS autoimmunity. The differentiation of naïve CD4+ 
T cells into distinct TH subsets is regulated not only by cytokine 
costimulation but also by the magnitude of TCR signaling events, 
which are contingent on antigen loads, on the affinity of the TCR 
for pMHC complex and on additional input signals that emanate 
from costimulatory and coinhibitory receptors. Several pieces of 
evidence suggest that stronger TCR signals are required for the dif-
ferentiation of naïve CD4+ T cells into the TH1 lineage than are re-
quired for differentiation into the TH2 lineage (45, 46), suggesting that 
THEMIS might operate in CD4+ T cells similarly as in thymocytes, by 
enabling the TCR signaling threshold required for the efficient devel-
opment of type 1 responses to be reached. Accordingly, the abundance 
of the TCR signaling sensor CD5 was reduced on antigen-specific 
CD4+ T cells after immunization with MOG35–55. Because opposite 
outcomes for THEMIS deficiency on TCR signaling were obtained 
in naïve CD4+ T cells in the context of TCR stimulation with anti- 
CD3 antibodies, this suggests that THEMIS might enhance TCR signals 
in vivo independently of the TCR itself, possibly by regulating recep-
tors found at the surface of effector cells that would recruit SHP-1 or 
SHP-2. Accordingly, the stimulation of predifferentiated, effector 
CD4+ T cells with APCs revealed a stimulatory function for THEMIS 
on type 1 cytokine responses, similar to those observed ex vivo after 
immunization. This possibility may explain why in vitro studies, which 
exclusively focused on isolated TCR stimulation, may have failed to 
identify THEMIS as a positive regulator of T cell responses.

MATERIALS AND METHODS

Mice
For the generation of Themis-TKO mice, embryonic stem cells from 
the European Conditional Mouse Mutagenesis ( EUCOMM) program 
(clone HEPD0712-6-H05) were used to generate Themisflox/flox mice 
in which the fourth exon of Themis was surrounded by two loxP sites. 
These mice were bred with hCD2-cre transgenic mice (www.jax.org/
strain/027406) in which the human Cd2 promoter directs the expres-
sion of the CRE recombinase at late stages of T cell development in 
mature CD4 and CD8 SP thymocytes. Themisflox/flox mice were also 
bred with CD4-CreERT2 transgenic mice, which contain a tamoxifen- 
inducible CRE under the control of the Cd4 promoter (www.jax.
org/strain/022356). Themis-TKO were crossed with transgenic mice 
expressing the 2D2 TCR (47). All the experiments were conducted 
with sex- and age-matched mice between 8 and 12 weeks old housed 
under specific pathogen–free conditions at the Institut national de 
la santé et de la recherche médicale (INSERM) animal facility (US-006; 
accreditation number A-31 55508 delivered by the French Ministry 
of Agriculture to perform experiments on live mice). All experimental 
protocols were approved by a ministry-approved ethics committee 

(CEEA-122) and followed the French and European regulations on 
care and protection of the laboratory animals (EC Directive 2010/63).

Antibodies
For CD4+ T cell purification, anti-B220 (RA3-6-B2), anti-CD11b 
(M1/70), anti–MHC class II (m5-114), anti-FcgRs (2.4G2), NK1.1 
(83PK136), anti-CD4 (GK1.5), anti-CD8 (SN-H59), and anti-CD25 
(PC61) monoclonal antibodies were generated in our laboratory. 
For stimulation and cell culture, anti-CD3e (145-2C11) and anti- 
CD28 (37.51) antibodies were from BioLegend. Recombinant mu-
rine IL-2, IL-12p70, IL-6, transforming growth factor–b (TGF-b), 
and IL-27 were from PeproTech. Neutralizing anti–IL-4 (BVD4-
1D11) and anti–IFN-g (XMG1.2) antibodies were from BD Biosciences. 
The MEK inhibitor U0126 was from Cell Signaling Technology. For 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) analysis, anti–IFN-g 
(AN-18), anti–IL-2 (JES6-1A12), anti–GM-CSF (MP1-22E9), and 
anti–IL-17 (TC11-18H10) capture antibodies and biotin anti–IFN-g 
(XMG 1.2), anti–IL-2 (JES6-SH4), anti–GM-CSF (MP1-31G6), and 
anti–IL-17 (TC11-8H4) detection antibodies were from BD Biosci-
ences. Anti–IL-13 (eBio13A) capture and biotin anti–IL-13 (eBio1316H) 
detection antibodies were from eBioscience. For immunoprecipita-
tions and Western blotting analysis, anti-THEMIS (06-1328) and 
anti-Rac (23A8) antibodies were from EMD Millipore. Anti-pERK 
(Thr202/Tyr204), anti–pSHP-1 (Tyr564), anti–pSHP-2 (Tyr580), and 
anti-pp38 MAPK (Thr180/Tyr182) antibodies were purchased from 
Cell Signaling Technology. Horseradish peroxidase–conjugated goat 
anti-rabbit and goat anti-mouse antibodies were from Santa Cruz 
Biotechnology. For cell sorting and flow cytometry analysis, anti- 
CD4 (RM 4-5), anti–GM-CSF (MP1-22E9), and anti–IL-10 (JES5-16E3) 
antibodies were from BioLegend; anti-CD8a (53-6.7), anti-TCRb 
(H57-597), anti-CD25 (PC61.5), anti-CD44 (IM7), anti-CD69 (H1.2F3), 
anti-EOMES (Dan11mag), anti–T-BET (4B10), anti–IL-13 (eBio13A), 
anti-RORgt (B2D), anti-FOXP3 (FJK-16 s), anti-CXCR3 (CXCR3-173), anti– 
PC-1 (J43), anti-IFNgR (2E2), anti-pSTAT4 (4LURPIE), and anti– 
granzyme B (NGZB) antibodies were from eBioscience. Anti-CD62L 
(MEL-14), anti–IFN-g (XMG1.2), anti–TNF-a (MP6-XT22), anti–IL-17 
(TC11-18H10), and anti–Ki-67 (B56) antibodies were from BD Bio-
sciences. Anti- CD45.1 (A20), anti-TCR Va3.2 (REA359), and anti- 
TCR Vb11(REA657) were from Miltenyi Biotec.

Flow cytometry and cell sorting
For flow cytometry analysis, single-cell suspensions from the thymus, 
spleen, or lymph nodes were incubated with diluted eBioscience 
Fixable Viability Dye eFluor 780 (Thermo Fisher Scientific) in 
phosphate-buffered saline (PBS), 1% fetal calf serum, and 2 mM 
EDTA before undergoing staining with fluorochrome-conjugated 
antibodies. Intracellular staining was performed with the FOXP3 
staining buffer kit (eBioscience) according to the manufacturer’s 
instructions before data acquisition on a BD LSR II flow cytometer 
and analysis with the FlowJo software. Purification of naïve CD62Lhi 
CD25−CD4+ and CD8+ T cells was performed by cell sorting with a 
FACSAria SORP (BD Biosciences).

Cell culture
For proliferation assays, naïve CD62LhiCD25−CD4+ T cells were 
labeled with 2 mM CTV (Life Technologies) for 15 min at 37°C 
and cultured in 96-well plates coated with varying concentra-
tions of anti-CD3 antibodies at a density of 1 × 106 cells/ml. The 
incorporation of CTV was measured by flow cytometry after 3 days 
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of culture. For polarization assays, naïve CD4+ T cells were stimu-
lated for 3 (TH1 and iTreg),4 (Tr1), or 5 days (TH2 and TH17) with 
the appropriate concentrations of anti-CD3 antibodies and with 
soluble anti- CD28 antibody (1 mg/ml) in the presence of the different 
cytokines and neutralizing antibody cocktails, such as, IL-12 (10 ng/
ml) and anti–IL-4 (10 mg/ml) for TH1 cells; IL-4 (20 ng/ml) and 
anti–IFN-g (6 mg/ml) for TH2 cells; IL-6 (20 ng/ml), TGF-b (2 ng/ml), 
anti–IFN-g (6 mg/ml), and anti–IL-4 (10 mg/ml) for TH17 cells; IL-27 
(50 ng/ml) for Tr1 cells; and TGF-b (0.25 ng/ml) and IL-2 (1 ng/ml) for iTreg 
cells. For the analysis of cytokine production by flow cytometry, cells 
were restimulated for 4 hours with phorbol 12-myristate 13-acetate 
(500 ng/ml), ionomycin (1 mg/ml), and GolgiPlug (1 mg/ml; BD Bio-
sciences). To analyze STAT4 phosphorylation, naïve CD4+ T cells 
were stimulated for 2 days with anti-CD3 (2 mg/ml) and anti-CD28 
(1 mg/ml) antibodies. Cells were rested in RPMI 1640  at 37°C over-
night and stimulated with the appropriate concentrations of IL-12 
at 37°C for 40 min. For in vitro stimulation of 2D2+CD4+ T cells, naïve 
CD62LhiCD25−CD4+ T cells from Themis-TWT and Themis-TKO mice 
expressing the 2D2 TCR were labeled with CTV and cultured in TH1- 
or TH17-polarizing conditions with MOG35–55 or NF-M15–35 (at 10 or 
50 mg/ml) in the presence of irradiated splenocytes from C57BL/6J 
mice (1 × 105 cells per well). For the in vitro analysis of effector cells, 
naïve CD62LhiCD25− CD4+ T cells from Themis-TWT and Themis-TKO 
mice expressing the 2D2 TCR were stimulated for 2 days in TH1- 
polarizing conditions with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. After a 
24-hour resting period in the presence of IL-2, the cells were restimulated 
with MOG35–55 or NF-M15–35 in the presence of irradiated splenocytes 
from C57BL/6J mice (4 × 105 cells per well).

Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzyme immunoassays were used to measure the concentrations of 
cytokines in cell culture medium. Briefly, 96-well plates were coated 
for 2 hours at 37°C with anti–IFN-g, anti–IL-13, anti–IL-17, or anti–
GM-CSF in 0.05 M carbonate buffer (pH 9.6). Culture medium or 
standards were incubated for 2 hours at 37°C. The plates were then 
incubated for 90 min with a secondary biotinylated antibody specif-
ic for each cytokine, which was followed by a 20-min incubation 
with streptavidin-conjugated alkaline phosphatase at 37°C. Last, 
plates were revealed by alkaline phosphatase substrate, and the ab-
sorbance was measured at 450 and 540 nm.

Immunization of mice with I-Ea peptide
Mice were immunized subcutaneously on each side at the base of 
the tail with 4 mg of peptide I-Ea (EAWGALANKAVDKA from 
GeneCust) in CFA (Sigma-Aldrich). CD4+ T cell populations from 
the draining lymph nodes were analyzed 9 days after immunization. 
For staining of antigen-specific cells, I-Ea–I-Ab tetramers were ob-
tained from the National Institutes of Health Tetramer core facility. 
Overall, cells at 1 × 108/ml were first stained at room temperature 
for 2 hours with an optimal concentration of tetramer. Cell staining 
for additional markers was then performed as described earlier. To 
measure cytokine production, 6 × 106 cells from the draining lymph 
nodes were stimulated with the appropriate concentration of the 
I-Ea peptide overnight and incubated with GolgiPlug for 90 min.

EAE model
For active EAE, Themis-TWT and Themis-TKO mice were immunized 
with 50 mg of MOG35–55 peptide (Covalab) emulsified with CFA 
containing Mycobacterium tuberculosis (1 mg/ml; Difco). Pertussis 

toxin (200 ng; List Biological Laboratories) was given through intrave-
nous injection on days 0 and 2 after immunization. CD4-CreERT2 –
Themisflox/flox mice were treated by oral gavage with 5 mg of tamoxifen 
for 3 days and rested for 2 weeks before immunization with 200 mg 
of MOG35–55 peptide emulsified with CFA containing M. tuberculosis 
(4 mg/ml). Pertussis toxin (200 ng) was given intravenously on days 
0 and 2 after immunization. Analysis of CD4+ and CD8+T cells in 
the lymph nodes, the brain, and the spinal cord was performed on 
day 28 after immunization. Clinical scores were evaluated blindly 
on a five-stage scale from 0 to 5. For active EAE after adoptive trans-
fer, naïve CD62LhiCD25−CD45.1+CD4+ T cells were purified from 
the lymph nodes and splenocytes of Themis-TWT and Themis-TKO 
mice expressing the 2D2 TCR. Cells (2 × 105) in PBS were injected 
intravenously into C57BL/6J mice (CD45.2+) 1 day before immuni-
zation with 100 mg of MOG35–55 peptide emulsified with CFA con-
taining M. tuberculosis (1 mg/ml). Analysis of CD45.1+CD4+ T cells 
in the brain and the spinal cord was performed on day 14 after im-
munization. For in vivo analysis of cell proliferation, 2D2+CD4+ 
T cells were stained with CTV and injected intravenously into 
C57BL/6J mice 1 day before immunization with MOG35–55 peptide. 
The dilution of CTV was evaluated on day 3 after immunization. 
The phenotype of the CD45.1+CD4+ T cells from the draining 
lymph nodes was analyzed by flow cytometry on day 6 after immu-
nization. For the analysis of cytokine production, 1 × 106 cells iso-
lated from the draining lymph nodes were cultured in the presence 
of MOG35–55 or NF-M15–35 peptides (10 and 50 mg/ml, respectively) 
for 2 days and then incubated with GolgiPlug (1 mg/ml) for 4 hours.

Western blotting analysis
To analyze TCR signaling, CD4+ T cells were resuspended at a density of 
1 × 107 cells per 50 ml and incubated at 37°C for 10 min before being 
stimulated. Antibody complexes were prepared at a 2× concentration 
before being used to stimulate cells at 37°C for 10 min with biotin- 
conjugated anti-CD3 and anti-CD4 antibodies mixed with equal concen-
trations of streptavidin. Cells were stimulated with 50 ml of antibody 
complexes (60 mg/ml) for the times indicated in the figure legends. Cell 
lysates were prepared by resuspension in 1 ml of ice-cold lysis buffer 
[10 mM tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 2 mM Na3VO4, 
5 mM NaF, 1 mM EDTA, and protease inhibitor tablets (Roche)] for 
20 min at 4°C. Lysates were cleared by centrifugation at 18,000g for 
15 min at 4°C. For Western blotting analysis, proteins were resolved 
by SDS–polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to poly-
vinylidene difluoride membranes according to standard protocols. 
Membranes were blocked with 5% milk in tris-buffered saline con-
taining Tween at 0.05% for 1 hour at room temperature before being 
incubated with primary antibodies at 4°C overnight. After washing, 
membranes were incubated with secondary antibodies for 1 hour at 
room temperature. Subsequently, membranes were incubated with en-
hanced chemiluminescence solution (Sigma-Aldrich) for 5 min in the 
dark, and luminescence was captured with a Bio-Rad XRS+ imager. 
Band intensities were quantified with Bio-Rad ImageLab software. 
Values from the quantitated bands were normalized for loading differ-
ences with Rac1 as a control. The intensity values at each time point 
were normalized to the highest intensity value obtained for WT controls 
in each individual experiment.

Statistical analysis
Data are presented as means ± SEM. Statistical analysis were per-
formed by unpaired t test. The Mann-Whitney t test was used for 
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nonparametric tests. For clinical score and incidence in EAE, a two-
way analysis of variance (ANOVA) method was used for calculating 
statistical differences. P values of <0.05 were considered statistically 
significant and are labeled as follows: *P  <  0.05, **P  <  0.01, 
***P < 0.001, and ****P < 0.001.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
www.science.org/doi/10.1126/scisignal.abl5343

Figs. S1 to S5

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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A selective LIS1 requirement for mitotic 

spindle assembly discriminates distinct 

T- cell division mechanisms within the T- 

cell lineage
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Valérie Duplan- Eche, Abdelhadi Saoudi, Nicolas Fazilleau, Renaud Lesourne*

Toulouse Institute for Infectious and Inflammatory Diseases (Infinity), INSERM 
UMR1291, CNRS UMR5051, University Toulouse III, Toulouse, France

Abstract The ability to proliferate is a common feature of most T- cell populations. However, 

proliferation follows different cell- cycle dynamics and is coupled to different functional outcomes 

according to T- cell subsets. Whether the mitotic machineries supporting these qualitatively distinct 

proliferative responses are identical remains unknown. Here, we show that disruption of the 

microtubule- associated protein LIS1 in mouse models leads to proliferative defects associated with 

a blockade of T- cell development after β-selection and of peripheral CD4+ T- cell expansion after 

antigen priming. In contrast, cell divisions in CD8+ T cells occurred independently of LIS1 following 

T- cell antigen receptor stimulation, although LIS1 was required for proliferation elicited by pharma-

cological activation. In thymocytes and CD4+ T cells, LIS1 deficiency did not affect signaling events 

leading to activation but led to an interruption of proliferation after the initial round of division and 

to p53- induced cell death. Proliferative defects resulted from a mitotic failure, characterized by the 

presence of extra- centrosomes and the formation of multipolar spindles, causing abnormal chro-

mosomes congression during metaphase and separation during telophase. LIS1 was required to 

stabilize dynein/dynactin complexes, which promote chromosome attachment to mitotic spindles 

and ensure centrosome integrity. Together, these results suggest that proliferative responses are 

supported by distinct mitotic machineries across T- cell subsets.

Editor's evaluation
This paper reports a fundamental finding that the requirement for the dynein binding protein, Lis1, 

is differentially required by different T cell lineages. The paper provides compelling evidence that 

the regulation of cell division and subsequent fate differs across T cell lineages. This work will be of 

interest to researchers focussed on T cell biology and mitosis.

Introduction
Proliferation enables the expansion, differentiation, and maintenance of T cells at different stages of 

their life cycle. It is required for the rapid growth of antigen- specific T cells, which is important for 

efficient control of infection. In this context, the initiation of cell division is primarily driven by signals 

triggered by the T- cell antigen receptor (TCR), which recognizes self or foreign peptides bound to the 

major histocompatibility complex (pMHC) at the surface of antigen- presenting cells (APCs). Prolifer-

ation is also important during T- cell development as it enables the expansion of immature CD4- CD8- 

thymocytes (referred to as double- negative [DN] thymocytes) that have successfully rearranged the 
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TCR β-chain and their differentiation into CD4+CD8+thymocytes (referred to as double- positive [DP] 

thymocytes) (Kreslavsky et  al., 2012; Pénit et  al., 1995). At these stages, proliferation is mainly 

driven by coordinated signaling events triggered by the pre- TCR and by the Notch receptor (Ciofani 

et al., 2004; Maillard et al., 2006). Slow proliferative events are also induced in peripheral T cells to 

maintain a functional and diversified pool of lymphocytes. Such homeostatic proliferation is triggered 

in response to TCR stimulation by self- pMHC ligands and to specific cytokines (Sprent and Surh, 

2011).

CD4+ T helper cells and CD8+ cytotoxic  T cells harbor different proliferative characteristics in 

response to TCR stimulation. CD4+ T cells require repeated TCR stimulation to efficiently divide and 

show a relatively restricted expansion rate following antigen priming, while CD8+ T cells divide rapidly 

after single TCR stimulation (Foulds et al., 2002; Seder and Ahmed, 2003). Cell division is associated 

to the acquisition of effector function in CD8+ T cells (Chang et al., 2007; Arsenio et al., 2014). 

The fate decision between the effector and memory lineages in CD8+ T cells has been proposed to 

occur as early as the first round of division through asymmetric divisions (Arsenio et al., 2014), which 

enables the unequal partitioning of cell fate determinants in daughter cells (Chang et al., 2007). The 

role of cell division in the acquisition of CD4+ T cells effector function has been controversial (Bird 

et  al., 1998; Ben- Sasson et  al., 2001). Asymmetric divisions were also reported in CD4+ T  cells 

(Chang et al., 2011; Nish et al., 2017), but the contribution of such processes to T helper lineage 

diversification, which primarily depends on cytokine stimuli, remains also debated (Cobbold et al., 

2018). Together, these findings suggest that different cell division dynamics and organization might 

govern proliferation in CD4+ and  CD8+ T  cells to ensure different functional outcomes. Whether 

the mitotic machinery supporting these qualitatively distinct proliferative responses are identical is 

unknown.

Lissencephaly gene 1 (LIS1, also known as PAFAHB1) is a dynein- binding protein that has important 

function during brain development (Markus et al., 2020). LIS1 is involved in the proliferation and 

migration of neural and hematopoietic stem cells (Yingling et al., 2008; Reiner and Sapir, 2013; 

Zimdahl et al., 2014). It binds to the motor protein complex dynein and regulates the dynamic of its 

interaction with microtubules (Markus et al., 2020; Yamada et al., 2008; Huang et al., 2012), as well 

as its ability to form active complex with the multimeric protein complex dynactin (Htet et al., 2020; 

Elshenawy et al., 2020; Wang et al., 2013). Those complexes are required for the long transport of 

cargos toward the minus end of microtubules (McKenney et al., 2014; Ayloo et al., 2014; Urnavicius 

et al., 2015; Schlager et al., 2014) and are important for a wide variety of cellular processes, including 

the accumulation of γ-tubulin at the centrosome (Young et al., 2000; Blagden and Glover, 2003) and 

the efficient formation of mitotic spindle poles during metaphases (Quintyne and Schroer, 2002). 

Recently, we identified LIS1 as a binding partner of the T- cell signaling protein THEMIS (Zvezdova 

et al., 2016; Garreau et al., 2017), which is important for thymocyte positive selection, suggesting 

that LIS1 could exhibit signaling function during T- cell development. LIS1 is required in several cellular 

models for chromosome congression and segregation during mitosis and for the establishment of 

mitotic spindle pole integrity (Moon et al., 2014). However, the impact of LIS1 deficiency on cell 

division varies according to cell types and stimulatory contexts. For example, LIS1 is essential to 

symmetric division of neuroepithelial stem cells prior neurogenesis, whereas LIS1 deficiency has a 

moderate impact on asymmetric division associated to the differentiation neuroepithelial stem cells in 

neural progenitors (Yingling et al., 2008). Previous studies also suggest that LIS1 is dispensable for 

the expansion of CD8+ T cells induced following antigen priming (Ngoi et al., 2016). Together, these 

findings suggest that LIS1 could have stage- or subset- specific effects on T- cell mitosis, which might 

discriminate distinct cellular outcomes.

Here, we selected LIS1 as a candidate molecule to explore whether T- cell proliferative responses 

could be supported by distinct mitotic machineries across different T- cell subsets, such as immature 

thymocytes as well as CD4+ and CD8+ T cells. Using different Cre- inducible models, we identified a 

selective LIS1 requirement for mitosis in thymocytes and peripheral CD4+ T cells following β-selec-

tion and antigen priming, respectively. In contrast, the disruption of LIS1 had little impact on CD8+ 

T cell proliferation mediated by the TCR. In thymocytes and CD4+ T cells, LIS1 deficiency led to a 

disruption of dynein–dynactin complexes, which was associated with a loss of centrosome integrity 

and with the formation of multipolar spindles. These mitotic abnormalities conducted to abnormal 

chromosomes congression and separation during metaphase and telophase, and to aneuploidy and 
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p53 upregulation upon cell division. Together, our results suggest that the mechanisms that support 

mitosis within the T- cell lineage could vary across T- cell subsets according to the functional outcomes 

to which they are coupled.

Results
Lis1 deficiency leads to an early block of T- and B-cell development
To evaluate the role of LIS1 during T- cell development, we conditionally disrupt Pafah1b1, the gene 

encoding LIS1, using a Cre recombinase transgene driven by the human cd2 promoter, which is upreg-

ulated in T- and B- cell progenitors (Greaves et al., 1989) (mouse line referred to hereafter as CD2- 

Lis1 cKO). As a control, Pafah1b1flox/flox mice (referred to as control mice) were used. Analysis of CD4 

and CD8 surface staining in the thymus shows that the loss of LIS1 in the Cd2- Cre model leads to a 

major block of thymocyte maturation at the transition from the DN stage to the DP stage, which is 

associated with a strong decrease in DP, CD4, and CD8 single- positive (SP) thymocytes numbers but 

normal numbers of DN thymocytes (Figure 1A). Numbers of peripheral CD4+ and CD8+ T cells were 

also dramatically decreased in CD2- Lis1 cKO mice compared to that in control mice (Figure 1—figure 

supplement 1A). Analysis of CD25 and CD44 surface staining on DN thymocytes showed that the 

numbers of DN4 (CD25- CD44-) thymocytes were strongly decreased in LIS1- deficient mice, whereas 

the numbers of DN3 (CD25+CD44-) and DN2 (CD25+CD44+) thymocytes were increased, pointing 

out a defect at the transition from the DN3 to the DN4 stages (Figure 1B). The percentages and 

numbers of thymocyte in each subset were comparable to control mice in Cd2- cre Pafah1b1flox/+ mice 

(referred to as CD2- Lis1 cKO- het), indicating that LIS1 hemi- zygote expression is sufficient to promote 

T- cell development (Figure 1—figure supplement 1B). Lower numbers of B cells were also detected 

in LIS1- deficient mice (Figure  1—figure supplement 1A). Analysis of B- cell development in the 

bone marrow indicates a strong decrease in the numbers of B220+CD19+ pro- B (IgM- c- kit+), pre- B 

(IgM- c- kit-), and immature B cells (IgM+c- kit-), whereas numbers of pre- pro- B cells (B220+CD19-) 

were normal, suggesting a defect of maturation of pre- pro- B cells into pro- B cells (Figure 1—figure 

supplement 1C). Together, these data indicate that LIS1 is essential for early stages of T- and B- cell 

development.

LIS1 is required for thymocyte proliferation after the β-selection 
checkpoint
One critical developmental step at the DN3 to DN4 transition is the formation of a functional TCR 

β chain, which associates with the pTα chain upon successful rearrangement to form the pre- TCR. 

Pre- TCR formation triggers signaling events, which lead to the upregulation of CD5 and, together 

with Notch and the IL- 7 receptor (IL- 7R) stimulation, to the initiation of several division cycles and to 

further maturation of thymocytes into DN4 thymocytes (Kreslavsky et al., 2012; Pénit et al., 1995; 

Maillard et al., 2006; Boudil et al., 2015; Azzam et al., 1998). The percentages of DN3 thymocytes 

that express the TCRβ chain and CD27, a cell surface maker of the β-selection checkpoint (Taghon 

et al., 2006), were lower in CD2- Lis1 cKO mice compared with those in control mice expressing LIS1, 

suggesting that LIS1 might be important for the rearrangement of the TCRβ chain and/or for the expan-

sion of cells that successfully rearranged the TCRβ chain (Figure 1C). The expression level of CD5 was 

slightly increased in CD2- Lis1 cKO DN3 thymocytes compared with that in control DN3 cells, whereas 

IL- 7R cell surface levels were not affected by LIS1 expression, suggesting that LIS1 was not required 

for functional pre- TCR assembly but rather for the expansion of DN3 thymocytes after the β-selec-

tion checkpoint (Figure 1D and E). Notch signaling leads to increased cell sizes of thymocyte after 

β-selection and to the upregulation of the transferrin receptor CD71 (Ciofani and Zúñiga- Pflücker, 

2005; Kelly et al., 2007). The loss of LIS1 did not affect these two parameters, suggesting that LIS1 

is dispensable for Notch- mediated signaling (Figure 1E). To evaluate whether LIS1 is important for 

the proliferation of DN3 thymocytes following the β-selection checkpoint, we quantified DN cells that 

have duplicated DNA copies prior and after the β-selection checkpoint. Thymocytes with duplicated 

DNA copies could not be detected prior the β-selection checkpoint in wild- type and LIS1- deficient 

mice (Figure 1F). Approximately 10% of thymocytes were in the G2/M phase of cell cycle after β-se-

lection in wild- type mice, whereas this proportion rose to 20% in LIS1- deficient mice, suggesting a 

possible failure of LIS1- deficient thymocytes to successfully complete division cycles (Figure 1F).
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Figure 1. LIS1 is required for T- cell development following the β-selection checkpoint. Phenotypic analyses of thymocytes from control and CD2- Lis1 

cKO mice. (A) Dot plots show CD4 versus CD8 surface staining on thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice. Histogram bars represent the 

numbers of thymocytes in each indicated subset from mice of the indicated genotype. Data are mean ± SD and represent a pool of four independent 

experiments each including n = 3–4 mice per group. (B) Dot plots show CD44 versus CD25 surface staining on CD4- CD8- [DN] thymocytes from control 

Figure 1 continued on next page
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To directly address this hypothesis, we analyzed the proliferation of DN3 thymocytes upon stimula-

tion with OP9- Dl1 cells, a bone marrow- derived stromal cell line that ectopically expresses the Notch 

ligand, Delta- like 1 (Dl1), and which induces efficient T- cell lymphopoiesis from the DN stages to the 

DP stage (Schmitt et al., 2004). We observed that the percentages of cells that proliferate in response 

to OP9- Dl1 stimulation were strongly decreased in the absence of LIS1 (Figure 2A). This was asso-

ciated with a failure of DN3 cells to effectively differentiate into CD25- CD44- DN4 cells (Figure 2B). 

The TCRβ chain and the receptor CD5 were upregulated normally after stimulation, indicating that 

the defect in proliferation was not the consequence of defects in early stimulatory signals required 

for proliferation and differentiation (Figure 2C). The loss of LIS1 also did not affect the expression of 

CD71 (Figure 2D) and Bcl- 2 (Figure 2E), which depends on Notch and IL- 7R signaling, respectively 

(Akashi et al., 1997; Maraskovsky et al., 1997), suggesting that LIS1 does not operate downstream 

of these receptors. By contrast, cell cycle analysis showed that the loss of LIS1 led to a strong accumu-

lation of cells at the G2/M stage, indicative of ineffective division processes after the DNA duplication 

phase (Figure 2F). Together, those results suggest that LIS1 controls cellular events that are required 

for the efficient division of thymocytes after the β-selection checkpoint.

LIS1 is required for TCR-mediated proliferation in CD4+ T cells
Previous studies suggested that LIS1- deficient CD4+ and CD8+ T cells fail to proliferate in response 

to cytokine- driven homeostatic signals but successfully divide in response to TCR cross- linking in 

vitro or following infection with a Listeria monocytogenes strain expressing ovalbumin (Ngoi et al., 

2016). Since the loss of LIS1 had such a strong impact on thymocyte proliferation following pre- TCR 

stimulation, we decided to compare the role of LIS1 in the proliferation of CD4+ and CD8+ T cells in 

response to TCR engagement.

To examine the role of LIS1 in peripheral T cells, we conditionally disrupt Pafah1b1 using a Cre 

recombinase transgene driven by the Cd4 promoter, which is upregulated at the DP stage after 

the proliferation step of DN3- DN4 thymocytes (mouse line referred to hereafter as CD4- Lis1 cKO). 

We observed that the loss of LIS1 at this stage of development did not affect the percentages and 

numbers of DN, DP, and SP thymocytes (Figure  3—figure supplement 1A). Normal numbers of 

mature TCRhiCD24low SP thymocytes were also generated in the absence of LIS1 (Figure 3—figure 

supplement 1B). The maturation of DP thymocytes into TCRhiCD4 SP thymocytes occurred also 

normally in CD4- Lis1 cKO mice expressing a fixed MHC class II–restricted αβ-TCR transgene (AND), 

suggesting that LIS1 is not essential for positive selection (Figure  3—figure supplement 1C). As 

previously reported in a similar conditional knockout model (Ngoi et al., 2016), the deletion of LIS1 

led to a dramatic decrease in peripheral CD4+ and CD8+ T cells numbers (Figure 3—figure supple-

ment 1D). This defect was previously imputed to a reduced ability of CD4+ and CD8+ T cells to 

proliferate in response to cytokine- driven homeostatic signals (Ngoi et al., 2016). In contrast, the 

and CD2- Lis1 cKO mice. Histogram bars represent the numbers of thymocytes in each indicated subset from mice of the indicated genotype. Data 

are mean ± SD and represent a pool of five independent experiments each including n = 4–5 mice per group. (C) Dot plots show CD27 versus TCRβ 

intracellular staining on DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice. Histogram bars represent the percentages of TCRβhiCD27hi thymocytes 

in DN3 thymocytes. Data are mean ± SD and represent a pool of two independent experiments each including n = 2–3 mice per group. (D) Dot plots 

show CD5 versus TCRβ intracellular staining on DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice. Histogram bars represent the percentages of 

TCRβhiCD5hi thymocytes in DN3 thymocytes and the MFI of TCRβ and CD5 in DN3 TCRβhiCD5hi thymocytes from mice of the indicated genotype. Data 

are mean ± SD and represent a pool of two independent experiments each including n = 3 mice per group. (E) Histogram graphs show IL- 7R, CD71 

surface staining and forward- scatter (FSC) on DN3 thymocytes expressing the TCRβ chain. Histogram bars represent the MFI of IL- 7R, CD71, and FSC 

in the indicated DN3 thymocytes subsets. Data are mean ± SD and represent a pool of two independent experiments each including n = 3 mice per 

group. (F) Histogram graphs show DNA intracellular staining on DN3 thymocytes from the indicated subsets. The percentages represent cells in the 

G2/M phase of cell cycle. Histogram bars represent the percentages of DN3 TCRβhiCD5hi thymocytes in the G2/M phase of cell cycle. Data are mean 

± SD and represent a pool of three independent experiments each including n = 1 mouse per group. Unpaired two- tailed Mann–Whitney t tests were 

performed for all analyses. **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure 1:

Source data 1. LIS1 is required for T- cell development following the β-selection checkpoint.

Figure supplement 1. LIS1 is required for B- cell development and is effective at single- gene dosage during T- cell development.

Figure supplement 1—source data 1. LIS1 is required for B- cell development and is effective at single- gene dosage during T- cell development.

Figure 1 continued
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Figure 2. LIS1 is required for the proliferation of immature thymocytes after the β-selection checkpoint. (A) CD5lo DN3 thymocytes from control and 

CD2- Lis1 cKO mice were stained with CellTrace violet (CTV) and stimulated with OP9- Dl1 cells for 48 or 72 hr. The histogram graph shows CTV dilution. 

Bar graphs represent the proliferation of cells determined by flow cytometry at 24, 48, and 72 hr after stimulation. Data are mean ± SD and represent 

3–7 independent experiments each including n = 1–2 pooled mice per group. (B) CD5lo DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice were 

stimulated with OP9- Dl1 cells for the indicated periods of time. Dot plots show CD44 versus CD25 surface staining on thymocytes from control and 

CD2- Lis1 cKO mice. Data are representative of three independent experiments each including n = 1–2 pooled mouse per group. (C) CD71lo DN3 

thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO were stimulated with OP9- Dl1 cells for 24 hr. Dot plots show CD5 versus TCRβ intracellular staining on 

thymocytes. Histogram bars represent the percentages of TCRβhiCD5hi thymocytes in DN3 thymocytes and the MFI CD5 in DN3 TCRβhiCD5hi thymocytes 

from mice of the indicated genotype. Data are mean ± SD and represent four independent experiments each including n = 1–2 pooled mice per 

group. (D) CD71lo DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice were stimulated with OP9- Dl1 cells for 48 hr. Dot plots show CD5 versus CD71 

staining on CTVhi thymocytes. Histogram bars represent the percentages of CD71hiCD5hi thymocytes in CTVlo DN3 thymocytes. Data are mean ± SD 

and represent four independent experiments each including n = 1–2 pooled mice per group. (E) CD71lo DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 

cKO mice were stimulated with OP9- Dl1 cells for 24 hr. The histogram graph shows BCL- 2 intracytoplasmic staining in TCRβloCD5lo and TCRβhiCD5hi 

thymocyte subsets. Histogram bars represent the MFI of BCL- 2 in the indicated DN3 thymocyte subsets. Data are mean ± SD and represent three 

independent experiments each including n = 1–2 pooled mice per group. (F) CD71lo DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice were 

stimulated with OP9- Dl1 cells for 48 hr. Histogram graphs show DNA intracellular staining on thymocytes from the indicated DN3 subsets. The indicated 

percentages represent cells in the G2/M phase of cell cycle. Histogram bars represent the percentages of DN3 TCRβhiCD5hi thymocytes in the G2/M 

phase of cell cycle. Data are mean ± SD and represent six independent experiments each including n = 1–2 pooled mice per group. (A) Unpaired two- 

tailed Welch t tests were performed. (C–E) Unpaired two- tailed Mann–Whitney t tests were performed. *p<0.05, **p<0.01.

Figure 2 continued on next page
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mono- allelic deletion of LIS1 in the Cd4- cre model (referred to as CD4- Lis1 cKO- het) did not affect 

the numbers of CD4+ and CD8+ T cells (Figure 3—figure supplement 1E), suggesting that reduced 

LIS1 dosage does not affect T- cell homeostasis.

We next evaluated the effect of LIS1 deficiency on the proliferation of CD4+ and CD8+ T cells 

following TCR stimulation. We observed that the percentages of proliferating CD4+ T  cells were 

strongly decreased in the absence of LIS1 following TCR stimulation (Figure 3A). The analysis of cell 

percentages in each division cycle showed that LIS1- deficient CD4+ T cells successfully performed the 

first cycle of division but failed to divide further and accumulated at this stage (Figure 3A). Similar 

results were obtained following stimulation with phorbol 12- myristate 13- acetate (PMA) and iono-

mycin, indicating that LIS1- dependent effects on CD4+ T- cell proliferation were not dependent on 

proximal TCR signaling events (Figure 3A). In contrast, monoallelic deletion of the LIS1 encoding 

gene did not affect the rate of proliferating CD4+ T cells following TCR stimulation (Figure 3—figure 

supplement 2A). Activation markers such as CD25 and CD69 were also upregulated normally in the 

absence of LIS1, indicating that more distal TCR signaling events were not affected by LIS1 deficiency 

(Figure 3B). Cell- cycle analysis show that CD4+ T cells with duplicated DNA copies accumulated in 

LIS1- deficient T cells compared with that in control cells following stimulation (Figure 3C). Contrasting 

with the strong effect observed on CD4+ T- cell proliferation, the loss of LIS1 had a rather modest 

impact on the total fraction of CD8+ T cells that proliferate in response to TCR cross- linking and on 

the fraction of cells that had successfully divided after the first division cycle (Figure 3D). The loss of 

LIS1 also did not result in the accumulation of CD8+ T cells with duplicated DNA copies (Figure 3C). 

LIS1 was not detected in cell extracts from both CD4+ and CD8+ T cells from CD4- Lis1 cKO mice, 

indicating that the mild impact of LIS1 on CD8+ T- cell proliferation was not the consequence of the 

remaining expression of LIS1 in this subset (Figure 3—figure supplement 2B). Also, the stimulation 

of CD8+ T cells with PMA and ionomycin led to an important decrease in the total fraction of prolif-

erating T cells, suggesting that cell divisions in CD8+ T cells are controlled by different mechanisms, 

which vary according to their LIS1 dependency based on the context of stimulation.

To determine whether LIS1 controls the proliferation of CD4+ T cells in response to antigen stim-

ulation in vivo, we crossed CD4- Lis1 cKO mice with transgenic mice expressing the allotypic marker 

CD45.1 and the class- II restricted OT2 TCR specific for the chicken ovalbumin 323–339 peptide. CD4+ 

T cells from OT2+CD4- Lis1 cKO and control mice were stained with CellTrace violet (CTV) and injected 

into C57Bl/6 mice expressing the allotypic marker CD45.2+. Mice were next immunized with oval-

bumin and CD45.1+CD4+T cells were analyzed in the spleen at days 2, 3, and 7 after immunization. 

The numbers of LIS1- deficient CD45.1+CD4 +T cells in the spleen were similar to those of control cells 

at day 2 after immunization, indicating that the loss of LIS1 did not affect the ability of CD4+ T cells to 

migrate into the spleen (Figure 3E). At this stage, the percentages of divided cells were very low and 

were not significantly different according to LIS1 expression. At day 3 after immunization, we observed 

a large fraction of divided control CD45.1+CD4+ T cells, with the majority of cells having completed 

more than two rounds of division (Figure 3E and F). By contrast, the fraction of divided cells was 

strongly decreased in the absence of LIS1 with almost a complete failure of those cells to engage 

more than one division cycle (Figure 3E and F). Numbers of LIS1- deficient CD4+CD45.1+ T cells were 

strongly decreased compared to control CD4+CD45.1+ T cells that express LIS1 (Figure 3E). Of note, 

the expression level of CD44 on undivided CD4+CD45.1+ T cells was similar whether or not LIS1 was 

expressed, suggesting that LIS1 was not required for CD4+ T- cell activation in vivo (Figure 3F). The 

loss of LIS1 also resulted in a marked decrease in the percentages and numbers of CD4+CD45.1+ 

T cells at day 7 after immunization (Figure 3—figure supplement 2C). Together, these results suggest 

that CD4+ and  CD8+ T  cells engage distinct cell division mechanisms upon antigen priming that 

diverge in their requirement for LIS1.

The online version of this article includes the following source data for figure 2:

Source data 1. LIS1 is required for the proliferation of immature thymocytes after the β-selection checkpoint.

Figure 2 continued
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Figure 3. LIS1 is required for the proliferation of CD4+ T cells in response to antigen stimulation. (A) CD4+ T cells from control and CD4- Lis1 cKO mice 

were stained with CellTrace violet (CTV) and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies or with phorbol 12- myristate 13- acetate (PMA) and 

ionomycin (P/I) for 72 hr. The histogram graphs show CTV dilution. Bar graphs represent the percentages of cells that divided at least one- time (Tot.) 

or that divided one, two, or three times (D1, D2, D3) as determined by flow cytometry at 72 hr after stimulation. Data are mean ± SD and represent five 

independent experiments each including n = 3 mice per group. (B) CD4+ T cells from control and CD4- Lis1 cKO mice were stimulated with anti- CD3 and 

anti- CD28 antibodies for 24 hr. Bar graphs represent the percentages of cells expressing CD25 and CD69 as determined by flow cytometry. Data are 

mean ± SD and represent two independent experiments each including n = 1–2 mice per group. (C) CD4+ and CD8+ T cells from control and CD4- Lis1 

cKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr. Histogram graphs show DNA intracellular staining on CD4+ and CD8+ 

T cells. The indicated percentages represent cells in the G2/M phase of cell cycle. Histogram bars represent the percentages of CD4+ and CD8+ T cells 

in the G2/M phase of cell cycle. Data are mean ± SD and represent two independent experiments each including n = 3 mice per group. (D) CD8+ T cells 

from control and CD4- Lis1 cKO mice were stained with CTV and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies or with PMA and ionomycin (P/I) 

for 72 hr. The histogram graph shows CTV dilution. Bar graphs represent the percentages of cells that divided at least one- time (Tot.) or that divided 

one, two,or three times (D1, D2, D3) as determined by flow cytometry at 72 hr after stimulation. (E, F) C57BL/6j mice (CD45.2+) were injected i.v. with 

Figure 3 continued on next page
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LIS1-dependent control of chromosome alignment during metaphase is 
required for effective mitosis
We next aimed to more precisely characterize the role of LIS1 during the division of CD4+ T cells. 

Our data suggest a block either at the G2 or the M phase of cell cycle in LIS1- deficient thymocytes 

and CD4+ T cells (Figure 1E, Figure 2E, and Figure 3C). We used image stream flow cytometry to 

discriminate cells with duplicated DNA copies that contain chromosomes (in M phase) from cells that 

have uncondensed DNA (in G2 phase). CD4- Lis1 cKO and control CD4+ T cells were stimulated for 

48 hr with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies and stained with DAPI. Analysis was next performed 

on cells with duplicated DNA copies. The Bright Detail Intensity (BDI) feature on the DAPI channel, 

which evaluates areas of peak fluorescence intensity after subtraction of background fluorescence, 

was selected for its ability to automatically discriminate cells in M and G2 phases, as illustrated in 

Figure 4A. The percentages of mitotic CD4+ T cells were increased in the absence of LIS1, suggesting 

that LIS1- deficient CD4+ T cells fail to complete mitosis. To determine more precisely the stage of 

mitosis at which this defect occurs, we analyzed whether LIS1 was required for cells to successfully 

reach metaphase. CD4- Lis1 cKO and control CD4+ T cells were stimulated for 48 hr with anti- CD3 

and anti- CD28 antibodies and synchronized with nocodazole for 18 hr prior treatment with MG132 

to induce metaphase arrest. The percentages of cells in metaphase were evaluated by image stream 

flow cytometry using the ‘Elongatedness’ parameter, which calculates the length to width ratios (L/W) 

on predefined DAPI masks. CD4+ T cells with L/W ratios superior to 1.5 show aligned chromosomes 

patterns representative of metaphase (Figure 4B). This analysis showed that the percentages of cells 

that successfully reached metaphase were strongly reduced in the absence of LIS1 (Figure 4B). To more 

precisely characterize mitotic events that could be affected by LIS1 deficiency, we next analyzed the 

course of mitosis in CD4- Lis1 cKO and control CD4+ T cells by time- lapse microscopy. We observed 

that both CD4- Lis1 cKO and control CD4+ T cells successfully condensated their DNA to form chro-

mosomes (Figure 4C, Videos 1–3). However, chromosomes remained disorganized in CD4- Lis1 cKO 

CD4+ T cells and failed to segregate rapidly after condensation compared with those in control cells 

(Figure 4C). At the final step of mitosis, LIS1- deficient CD4+ T cells either failed to divide (Figure 4C 

and D , Video 2) or divided with an apparent unequal repartition of chromosomes in daughter cells 

(Figure 4C and D, Video 3), which was associated with the formation of multiple nuclei or multilobed 

nuclei (Figure 4C, Video 2). Confirming the observations based on time- lapse microscopy, quantita-

tive analysis on G2 cells selected by image stream showed that the percentages of cells with multiple 

nuclei were strongly increased in the absence of LIS1 (Figure 4E).

The abnormal repartition of chromosomes in daughter cells, so called aneuploidy, is generally 

associated with the upregulation of the tumor suppressor p53, which contributes to eliminate cells 

through apoptotic processes prior the emergence of possible oncogenic transformation (Kasten-

huber and Lowe, 2017). To determine whether impaired mitosis associated to LIS1 deficiency leads 

to apoptosis, we analyzed the percentages of apoptotic cells in undivided and divided peripheral 

CD4+ T cells following stimulation with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr. We observed 

that the loss of LIS1 was associated with increased frequency of apoptotic cells among divided cells, 

CTV- stained CD45.1+CD4+ T cells from OT2 and OT2 CD4- Lis1 cKO mice. Mice were then immunized with ovalbumin emulsified in RIBI. Proliferation of 

CD45.1+CD4+T cells was analyzed at days 2 and 3 after immunization. (E) Bar graphs represent the proliferation and numbers of CD45.1+CD4+T cells 

as determined by flow cytometry at days 2 and 3 after immunization. Data are mean ± SD and are representative of one experiment out of two 

independent experiments each including n = 5 mice per group. (F) The histogram graph shows CTV dilution in CD45.1+CD4+T cells at day 3 after 

immunization. Histograms overlay shows CD44 surface staining on undivided CD45.1+CD4+T cells at day 3 after immunization. Data are representative 

of one experiment out of two independent experiments each including n = 5 mice per group. Unpaired two- tailed Mann–Whitney t tests were 

performed for all analyses. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure 3:

Source data 1. LIS1 is required for the proliferation of CD4+ T cells in response to antigen stimulation.

Figure supplement 1. Normal T- cell development in CD4- Lis1 cKO mice.

Figure supplement 1—source data 1. Normal T- cell development in CD4- Lis1 cKO mice.

Figure supplement 2. Effect of LIS1 haploid and diploid deficiency on CD4+ T- cell proliferation and expansion.

Figure supplement 2—source data 1. Effect of LIS1 haploid and diploid deficiency on CD4+ T- cell proliferation and expansion.

Figure 3 continued
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Figure 4. Dysfunctional chromosome alignment in LIS1- deficient CD4+ T cells leads to abortive mitosis and aneuploidy. (A) CD4+ T cells from control 

and CD4- Lis1 cKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr. Histogram graphs represent the Bright Detail Intensity 

(BDI) feature on CD4+ T cells in the G2/M phase as determined by image stream flow cytometry. Numbers represent the percentages of cells in mitosis 

according to the BDI feature. Images represent DAPI staining in BDIlow and BDIhi control CD4+ T cells. Bar graphs represent the percentages of cells 

Figure 4 continued on next page
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but had no significant effect on apoptosis in activated CD25+ undivided cells (Figure 5A). Analysis 

of p53 expression prior the initial cycle of division at 24 hr showed comparable expression level of 

p53 between wild- type and LIS1- deficient cells, whereas p53 expression was dramatically increased 

in LIS1- deficient CD4+ T cells compared with that in control cells after the initial division cycles at 

48 hr (Figure 5B). In comparison, the abundance of p53 after 48 hr of stimulation was comparable in 

wild- type and LIS1- deficient CD8+ T cells, supporting that the loss of LIS1 has a modest impact on 

cell division in the CD8+ lineage (Figure 5B). Analysis was next performed on DN3 thymocytes stim-

ulated with OP9- Dl1 cells and led to a similar increase in apoptosis exclusively in divided thymocytes 

from LIS1- deficient mice (Figure 5C). The expression level of p53 was also strongly increased in total 

LIS1- deficient DN3 thymocytes compared with that in wild- type DN3 cells (Figure 5D). Altogether, 

those results indicate that the loss of LIS1 results in a defective chromosomes congression and sepa-

ration during metaphase, which leads to aneuploidy, the upregulation of p53, and the development 

of apoptotic program.

in mitosis (M) out of cells in the G2/M phase (n = 30,000 cells). Data are mean ± SD and represent three independent experiments each including 

n = 1 mouse per group. (B) CD4+ T cells from control and CD4- Lis1 cKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 24 hr, 

synchronized with nocodazole for 18 hr and incubated with MG132 for 3 hr to induce metaphase arrest. Histogram graphs represent the Elongatedness 

feature on CD4+ T cells in the M phase as determined by image stream flow cytometry. Numbers represent the percentages of cells in metaphase 

according to Elongatedness feature (n = 30,000 cells). Images represent DAPI staining in Elongatednesslow and Elongatednesshi control CD4+ T cells. 

Bar graphs represent the percentages of cells in metaphase out of cells in the M phase. Data are mean ± SD and represent three independent 

experiments each including n = 1 mouse per group. (C) Time- lapse microscopy analysis of cell division in CD4+ T cells from control and CD4- Lis1 cKO 

mice stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies. Images represent DNA staining on CD4+ T cells at the indicated times (hours:minutes). White 

arrows represent cells with uncondensed DNA. Red arrows represent the same cells after chromosomes formation. The top red arrows in the CD4- Lis1 

cKO panel are representative of abortive mitosis. The bottom red arrows in the CD4- Lis1 cKO panel are representative of mitosis leading to aneuploidy. 

Bar graphs represent the time of mitosis per cell. Data are mean ± SD and represent three independent experiments each including n = 1 mouse 

per group. (D) Mitosis outcomes in control and CD4- Lis1 cKO CD4+ T cells stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies. Numbers represent 

percentages in the different section out of a total of n = 62–64 mitosis analyzed. Data represent three independent experiments each including n = 

1 mouse per group. (E) CD4+ T cells from control and CD4- Lis1 cKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr. Cells in 

G2 phase were analyzed by image stream flow cytometry. Cells stained with DAPI and bright- field (BF) images are represented. Bar graphs represent 

the percentages of cells with multilobed nuclei (n = 400 cells). Data are mean ± SD and represent three independent experiments each including n = 

1 mouse per group. (A, B) Unpaired two- tailed Welch t tests were performed. (C) Unpaired two- tailed Mann–Whitney t test was performed. *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

The online version of this article includes the following source data for figure 4:

Source data 1. Dysfunctional chromosome alignment in LIS1- deficient CD4+ T cells leads to abortive mitosis and aneuploidy.

Figure 4 continued

Video 1. Time- lapse microscopy of mitosis in wild- type 

CD4+ T cells. Time- lapse microscopy analysis of mitosis 

in CD4+ T cells from wild- type mice stimulated with 

anti- CD3 and anti- CD28 antibodies. Videos represent 

DNA staining (right panel) and bright field (left panel) 

on CD4+ T cells.

https://elifesciences.org/articles/80277/figures#video1

Video 2. Time- lapse microscopy of abortive mitosis 

in Lis1- deficient CD4+ T cells. Time- lapse microscopy 

analysis of mitosis in CD4+ T cells from CD4- Lis1 

cKO mice stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 

antibodies. Videos represent DNA staining (right panel) 

and bright field (left panel) on CD4+ T cells.

https://elifesciences.org/articles/80277/figures#video2
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LIS1 controls mitotic spindle and 
centrosome integrity in CD4+ T 
cells by promoting the formation 
of dynein–dynactin complexes
Each spindle pole is normally established by 

one centrosome containing a pair of centrioles 

embedded in the pericentriolar material (PCM) 

containing γ-tubulin ring complexes (γ-TuRCs) 

from which microtubules nucleate. Centrosomes 

replicate once every cell cycle during the G1- S 

phase (Nigg and Stearns, 2011). Anomaly in 

centrosomes replication and PCM fragmentation 

may lead to the formation of extra- centrosomes 

that can be associated to the formation of multi-

polar spindles and to the unequal repartition of 

chromosomes (Holland and Cleveland, 2009; 

Maiato and Logarinho, 2014). Previous studies 

in embryonic fibroblast show that the loss of LIS1 

is associated with the formation of multipolar spindle due to the formation of extra- centrosomes 

(Moon et al., 2014). However, this defect is not systematically observed in the absence of LIS1. For 

instance, the loss of LIS1 in hematopoietic stem cells has a moderate effect on the integrity of the 

mitotic spindle but rather affects the spindle positioning during telophase, leading to increased rate 

of asymmetric divisions (Zimdahl et al., 2014).

To evaluate whether the loss of LIS1 could be associated with an aberrant number of centro-

somes or a loss of centrosome integrity prior the division of CD4+ T cells, we stimulated CTV- stained 

CD4+ T cells from CD4- Lis1 cKO and control mice with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr 

and FACS- sorted undivided CTVhi cells based on the forward- size- scattered parameter to discrimi-

nate unactivated (forward- scatter [FSC]lo) from activated (FSChi) cells. Cells were analyzed by confocal 

microscopy after γ-tubulin and DAPI staining. In the presence of LIS1, we observed that the vast 

majority of FSClo CD4+ T cells contained a single centrosome, whereas the majority FSChi cells had two 

centrosomes as expected from cells in mitosis (Figure 6A). In the absence of LIS1, more than 50% of 

mitotic FSChi CD4+ T cells had more than two centrosomes (Figure 6A). The loss of LIS1 did not affect 

centrosome copy numbers in unactivated CD4+ T cells (Figure 6A), indicating that LIS1 is engaged 

following TCR stimulation once the cell cycle has started, possibly at the stage of centrosome dupli-

cation. Some extra- centrosomes showed reduced accumulation of γ-tubulin compared with normal 

centrosomes in wild- type cells, suggesting that the loss of LIS1 leads to PCM fragmentation or to the 

loss of centrosome integrity rather than centrosome supernumerary duplication (Figure 6B). Analysis 

of γ- and α-tubulin stainings in LIS1- deficient CD4+ T cells show that these extra- centrosomes were 

‘active’ in that they could effectively nucleate microtubule fibers (Figure 6B). Multiple centrosomes 

were also observed in cells- sorted post-β-selection DN3 thymocytes (Figure  6C). Together, these 

results indicate that LIS1 is required for the formation of stable bipolar mitotic spindles upon division 

of thymocytes and CD4+T cells.

The biochemical basis by which LIS1 affects dynein function has been the focus of intense inves-

tigations yielding contradictory findings and divergent models (Markus et al., 2020). Evidence from 

early studies suggests that LIS1 might be acting as a ‘clutch’ that would prevent dynein’s ATPase 

domain from transmitting a detachment signal to its track- binding domain (Huang et  al., 2012). 

More recent in vitro investigations with recombinant proteins identify critical function for LIS1 in the 

assembly of active dynein–dynactin complexes (Htet et al., 2020; Elshenawy et al., 2020). To analyze 

whether the cellular defect observed in LIS1- deficient CD4+ T cells could be associated with defect 

in dynein–dynactin complex assembly, we compared the amount of p150Glued, a subunit of the 

dynactin complex, that co- immunoprecipitated with the intermediate chain of dynein (DIC) in CD4+ 

T cells isolated from CD4- Lis1 cKO and control mice (Reck- Peterson et al., 2018). The amount of 

p150Glued that co- immunoprecipitated with DIC was decreased in LIS1- deficient cells compared with 

wild- type controls (Figure 6D). Similar amount of the dynein heavy chain (DHC) was co- immunopre-

cipitated with the DIC in LIS1- deficient and wild- type cells (Figure 6D), indicating that the defect in 

Video 3. Time- lapse microscopy of mitosis with 

aneuploidy in Lis1- deficient CD4+ T cells. Time- lapse 

microscopy analysis of mitosis in CD4+ T cells from 

CD4- Lis1 cKO mice stimulated with anti- CD3 and anti- 

CD28 antibodies. Videos represent DNA staining (right 

panel) and bright field (left panel) on CD4+ T cells.

https://elifesciences.org/articles/80277/figures#video3
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DIC- p150Glued interaction was not due do ineffective assembly of the dynein complex itself. These 

results suggest that LIS1 controls the integrity of mitotic spindle pole assembly in peripheral CD4+ 

T cells by stabilizing the association between dynein and dynactin complexes.

Discussion
In this study, we identified a selective LIS1 requirement for mitosis in thymocytes and peripheral CD4+ 

T cells following β-selection and antigen priming, respectively. LIS1- dependent proliferation defects 

resulted in a block of early T- cell development and in a nearly complete lack of CD4+ T- cell expansion 

following activation. LIS1 deficiency in thymocytes and CD4+ T cells led to a disruption of dynein–

dynactin complexes, which was associated with a loss of centrosome integrity and with the formation 

of multipolar spindles. These mitotic abnormalities were in turn associated to abnormal chromosomes 

Figure 5. Proliferation leads to p53 upregulation and apoptosis in LIS1- deficient thymocytes and CD4+ T cells. (A) CD4+ T cells from control and CD4- 

Lis1 cKO mice were stained with CellTrace violet (CTV) and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 48 hr. The histogram graphs show 

annexin- 5 staining on CTVhi (top panel) and CTVlow (bottom panel) CD25+CD4+T cells. Bar graphs represent the percentages of annexin5+ cells in the 

indicated subsets. Data are mean ± SD and represent two independent experiments each including n = 1–2 mice per group. (B) Total CD4+ and CD8+ 

T cells from control and CD4- Lis1 cKO mice were stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for the indicated times. Total cytoplasmic extracts 

of the cells were then analyzed by Western blotting with antibodies against p53, Rac1, and GAPDH, the loading controls. Data are representative of two 

independent experiments. (C) CD5lo DN3 thymocytes from control and CD2- Lis1 cKO mice were stained with CTV and stimulated with OP9- Dl1 cells 

for 48 hr. The histogram graphs show annexin- 5 staining on CTVhi (top panel) and CTVlow (bottom panel) CD5hiCD4+ T cells. Bar graphs represent the 

percentages of annexin5+ cells in the indicated subsets. Data are mean ± SD and represent two independent experiments each including n = 2 mice 

per group. (D) Total cytoplasmic extracts of the DN thymocytes were analyzed by Western blotting with antibodies against p53 and Rac1, the loading 

control. Data are representative of two independent experiments. Unpaired two- tailed Welch t tests were performed in (A, C). *p<0.05; ***p<0.001.

The online version of this article includes the following source data for figure 5:

Source data 1. Proliferation leads to p53 upregulation and apoptosis in LIS1- deficient thymocytes and CD4+ T cells.
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Figure 6. Impaired formation of dynein/dynactin complexes is associated with the loss of centrosome integrity and 

the formation of multipolar spindles in LIS- 1- deficient thymocytes and CD4+ T cells. (A) CD4+ T cells from control 

and CD4- Lis1 cKO mice were stained with CellTrace violet (CTV) and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 

antibodies for 48 hr. Images represent maximum intensity projection of γ-tubulin and DAPI staining on undivided 

Figure 6 continued on next page
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reorganization during metaphase and telophase and to aneuploidy and p53 upregulation upon cell 

division. Importantly, whereas LIS1 deficiency led to a strong block of CD8+ T- cell proliferation upon 

PMA and ionomycin stimulation, it had a very little effect, if any, on the proliferation of CD8+ T cells 

following TCR engagement, suggesting that the mitotic machinery that orchestrates mitosis in CD8+ 

T cells upon TCR stimulation is different from that engaged in thymocytes and peripheral CD4+ T cells 

upon pre- TCR and TCR engagement.

LIS1 was shown to be dispensable for the proliferation of antigen- specific CD8+ T cell following 

infection with L. monocytogenes (Ngoi et al., 2016), supporting the data that we report here in CD8+ 

T cells following TCR stimulation. Comparable cell type- specific effects of LIS1 on proliferation have 

been described at early stages of neurogenesis and hematopoiesis (Yingling et al., 2008; Zimdahl 

et  al., 2014). The loss of LIS1 in neuroepithelial stem cells leads to mitotic arrest and apoptosis 

upon symmetrical division events associated to progenitor cell maintenance, whereas it has only a 

moderate effect on asymmetrical division associated with neurogenesis, suggesting that symmetric 

division might be more LIS1- sensitive than asymmetric division (Yingling et al., 2008). Accordingly, 

LIS1 deficiency leads to a dramatic decrease in proliferation when CD8+ T cells are stimulated with 

soluble ligands such as cytokines and PMA/ionomycin, which favor symmetric division (Ngoi et al., 

2016). This suggests that the different sensitivity of CD4+ and CD8+ T cells to LIS1 deficiency upon 

cell division is not simply the consequence of a preferential use of LIS1 in CD4+ T cells but rather the 

consequence of different mitotic organizations in CD4+ and CD8+ T cells in the context of polar-

ized cell stimulations, which might exhibit different requirement for LIS1. This raises the question of 

whether CD4+ T cells would be more prone to symmetric divisions than CD8+ T cells. Theoretically, 

the experimental settings that we used in this study might not be optimal for eliciting asymmetric cell 

division since we stimulated T cells with anti- CD3 and anti- CD28 in the absence of ICAM- 1, which is 

required for asymmetric cell divisions to occur in the context of APC stimulation (Chang et al., 2007). 

However, the rate of asymmetric cell divisions might be less influenced by ICAM- 1 stimulation in 

conditions where plate- bound stimulations with antibodies are used (Jung et al., 2014). Asymmetric 

cell divisions have been detected in CD4+ T cells after the first antigen encounter (Chang et al., 

2007), but it is unknown whether these divisions occur systematically or whether they occur with 

variable frequencies that could be context- dependent. It is also unclear whether CD4+ and CD8+ 

T cells have similar rates of asymmetric division since the literature lacks quantitative studies in which 

cellular events associated with mitosis would be investigated side- by- side in those two subsets. The 

repartition of the transcription factor T- bet in daughter cells was compared in one study by flow 

cytometry in CD4+ and CD8+ T cells after a first round of cell division (Chang et al., 2011). The 

authors showed that T- bet segregates unequally in daughter cells in both CD4+ and CD8+ T cells. 

However, the disparity of T- bet between daughter cells was higher in CD8+ T cells compared with that 

in CD4+ T cells (five- versus threefold), suggesting that cell- fate determinants are either more equally 

FSClo (top panel) and FSChi (bottom panel) CD4+ T cells. Bar graphs represent the percentages of cells with the 

indicated number of centrosome in total cells (top graph) or in mitotic cells (bottom graph). Data represent one 

experiment out of two independent experiments with n = 30–50 cells analyzed per group. (B) CD4+ T cells from 

control and CD4- Lis1 cKO mice were stained with CTV and stimulated with anti- CD3 and anti- CD28 antibodies for 

48 hr. Images represent maximum intensity projection of γ-tubulin and α-tubulin staining on undivided FSChi CD4+ 

T cells. Bar graphs represent the size of the pericentriolar region (PCM) based on γ-tubulin staining in mitotic 

cells with the indicated number of centrosomes. Data represent three experiments with n = 16–54 centrosomes 

analyzed per group. (C) Images represent maximum intensity projection of γ-tubulin and DAPI staining CD5hi 

DN3 thymocytes. Bar graphs represent the percentages of cells with the indicated number of centrosomes in 

mitotic cells. Data represent one experiment out of two independent experiments with n = 30–50 cells analyzed 

per group. (D) CD4+ T cell extracts from control and CD4- Lis1 cKO mice were subjected to immunoprecipitation 

(IP) with antibodies specific of the intermediate chain of dynein (DIC) or with an IgG2b isotype control and then 

analyzed by Western blotting with antibodies specific of the indicated proteins (dynein heavy chain [DHC]). Data 

represent one experiment out of two independent experiments. Unpaired two- tailed Mann–Whitney t test was 

performed. ****p<0.0001.

The online version of this article includes the following source data for figure 6:

Source data 1. Impaired formation of dynein/dynactin complexes is associated with the loss of centrosome 

integrity and the formation of multipolar spindles in LIS- 1 deficient thymocytes and CD4+ T cells.

Figure 6 continued
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(or less unequally) distributed in daughter cells from the CD4+ lineage or that the rate of symmetric 

divisions is higher in CD4+ T cells than in the CD8+ T cells. More extensive analysis would be required 

to precisely quantify the rate of symmetric and asymmetric cell divisions in CD4+ and CD8+ T cells in 

the context of APC stimulation.

Mechanistically, we show that LIS1 is important in CD4+ T cells to stabilize the interaction of the 

microtubule- associated motor protein dynein with the dynactin complex, which facilitates the binding 

of dynein to cargos and promotes thereby their transport along microtubule fibers. This is in agree-

ment with recent in vitro studies showing that LIS1 is required for the efficient assembly of active 

dynein–dynactin complexes (Htet et al., 2020; Elshenawy et al., 2020). Given the pleiotropic role of 

the dynein–dynactin complexes during mitosis, several scenarios could possibly explain the defect of 

proliferation observed in thymocytes and peripheral CD4+ T cells. Two nonexclusive scenarios seem 

the most likely to us. A first scenario is that the loss of LIS1 leads to an inefficient attachment of the 

chromosome kinetochores to dynein, leading to metaphase delay and possibly asynchronous chro-

matid separation, a phenomenon called ‘cohesion fatigue,’ which leads to centriole separation and the 

formation of multipolar spindles (Daum et al., 2011). This possibility is supported by studies showing 

that LIS1 is localized to the kinetochores in fibroblasts and is required for the normal alignment of 

chromosomes during metaphases (Moon et al., 2014; Faulkner et al., 2000) and for targeting the 

dynein complex to kinetochore (Moon et al., 2014). A second possibility is that the absence of LIS1 

leads to the fragmentation of the PCM, which is associated with the formation of multipolar spindles 

and the erroneous merotelic kinetochore- microtubule attachments (a single kinetochore attached to 

microtubules oriented to more than one spindle pole), which can cause chromosomal instability in 

cells that ultimately undergo bipolar division (Cimini et al., 2001). This is supported by the fact that 

several PCM components are transported toward centrosomes along microtubules by the dynein–

dynactin motor complex (Bärenz et al., 2011; Dammermann and Merdes, 2002) and that the deple-

tion of multiple pericentriolar proteins results in PCM fragmentation, which subsequently generates 

multipolar spindles (Dammermann and Merdes, 2002; Krauss et al., 2008; Kim and Rhee, 2011).

We previously identified LIS1 as a binding partner of the signaling protein THEMIS in thymocytes 

and confirmed this interaction through yeast two- hybrid approaches (Zvezdova et al., 2016; Garreau 

et al., 2017). THEMIS enhances positive selection in thymocytes (Fu et al., 2009; Lesourne et al., 

2009; Johnson et al., 2009) and is important for the maintenance of peripheral CD8+ T cells by stim-

ulating cytokine- driven signals leading to homeostatic proliferation (Brzostek et al., 2020). Although 

LIS1 deficiency does not modulate the efficiency of thymocyte- positive selection, the loss of LIS1 is 

associated with a strong defect of peripheral T- cell proliferation in response to IL- 2 and IL- 15 stimu-

lation (Ngoi et al., 2016). THEMIS and LIS1 deficiencies both lead to severely compromised CD8+ 

T- cell proliferation following transfer in lymphopenic hosts (Ngoi et al., 2016; Brzostek et al., 2020). 

Although this defect was attributed to stimulatory function of THEMIS on IL- 2- and IL- 15- mediated 

signaling, we cannot rule out the possibility that THEMIS would play a more direct role in cell cycle by 

controlling LIS1- mediated events. THEMIS operates by repressing the tyrosine phosphatase activity 

of SHP- 1 and SHP- 2, which are key regulatory proteins of TCR signaling (Choi et al., 2017). Gain- of- 

function mutations of SHP- 2 in mouse embryonic fibroblast and leukemia cells lead to centrosome 

amplification and aberrant mitosis with misaligned chromosomes (Liu et al., 2016). Thus, the hyper 

activation of SHP- 2 resulting from THEMIS deficiency may lead to cellular defects similar to those 

observed in LIS1- deficient T cells. An interesting perspective to this work would be to investigate 

further whether the loss of THEMIS in CD8+ T cells would lead to similar mitotic defects to those 

observed in LIS1- deficient thymocytes and CD4+ T cells upon TCR stimulation.

The fact that LIS1 deficiency increases the frequency of aneuploidy and leads to the upregulation 

of p53 expression suggests that defects affecting LIS1 expression or function could favor oncogenic 

transformation in lymphoid cells. LIS1 is necessary for the extensive growth of tumor cells in some 

cancer models. The genetic disruption of LIS1 in hematopoietic stem cells blocks the propagation of 

myeloid leukemia (Zimdahl et al., 2014). However, several evidence suggests also that the alteration 

of LIS1 expression could contribute to the carcinogenesis of several cancers such as hepatocellular 

carcinoma (Li et al., 2018; Xing et al., 2011), neuroblastoma (Messi et al., 2008), glioma (Suzuki 

et al., 2007), and cholangiocarcinoma (Yang et al., 2014). Thus, although a minimal expression level 

of LIS1 might be mandatory for extensive tumor growth, partial deficiencies in LIS1 might favor onco-

genic transformation. Although monoallelic deficiency of LIS1 did not detectably affect CD4+ T- cell 
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proliferation in vitro, the partial loss of LIS1 function may enhance the risk of aneuploidy- driven cancer 

in a tumor- suppressor- failing context. This could be relevant in humans since genetic variants on 

Pafah1b1 have been associated with a higher risk of developing acute myeloid leukemia (Cao et al., 

2017).

Materials and methods

 Continued on next page

Key resources table 

Reagent type (species) 
or resource Designation Source or reference Identifiers Additional information

Genetic reagent
(Mus musculus) 129S- Pafah1b1tm2Awb/J Jackson Laboratories

Strain #:008002;
RRID:IMSR_
JAX:008002

This stain was provided by Dr. Deanna S. Smith 
(University of South Carolina, Columbia, USA)

Genetic reagent
(Mus. musculus) B6.Cg- Tg(CD2- icre)4Kio/J Jackson Laboratories

Strain #:008520;
RRID:IMSR_
JAX:008520

Genetic reagent
(M. musculus) Tg(Cd4- cre)1Cwi/BfluJ Jackson Laboratories

Strain #:017336;
RRID:IMSR_
JAX:017336

Cell line 
(M. musculus) OP9- dl1 Schmitt et al., 2004

Provided by Dr. Sophie Laffont Pradines 
(Toulouse Institute for Infectious and 
Inflammatory Diseases, Toulouse France)

Antibody
Anti- CD3ε
(hamster monoclonal) BioLegend Clone 2C- 11 Purified unconjugated

Antibody
Anti- CD28
(hamster monoclonal) BioLegend Clone 37.51 Purified unconjugated

Antibody
Anti- CD8α
(rat monoclonal) Thermo Fisher Scientific Clone 53- 6.7

Conjugated to A- 700
(1/300)

Antibody
Anti- CD4
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone RM4- 5 Conjugated to Pacific Blue (1/1000)

Antibody
Anti- CD24
(rat monoclonal) BioLegend Clone M1/69

Conjugated to PE
(1/500)

Antibody
Anti- TCRβ
(hamster monoclonal) BD Biosciences Clone H57- 597

Conjugated to
FITC
(1/400)

Antibody
Anti- TCRβ
(hamster monoclonal) Thermo Fisher Scientific Clone H57- 597

Conjugated to
PECy7
(1/1500)

Antibody
Anti- Vα11
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone RR8- 1

Conjugated to
FITC
(1/400)

AntibodyA
Anti- CD5
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone 53- 7.3

Conjugated to
APC
(1/1000)

Antibody
Anti- CD5
(rat monoclonal) Thermo Fisher Scientific Clone 53- 7.3

Conjugated to
FITC
(1/1000)

Antibody
Anti- CD69
(hamster monoclonal) BD Biosciences Clone H1.2F3

Conjugated to
FITC
(1/200)

Antibody
Anti- B220
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone RA3- 6B2

Conjugated to
PE
(1/400)

Antibody
Anti- Gr1
(rat monoclonal) BioLegend Clone RB6- 8C5

Conjugated to
PE
(1/300)
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Reagent type (species) 
or resource Designation Source or reference Identifiers Additional information

Antibody
Anti- CD11b
(rat monoclonal) BioLegend Clone M1/70

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- CD11c
(hamster monoclonal) BioLegend Clone N418

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- Ter119
(rat monoclonal) BioLegend Clone TER119

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- CD3ε
(hamster monoclonal) BioLegend Clone 145- 2C11

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- NK1.1
(mouse monoclonal) BD Biosciences Clone PK136

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- TCRγδ
(hamster monoclonal) BD Biosciences Clone GL3

Conjugated to
(1/200)

Antibody
Anti- CD44
(rat monoclonal) Thermo Fisher Scientific Clone IM7

Conjugated to
FITC
(1/200)

Antibody
Anti- CD25
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone PC61.5

Conjugated to
PercP Cy5.5
(1/300)

Antibody
Anti- CD71
(rat monoclonal) BioLegend Clone R17217

Conjugated to
PeCy7
(1/400)

Antibody
Anti- CD27
(hamster monoclonal) BD Biosciences Clone LG.3A10

Conjugated to
APC
(1/200)

Antibody
Anti- IL- 7R
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone A7R34

Conjugated to
A700 (1/500)

Antibody
Anti- IL- 7R
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone A7R34

Conjugated to
APC (1/400)

Antibody
Anti- BCL- 2
(hamster monoclonal) BD Biosciences Clone 3F11

Conjugated to
FITC
(5 μL/105 cells)

Antibody
Anti- CD19
(rat monoclonal) BioLegend Clone 1D3/CD19

Conjugated to
PercPCY5.5
(1/500)

Antibody
Anti- c- kit
(rat monoclonal) BioLegend Clone 2B8

Conjugated to
PE
(1/200)

Antibody
Anti- c- kit
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone 2B8

Conjugated to
APC
(1/200)

Antibody
Anti- IgM
(rat monoclonal) BD Biosciences Clone RMM- 1

Conjugated to
PECy7
(1/300)

Antibody
Anti- CD45.1
(mouse monoclonal) BD Biosciences Clone A20

Conjugated to
PE
(1/500)

 Continued

 Continued on next page
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Reagent type (species) 
or resource Designation Source or reference Identifiers Additional information

Antibody
Anti-γ-tubulin
(mouse monoclonal) BioLegend Clone 14C11 Purified unconjugated

Antibody
Anti-α-tubulin
(mouse monoclonal) Thermo Fisher Scientific Clone DM1A Purified unconjugated

Antibody Goat anti- mouse IgG2b Thermo Fisher Scientific Cat#A- 21147 Alexa Fluor 555

Antibody
Anti- Dynein IC
(mouse monoclonal)

Santa Cruz 
Biotechnologies Clone 74- 1 Purified unconjugated

Antibody
Anti- LIS1
(rabbit polyclonal)

Santa Cruz 
Biotechnologies sc- 15319 Purified unconjugated

Antibody
Anti- Dynein HC
(rabbit polyclonal)

Santa Cruz 
Biotechnologies sc- 9115 Purified unconjugated

Antibody
Anti- p150glued
(mouse monoclonal) BD Biosciences Clone 1/p150Glued Purified unconjugated

Antibody
Anti- p53
(mouse monoclonal) Cell Signaling Clone 1C12 Purified unconjugated

Antibody
Anti- Rac1
(mouse monoclonal) Millipore Clone 23A8 Purified unconjugated

Other AnnexinV BD Biosciences RRID:AB_2868885
APC
(5 µL/105 cells)

Other AnnexinV binding buffer BD Biosciences Cat#556454 Used for annexinV staining

Other
eBioscience Fixable Viability 
Dye Thermo Fisher Scientific Cat#65- 0865- 14

eFluor 780
APC- H7

Other Permeabilization buffer Thermo Fisher Scientific Cat#00- 8333- 56 Used for intracytoplasmic staining

Other Chambered glass coverslip IBIDI Cat#80821 Used for videomicroscopy analyses

Other
Dynabeads Untouched Mouse 
CD4 Cells Kit Thermo Fisher Scientific Cat#11415D

Magnetic beads used for the purification 
of CD4- CD8- thymocytes as well as CD4+ 
and CD8+ T cells

Other DAPI Sigma- Aldrich Cat#D9542
1 mg/mL
Nuclear staining for microscopy

Other Hoechst 33342 Sigma- Aldrich Cat#14533
50 ng/mL
Nuclear staining for videomicroscopy

Other Cell trace Violet Thermo Fisher Scientific Cat#C34557
2 μM
Cell tracker used for proliferation analyses

Other DABCO Sigma- Aldrich Cat#D27802 Mounting medium for microscopy

Other Mouse IL- 7 PeproTech Cat#21-–17 10 ng/mL

Chemical compound, 
drug Nocodazole Sigma- Aldrich Cat#M1404

100 ng/mL
Inhibitor of microtubule polymerization

Chemical compound, 
drug MG132 Sigma- Aldrich Cat#M7449

10 μM
proteasome inhibitor

Chemical compound, 
drug

Phorbol 12- myristate 
13- acetate (PMA) Sigma- Aldrich Cat#P8139

100 ng/ml
T- cell pharmacological stimulator

Chemical compound, 
drug Ionomycin Sigma- Aldrich Cat#I0634

100 ng/ml
T- cell pharmacological stimulator

Chemical compound, 
drug RIBI Sigma Adjuvant System Cat#S6322 Adjuvant

Software, algorithm IDEAS Millipore

 Continued
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Mice
Pafah1b1flox/flox mice were described previously (Hirotsune et al., 1998). These mice were bred with 

Cd2- cre transgenic mice (https://www.jax.org/strain/008520) in which the human cd2 promoter 

directs the expression of the CRE recombinase at early stages of T- and B- cell development. Pafah1b-

1flox/flox mice were also bred with Cd4- Cre transgenic mice (https://www.jax.org/strain/017336) in 

which the cd4 promoter directs the expression of the CRE recombinase during T- cell development 

in CD4+CD8+ thymocytes. AND and OT- 2 TCR- transgenic mice were from Taconic Farms. All the 

experiments were conducted with sex and age- matched mice between 6 and 12 weeks old housed 

under specific pathogen- free conditions at the INSERM animal facility (US- 006; accreditation number 

A- 31 55508 delivered by the French Ministry of Agriculture to perform experiments on live mice). 

All experimental protocols were approved by a ministry- approved ethics committee (CEEA- 122) and 

follow the French and European regulations on care and protection of the Laboratory Animals (EC 

Directive 2010/63).

Antibodies
The following antibodies were used.

For stimulation and cell culture: anti- CD3ε (145- 2C11) and anti- CD28 (37.51) antibodies were 

from BioLegend. For cell sorting and flow cytometry analysis: anti- CD8α (clone 53- 6.7), anti- CD4 

(clone RM4- 5), anti- CD24 (clone M1/69), anti- TCRβ (clone H57- 597), anti- Vα11 (clone RR8- 1), anti- 

CD5 (clone 53- 7.3), anti- CD69 (clone H1.2F3), anti- B220 (clone RA3- 6B2), anti- Gr1 (clone RB6- 8C5), 

anti- CD11b (clone M1/70), anti- CD27 (clone LG.3A10), anti- CD11c (clone N418), anti- Ter119 (clone 

TER119), anti- CD3 (clone 145- 2C11), anti- NK1.1 (clone PK136), anti- TCRγδ (clone GL3), anti- CD44 

(clone IM7), anti- CD25 (clone PC61.5), anti- CD71 (clone R17217), anti- IL- 7R (clone A7R34), anti- BCL- 2 

(clone 3F11), anti- CD19 (clone 1D3/CD19), anti- c- kit (clone 2B8), anti- IgM (clone RMM- 1), and anti- 

CD45.1 (clone A20) were from BD Biosciences and BioLegend. For imaging studies: anti-γ-tubulin 

(clone 14C11) was from BioLegend and anti-α-tubulin (DM1A) was from (Thermo Fisher Scientific). For 

immunoprecipitation and Western blot analysis: anti- DIC (clone 74- 1), IgG2b isotype control (sc- 3879), 

anti- LIS1 (sc- 15319), and anti- DHC (sc- 9115) were from Santa Cruz Biotechnologies. Anti- p150glued 

(clone 1/p150Glued) were from BD Biosciences, anti- p53 (clone 1C12) were from Cell Signaling, and 

anti- Rac1 (clone 23A8) were from Millipore.

Flow cytometry and cell sorting
For flow cytometry analysis, single- cell suspensions from thymus, spleen, lymph nodes, and bone 

marrows were incubated with diluted eBioscience Fixable Viability Dye eFluor 780 (Thermo Fisher) in 

phosphate- buffered saline (PBS) prior staining with fluorochrome- conjugated antibodies. Intracellular 

staining was performed after cell fixation with 4% paraformaldehyde (PFA) by incubating the cells with 

conjugated antibodies in permeabilization buffer (Thermo Fisher Scientific). For the phenotyping of 

DN subsets, thymocytes were stained with an anti- lineage cocktail (anti- Gr1, anti- CD11b, anti- CD11c, 

anti- Ter119, anti- CD3, anti- B220, anti- NK1.1, and anti- TCRγδ) and with anti- CD8α and anti- CD4 anti-

bodies. Data acquisition was performed on a BD LSRII flow cytometer and analysis with the FlowJo 

software.

For DN3 cell purification, thymocytes were first immunomagnetically depleted of CD3-, CD4-, or 

CD8α-positive cells. Lin-CD44-CD25+CD5- or Lin-CD44-CD25+CD71- DN3 cells were sorted on a BD 

FACS Aria cell sorter. For peripheral T- cell isolation, total CD4+ T cells and CD8+ T cells were purified 

from ACK- treated pooled lymph nodes and spleen by magnetic immunodepletion of CD8+, B220+, 

MHCII+, NK1.1+, Fcγ+, and CD11b+ cells and CD4+, B220+, MHCII+, NK1.1+, Fcγ+, and CD11b+ cells, 

respectively.

Cell culture
The OP- 9- dl1 cell line was provided by Dr. Sophie Laffont- Pradines (Toulouse Institute for Infectious 

and Inflammatory Diseases, Toulouse, France) and was initially generated in the group of Dr. Juan- 

Carlos Zúñiga- Pflücker (Sunnybrook Research Institute, Toronto, Ontario, Canada). This fibroblast 

cell line has been originally transfected by Notch ligand and can be authenticated by its exclusive 

capacity to stimulate progenitor T- cell differentiation in vitro (Schmitt et al., 2004). The cell line was 

tested negative for mycoplasma. OP9- DL1 cells were seeded at 8000 cells per well in 48- well plates 
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and incubated for 24  hr in OP9 culture media (alpha- MEM, 20% FCS, Penicillin and Streptomycin), 

followed by addition of 100,000 sorted CD5- or CD71- DN3 thymocytes per well together with 10 ng/

mL recombinant mouse IL- 7 (PeproTech).

For proliferation analysis, CD5- DN3 thymocytes, CD4+ and  CD8+ lymph nodes T cells were 

labeled with 2 μM CTV (Thermo Fisher Scientific) for 15 min at 37°C. Thymocytes were cultured with 

OP9- DL1 cells and peripheral T cells were incubated with the indicated doses of anti- CD3 antibodies 

and with 2 μg/mL anti- CD28 antibodies for 48 and 72 hr. For apoptosis analysis, thymocytes and CD4+ 

T cells were stained with CTV and stimulated for 48 hr as described for proliferation analysis. After 

stimulation, cells were stained with fluorochrome- conjugated annexin- 5 (BD Biosciences) in annexin- 5 

binding buffer (BD Biosciences). For cell- cycle analysis, thymocytes and CD4+ T cells were stimulated 

for 48 hr as indicated above. Cells were fixed with 4% PFA and incubated with permeabilization buffer 

prior staining with DAPI in PBS.

Image stream flow cytometry
For the analysis of the G2/M population, CD4+ T cells were stimulated with 10 μg/mL of anti- CD3 

antibodies with 2 μg/mL of anti- CD28 antibodies for 24 hr. Cells were synchronized by addition of 

nocodazole (Sigma- Aldrich) at 100 ng/mL for 18 hr. Cells were then washed in RPMI supplemented 

with 10% FCS and incubated with 10 μM of MG132 (Sigma- Aldrich) for 3 hr. Cells were incubated with 

Fixable Viability Dye prior staining with fluorochrome- conjugated anti- CD4 antibodies and DAPI and 

acquired on an ImageStreamX apparatus from Millipore.

Data were analyzed using the IDEAS analysis software from Millipore. We used the ‘Bright Detail 

Intensity’ (BDI) parameter to discriminate mitotic cells from cells in the G2 phase. This parameter 

calculates the intensity of the bright pixels after subtraction of the background noise from the images. 

Cells in mitosis having condensed DNA will present a homogeneously bright staining leading to higher 

BDI value than cells in the G2 phase with uncondensed DNA. To evaluate cells in metaphase, we used 

the parameter ‘Elongatedness,’ which calculates the length to width ratio on a predefined DAPI mask. 

Cells with an ‘Elongatedness’ value exceeding 1.5 were characterized as cells in metaphase.

Immunization with ovalbumin
CD45.1+CD4+ T cells were purified from lymph nodes and splenocytes from control and CD4- Lis1 

cKO mice expressing the OT2 TCR. 2 × 106 cells in PBS were injected i.v. into C57BL/6J mice (CD45.2+) 

1 hr before immunization with 40 μg of ovalbumin emulsified with RIBI (Sigma Adjuvant System). CD4+ 

T cell populations from the spleen were analyzed 2 and 3 days after immunization.

Confocal analysis
CD4+ T cells were labeled with CTV and incubated with 10 μg/mL of anti- CD3 antibodies and 2 μg/

mL of anti- CD28 antibodies for 48 hr. The CTVhiFSClo (non- proliferating, non- activated) and CTVhiFSChi 

(non- proliferating, activated) populations were sorted by flow cytometry. Lin-CD44-CD25+CD5hi 

thymocytes were sorted by flow cytometry. Cells were deposited on 0.01% poly- L- lysine adsorbed 

slides (Sigma- Aldrich), fixed with 4% PFA, and permeabilized in PBS containing 0.1% Saponin (Sigma- 

Aldrich). α- and γ-Tubulin staining was made in PBS containing 0.1% saponin, 3% bovine serum 

albumin (BSA), and 10 mM HEPES at 4°C for 18 hr and revealed with fluorochrome- conjugated anti- 

mouse and IgG1 and IgG2b antibodies (Thermo Fisher Scientific) for 1 hr at room temperature. DNA 

was stained with DAPI for 15 min at room temperature in PBS. The slides were then mounted with 

DABCO solution (Sigma- Aldrich), and the images were acquired with an LSM710 confocal microscope 

equipped with a 63× 1.4 NA objective (Zeiss).

For video microscopy, CD4+ T  cells were cultured with 10 μg/mL of anti- CD3 and 2 μg/mL of 

anti- CD28 antibodies on a chambered glass coverslip (IBIDI) for 24 hr. To stain DNA, Hoechst 33342 

(Sigma- Aldrich) was added to the culture at a final concentration of 50 ng/mL. Cells were observed for 

18 hr in a chamber at 37°C and 5% CO2 with a Spinning disk confocal microscope. The z- stack images 

were edited into film and analyzed using ImageJ.

Immunoprecipitation and Western blot analysis
For immunoprecipitation, CD4+ T cells were resuspended in 2 mL of ice- cold lysis buffer (10 mM 

Tris- HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton, 2 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 1 mM EDTA, and protease 
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inhibitor cocktail tablet [Roche]) and incubated for 20 min on ice. Lysates were cleared by centrifuga-

tion at 18,000 × g for 15 min at 4°C, and the dynein intermediate chain (DIC) was subjected to immu-

noprecipitation from cleared lysates for 2 hr at 4°C with 15 μL of protein G- Sepharose resin coated 

with 12 μg of polyclonal rabbit anti- DIC antibodies. The resin was washed three times and incubated 

for 10 min at 95°C with Laemmli buffer. For p53 analysis, CD4+ T cells were stimulated with 10 μg/

mL of anti- CD3 and 2 μg/mL of anti- CD28 antibodies for 24 and 48 hr and were suspended in ice- 

cold lysis buffer after each time point. Proteins were resolved by SDS- PAGE and transferred to PVDF 

membranes according to standard protocols. Membranes were blocked with 5% milk in Tris- buffered 

saline containing Tween at 0.05% for 1 hr at room temperature before being incubated with primary 

antibodies at 4°C overnight. After washing, membranes were incubated with secondary antibodies 

for 1 hr at room temperature. Subsequently, membranes were incubated with enhanced chemilumi-

nescence solution (Sigma) for 5 min in the dark, and luminescence was captured with a Bio- Rad XRS+ 

imager.

Statistical analysis
GraphPad Prism was used to perform statistical analysis. All values in the article are presented as 

mean  ± SD. Except when indicated, statistical significance was calculated by unpaired two- tailed 

Mann–Whitney t test. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.0001.
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The activity of T cells is finely controlled by a set of negative regulators of T-cell antigen

receptor (TCR)-mediated signaling. However, how those negative regulators are themselves

controlled to prevent ineffective TCR-mediated responses remain poorly understood.

Thymocyte-expressed molecule involved in selection (THEMIS) has been characterized

over a decade ago as an important player of T cell development. Although the molecular

function of THEMIS has long remained puzzling and subject to controversies, latest in-

vestigations suggest that THEMIS stimulates TCR-mediated signaling by repressing the

tyrosine phosphatases SHP-1 and SHP-2 which exert regulatory function on T cell activa-

tion. Recent evidences also point to a role for THEMIS in peripheral T cells beyond its role

on thymic selection. Here, we present an overview of the past research on THEMIS in the

context of T cell development and peripheral T cell function and discuss the possible

implication of THEMIS-based mechanisms on TCR-dependent and independent signaling

outcomes.

T cells operate together with B cells to coordinate the cellular

and humoral arms of adaptive immunity. The development,

activation and differentiation of T cells into effector cells is

controlled by a complex array of signaling events triggered

by the multi-subunit T cell antigen receptor (TCR), which

recognize antigenic peptides bound to MHC molecules

(pMHC) presented by antigen presenting cells (APCs) [Box 1].

Unlike most cell surface receptors that recognize a single

ligand, individual TCRs are capable of recognizing different

ligands (for example, self-peptides and foreign peptides)

with a broad range of affinities. The strength of TCR-ligand

interactions has a critical influence on the outcome of T

cell responses. In the thymus, positive and negative selection

of thymocytes is engaged to optimize T cell responses to

foreign antigens and to prevent autoimmune reactions

against self-antigens. Negative selection eliminates T cells
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that strongly interact with self-pMHC molecules, which

could otherwise result in autoimmunity, whereas positive

selection promotes the survival and maturation of T cells

with relatively low affinity for self-pMHCmolecules, favoring

the development of cells with greater self-reactivity within a

permissible range constrained by the negative selection

threshold [1e3]. In the periphery, stimulation of the TCR by

low affinity antigens promotes signals that favor their

maintenance, whereas stimulation by higher affinity ligands

may promote full activation leading to clonal expansion and

differentiation into effector subsets.

Themagnitude and the type of signaling pathways induced

following antigen stimulation is primarily set by the strength

of interaction between the antigen and the TCR. They also

depend on regulatory proteins, which are not directly involved

in the propagation of signaling events but which contribute to

regulate their magnitude and their localization [4]. Although

many regulators of TCR signaling have now been identified,

their precise functions in controlling in vivo TCR-mediated

developmental or effector responses have rarely been

formally demonstrated. Many of these proteins show variable

expression profile throughout development and in effector

subsets indicating that they contribute to adjust the sensi-

tivity of T cells to antigen stimulation in given immunological

contexts. In the thymus for instance, thymocyte responsive-

ness to self-ligand is enhanced by a set of positive regulators

of TCR signaling which are up-regulated in CD4þCD8þ

double-positive [DP] thymocytes prior the stage of positive

selection [4]. In the periphery, negative regulators of TCR

signaling are enhanced in specific subsets, reducing the

reactivity of immune cells to self-antigens and preventing

exacerbated inflammatory responses, which may cause pa-

thology [4].

Thymocyte-expressed molecule involved in selection-1

(THEMIS; also referred to as THEMIS1) is a prototypical

example of regulatory proteins involved in the tuning of T cell

activation. THEMIS was identified almost concomitantly by

five research groups in 2009 through approaches aiming at

screening for T cell phenotypes in N-ethyl-N-nitrosourea

(ENU)-induced mutant mice and by genetic or bioinformatics

screening for genes specifically expressed in thymocytes

[5e9]. Each studied independently reported a comparable

phenotype in THEMIS deficient mice, characterized by a

reduced maturation of DP cells into CD4þ and CD8þ single-

positive [SP] with a more severe reduction in CD4SP thymo-

cytes and peripheral T cells. The characterization of THEMIS

also led to the identification of two related mammalian ho-

mologues, Icb-1 (subsequently renamed THEMIS2), which is

expressed in B and myeloid cells, and THEMIS3, which is

expressed only in the intestine [5,6,8]. Four groups also re-

ported the interaction of THEMIS with the Growth factor

receptor-bound protein 2 (GRB2), an adapter protein which

serves as a molecular intermediate for the recruitment of

signaling proteins to transmembrane proteins and receptors

[6e9]. Despite the striking block of T cell development

observed in THEMIS deficient mice and several indirect evi-

dences suggesting positive regulatory function of THEMIS on

TCR signaling, it is only a decade after its initial character-

ization and some controversies that the mechanism by which

THEMIS regulates TCR signaling began to be elucidated [10].

The difficulty for resolving the function of THEMIS proteins

have relied partly on the unusual and apparently “non-ergo-

nomic” mechanism by which THEMIS stimulates TCR

signaling, which is based on the inhibition of the catalytic

activity of the SH2-domain containing tyrosine phosphatases

SHP-1, a protein which exerts an inhibitory function on the

signaling events triggered by several T-cell expressed re-

ceptors including the TCR. A stimulatorymechanismbased on

the inhibition of inhibitory proteins may seem counterintui-

tive and unnecessarily “costly” energetically speaking.

Nevertheless, it possibly allows to put negative regulators of T

cell activation under control, in a flexible and precise way,

maintaining those proteins available for repressing T cell ac-

tivity if rapidly needed. Here, we present an overview of the

past research on THEMIS in the context of T cell development

and peripheral T cell function and propose different in-

terpretations to explain previous contrasting results associ-

ated to the function of this protein.

The main steps of TCR signaling

T cells express a clonotypic multi-subunit antigen receptor (TCR) which is composed of a heterodimer of a and b chain,

forming the recognition subunit, that is non-covalently associated with multiple signal transducing subunits, including

CD3g, CD3d and CD3ε and, inmost cases, a CD3z chain. The recognition of cognate pMHCby the TCR induces conformational

changes in the CD3ε subunit which enable the recruitment of the SRC family kinase member LCK which phosphorylates

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) of the CD3g chain, CD3d chain, CD3ε chains and the z-chains.

Phosphorylated ITAMs serve as docking site for the kinase ZAP70 (z-chain associated protein kinase of 70 kDa), which is

activated following its phosphorylation by LCK. Activated ZAP70 phosphorylates four key tyrosine residues on linker for

activation of T cells (LAT), which recruits several signaling complexes that seed distinct signaling pathways. Those proteins

include the growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2), which recruit several proteins such as THEMIS, VAV1, SHIP1 and

the Ras-GTP exchange factor SOS1, the GRB2-related adaptor protein GADS and the adaptor protein SLP76 (SH2 domain-

containing leukocyte protein of 76 kDa), which enables the recruitment of adhesion- and degranulation-promoting

adaptor protein (ADAP), interleukin-2-inducible T cell kinase (ITK), NCK1 and VAV1 and the phospholipase Cg1 (PLCg1).

Those complexes trigger several signaling pathways amongwhich the best characterized are the Ca2þ fluxwhich lead to the

translocation of the transcription factor NFAT in the nucleus, the mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase which

lead to the activation of transcription factors such as AP-1 and the nuclear factor-kB (NF-kB) signaling pathways which

induce the activation and the translocation in the nucleus of transcription factors such as c-REL and RELA.
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Structure and molecular function of THEMIS
during T cell development

THEMIS1 is the founding member of a metazoan protein

family containing CABIT modules

THEMIS proteins do not contain any known domains with

catalytic function. Only two motifs are present in the three

members of the THEMIS protein family, a C-terminal proline-

rich sequence (PRS) composed of two proline richmotifs (PRR1

and PRR2) and a centrally located nuclear localization signal.

Among the five groups which initially characterized THEMIS,

one analyzed the amino-acid sequence of THEMIS with a

program that uses empirically determined entropy thresholds

to identify potential globular domains [6]. This analysis led to

the identification of two putative tandem repeat globular do-

mains of approximately 260 amino-acid length that they

designated cysteine-containing all-beta-in-THEMIS (CABIT)

module. These modules are predicted to rearrange in an SH3-

like b-barrel fold which contain a conserved core sequence

(wXCX7e26wXLPwX3GXF with X ¼ any amino acid and

w¼ any hydrophobic residue) and several conserved residues,

among which a highly conserved cysteine, predicted to form

ligand-binding contact sites. Further analysis of database

identified hundreds of uncharacterized proteins in metazoan

with the same globular domain [6]. In mammals, two proteins

containing a single CABIT-module were identified in addition

to the three THEMIS homologues: GAREM1 which is broadly

expressed [11], and GAREM2, which is expressed in neuronal

cells [12]. GAREM1 and GAREM2 as well as other proteins

containing single-CABIT module contain also a PRS which is

combined frequently with a C-terminal SAM (sterile a-motif)

domain. The signaling function of THEMIS CABIT domains has

been resolved in a recent study [13], however how they bio-

chemically operate and whether they exert catalytic activity

remains unclear.

THEMIS CABIT domains inhibit the tyrosine-phosphatase

activity of SHP-1 and SHP-2

Quantitative analysis of THEMIS interacting partners by

mass spectrometry in Jurkat cells and thymocytes identified

the protein tyrosine phosphatase (PTP) Src homology region

2 domain-containing phosphatase-1 and -2 (SHP-1 and SHP-

2) among the preferential binding partners of THEMIS, with

SHP-1 interaction largely predominating over SHP-2 [14].

These phosphatases are well characterized regulators of T-

cell signaling which operate downstream of several re-

ceptors including the TCR. SHP-1 is described almost exclu-

sively as a negative regulator of T cell activation and

differentiation. It interacts with proteins of the TCR signaling

machinery and has been proposed to operate within negative

feedback loops that contribute to negatively regulate TCR

signaling upon recognition of weak and strong agonists by

the TCR [15,16]. SHP-1 is also directly recruited to inhibitory

receptors containing immunoreceptor tyrosine-based

inhibitory motifs (ITIM) and immunoreceptor tyrosine-

based switch motifs (ITSM) which are phosphorylated upon

stimulation by their respective ligands [17e20]. The presence

of dually phosphorylated motifs on the cytoplasmic tail of

these receptors enables the binding in cis of the two tandem

SH2 domains of SHP-1, which contributes to stabilize SHP-1

at the membrane, in proximity of its signaling targets, and

to enhance its activity by interrupting an intramolecular

association between the N-terminal SH2 domain and the PTP

domain of SHP-1 [21,22]. Several potential substrates of SHP-

1 have been identified in lymphocytes, including tyrosine

residues located on the activation sites of proteins such as

the tyrosine kinases LCK and ZAP-70 [23,24], which are

required for the initiation of TCR signaling, the adapter

proteins LAT and SLP-76 [25,26], and the guanine nucleotide

exchange factor (GEF) Rho family guanosine triphosphatases

(GTPase) VAV1 [27,28]. The role of SHP-2 on TCR signaling

appears to be more complex, with both inhibitory and acti-

vating roles being ascribed depending on the substrate and

the context of its recruitment to the membrane. Whereas

SHP-2 is described as a negative regulator of TCR- and CD28-

mediated signaling events following its recruitment to

inhibitory receptors such as the programmed cell death 1

receptor (PD-1) [29e31], SHP-2 is associated to positive

function on TCR signaling when TCR signals emanate

exclusively from the TCR and do not integrate additional

stimulatory inputs [32,33].

In a key study, the group of Paul Love examined in details

the mechanism by which THEMIS interacts with SHP-1 and

SHP-2 and identified important functions for the CABIT do-

mains in controlling the activity of these phosphatases [13].

Indeed, THEMIS was found to bind directly to SHP-1 through

its CABIT modules. SHP-1 could bind to truncated THEMIS

proteins encoding isolated CABIT modules but not as effi-

ciently as with THEMIS proteins containing the tandem repeat

modules. Further analysis in this study showed that the CABIT

modules interact specifically with the phosphatase domain of

SHP-1, suggesting that THEMIS could exert modulatory func-

tion on SHP-1 phosphatase activity. In vitro analysis with re-

combinant proteins showed that both THEMIS1 and THEMIS2

could inhibit the tyrosine phosphatase activity of SHP-1. Pro-

teins encoding only for the tandem repeat CABIT modules

were as efficient as the full-length THEMIS to inhibit the

phosphatase activity of SHP-1 while the isolated CABIT1

module could partially inhibit SHP-1 activity. THEMIS could

also inhibit the phosphatase activity of SHP-2, although not as

efficiently as SHP-1, and had no effect on other related type-1

tyrosine phosphatases such as PTPN1 and PTPN7, indicating a

specific effect of THEMIS on the phosphatases from the SHP

family. Investigation of the mechanism by which THEMIS

controls SHP-1 activity indicated that CABIT modules operate

at least partly by promoting or stabilizing the oxidation of the

catalytic cysteines of SHP-1, thereby maintaining SHP-1 in an

inactive form. The conserved cysteines in the core region of

THEMIS CABITmoduleswere not required for the inhibition of

SHP-1 phosphatase activity, confirming previous observations

showing that those cysteines are dispensable for THEMIS ac-

tivity in vivo [34]. It was speculated that the CABITmodulemay

operate by preventing the access of the oxidized catalytic

cysteine of SHP-1 and SHP-2 to reducing agents or by exposing

the catalytic cysteine to oxidation by reactive oxygen species

ROS. The ability of THEMIS to block SHP-1 phosphatase ac-

tivity in cell free assay also suggests that the inhibitory effect
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of THEMIS cannot solely be explained by redox regulation and

that CABITmodules probably also block access of the catalytic

cysteine to phosphorylated-tyrosine ligands. Since SHP-1 is a

well-characterized inhibitor of TCR signaling [23,24,26,27] and

since THEMIS inhibits preferentially SHP-1 over SHP-2 [13], a

straightforward prediction from those findings is that THEMIS

should operate as a stimulator of TCR signaling. However,

analysis of TCR signaling in THEMIS deficient T cells in the

past years have led to contrasting results which posit nearly

opposite function of THEMIS on T cell development.

Contrasting effects of THEMIS on TCR signaling

Despite the striking phenotype of THEMIS deficient mice and

the identification of interactions between THEMIS and TCR

signaling proteins, detecting a modulatory effect of THEMIS

on TCR signaling has been particularly challenging and has

led to equivocal results. Among the five research groups that

initially reported the characterization of THEMIS, four of them

failed to detect defects associated to THEMIS deficiency

following TCR cross-linking in vitro [6e9] and one observed a

limited decrease of ERK phosphorylation and calcium flux

which is in contrast to the fairly important block of T cell

development observed in Themis�/� mice [5]. The positive

effect of THEMIS on TCR signaling was thus initially deducted

indirectly from the phenotype of THEMIS deficientmicewhich

show several defects of T cell development all suggestive of

reduced TCR signal intensity. For instance, positive selection

and CD4þ T cell lineage commitment, which are dependent

on sustained TCR signals, and negative selection, which

required intense TCR signals were all impaired in Themis�/�

mice [5,6,8].

Unexpectedly, later studies identified inhibitory function

for THEMIS on TCR signaling events in thymocytes and Jurkat

cells stimulated in vitro by low-affinity antigens [35,36]. It was

shown first that the loss of THEMIS results in enhanced cal-

cium (Ca2þ) flux and increased phosphorylation of LCK, LAT,

and ERK in preselected DP thymocytes that are stimulated by

low-affinity pMHCs tetramers [35]. In that study, which was

published before CABIT modules were reported to exert

inhibitory function on SHP-1 phosphatase activity, THEMIS

was speculated to function by facilitating the recruitment of

SHP-1 and SHP-2 to the transmembrane adaptor LAT where

they would be brought into contact with their primary targets.

It was hypothesized here that THEMIS operates by preventing

the transmission of strong signaling events that might be

inadequately triggered by low-affinity self-ligands possibly

leading to misplaced negative selection. However, arguing

against this model, the disruption of Bcl2l11, the gene encod-

ing BIM, a pro apoptotic factor required for negative selection

[14], or the overexpression of BCL2 [8] could not optimally

rescue positive selection of Themis�/� thymocytes. In addi-

tion, analysis of TCR signaling in developing thymocytes using

the transgenic TCR signaling reporter system (Nur77-GFP)

indicated positive effect of THEMIS on TCR signaling in

response to endogenous selecting ligands [14]. Finally, and

probably most importantly, the deletion of ptpn6, the gene

encoding for SHP-1, could alleviate the developmental block in

Themis�/� thymocytes [13], suggesting that the impaired

maturation of SP thymocytes observed in Themis�/� results

Fig. 1 THEMIS interactome and function in the context of TCR signaling. Upon TCR stimulation, THEMIS is recruited to LAT in

proximity of VAV1 via the adapter protein GRB2. THEMIS promotes VAV1 activation and the positive selection of thymocytes by

repressing the phosphatase activity of SHP-1. THEMIS also promotes the activation of LCK and ZAP-70 by repressing SHP-1, but

may have a reduced influence on the activity of those proteins as compared to that for VAV1 due to increased remoteness.

THEMIS concomitantly inhibits ERK1/2 activity by repressing SHP-2. This might skew the mature TCR repertoire toward greater

self-reactivity and favor the development of optimized immune responses to pathogens. Signaling proteins which are most

predominately enriched in THEMIS interactome in thymocytes are represented in blue. Phosphorylation events that are

regulated by THEMIS are represented in red.
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from an exacerbated inhibitory activity of SHP-1 on TCR

signaling rather than from an attenuated function of this

phosphatase. Altogether, a puzzling conclusion from those

studies is that the loss of THEMIS would result in different

outcomes on TCR signaling according to the context of stim-

ulation, leading to exacerbated TCR signaling events when

TCR signals emanate exclusively from the TCR (situation

observed in vitro upon pMHC tetramer stimulation [35]), and to

reduced TCR signal intensity when it integrates multiple reg-

ulatory inputs triggered by additional environmental stimuli

[13,14].

THEMIS drives opposite effects on TCR signals that might

serve different purposes on selection

One potential explanation to those observations may relate to

the differential contribution of SHP-1 and SHP-2 to the regu-

lation of TCR signaling. Although an inhibitory function on

TCR signaling has been ascribed to SHP-2 [19,29e31], when

recruited to ITIM-containing receptors, positive effect of SHP-

2 on TCR signaling have also been reported, particularly when

TCR signals emanate exclusively from the TCR [32,33,37].

Inactivation of SHP-2 catalytic function in Jurkat cells [33] and

conditional disruption of Ptpn11, the gene encoding SHP-2, in

T cells [32] result in impaired activation of the MAP kinases

ERK1/2 following TCR cross-linking which is associated to the

inefficient maturation of thymocytes after the b-selection

checkpoint. SHP-2 also promotes the activation of SRC kinases

by dephosphorylating the adaptor protein CBP/PAG, which

prevents the recruitment to this adaptor of the C-terminal Src

kinase (CSK) that phosphorylate SRC kinases on inhibitory

tyrosine residues [37,38]. The reason of this dual effect of SHP-

2 on TCR signaling is unknown but it contrasts with the

univocal inhibitory function ascribed to SHP-1 on TCR

signaling. Thus, if THEMIS represses concomitantly SHP-1 and

to a lesser extent SHP-2, a prediction would be that THEMIS

may exert combined effect on TCR signaling events, promot-

ing specific TCR signals that are repressed by SHP-1 and

inhibiting ones that are stimulated by SHP-2. Such dual effects

of THEMIS on TCR signaling was reported in a previous study

from our group in thymocytes stimulated with low or high

doses of anti-CD3 antibodies [14]. The quantitative analysis of

the THEMIS interactome bymass spectrometry reveals that in

addition to GRB2, SHP-1 and to a lesser extent SHP-2, THEMIS

also strongly interacts with the RAC1 Guanine nucleotide ex-

change factor VAV1, which plays an important role in T cell

development and peripheral T cell functions [14,39]. We

showed that the loss of THEMIS results in increased ERK

phosphorylation when thymocytes are stimulated under

weak TCR cross-linking conditions, supporting previous re-

sults obtained in thymocytes with low affinity ligands [35].

However, the phosphorylation of VAV1 was strongly

decreased in the absence of THEMIS independently of the

strength of TCR stimulation. This effect was correlated with a

reduced production of RAC1-GTP a direct product of VAV1 and

was also observed ex-vivo in post-selection thymocytes

expressing a transgenic TCR [14]. Since SHP-2 exerts a positive

effect on ERK1/2 activity [32,33,37] and since phosphorylated

tyrosine residues on VAV1 are well-characterized substrates

of SHP-1 [27,28], it could be speculated that the inhibitory

effect of THEMIS on ERK1/2may result from its ability to block

SHP-2 [13], whereas its stimulating effect on VAV1 may result

from its repressing effect on SHP-1 [13]. This observation rai-

ses the question of whether this combined effect of THEMIS

on TCR signaling is relevant to its in vivo function or whether

the inhibitory effect reported for THEMIS on TCR signaling

in vitro is marginal in regard of the stimulating effect detected

in vivo. Knock-in mice expressing a GEF-deficient form of

VAV1 exhibit a block in T cell development at the DP to SP

transition, which is similar to the phenotype of Themis�/�

mice [39], suggesting that the stimulating effect of THEMIS on

VAV1 activity could by itself explain the effect of THEMIS on T

cell development [Fig. 1]. Strong but transient activation of

ERK, similar to what is seen in Themis�/� thymocytes, is

coupled with negative selection [40], suggesting that THEMIS

might also be important to equalize ERK-mediated signaling

and prevent the transmission of negatively selecting stimuli

that may lead to some form of exacerbated negative selection

[Fig. 1]. Positive selection is proposed to operate by skewing

the mature TCR repertoire to self and foreign pMHC toward

higher affinity in order to optimize immune responses to

pathogens [2]. Thus, by concomitantly enhancing VAV1 ac-

tivity and repressing ERK-mediated signaling, THEMIS on one

hand might enable the maturation of thymocytes capable of

recognizing self-pMHC and, on the other hand, enhance the

negative selection threshold to prevent the elimination of T

cells which might be more effective against pathogens.

Importantly, the inhibitory effect that THEMIS might exert on

TCR signaling by blocking SHP-2-mediated ERK1/2 activation

does not seem to account for the strong phenotype of

Themis�/�mice since the deletion of ptpn11, does not alleviate

the block of T cell development observed in those mice [13].

Altogether, if THEMIS inhibits signaling events associated to

negative selection by blocking SHP-2, this might be marginal

phenotypically speaking in regard of its stimulating effect on

positive selection signals which occur by blocking SHP-1

phosphatase activity.

GRB2 regulates THEMIS-mediated SHP-1 inhibition through

multiples processes

The possibility that THEMISwould belong to the TCR signaling

machinery was suggested early by its interaction with GRB2,

an adapter protein involved in the recruitment of signaling

proteins in proximity ofmany cell surface receptors, including

the TCR and the BCR. Analysis of the THEMIS interactome by

mass spectrometry indicates that GRB2 is by far the most

important binding partner of THEMIS in both thymocytes [14]

and peripheral T cells [41]. Stoichiometric analysis of THEMIS

interaction with GRB2 indicates that approximately half of

THEMIS proteins binds to GRB2 whereas about one tenth of

GRB2 binds to THEMIS in thymocytes [42]. THEMIS also binds

to the cytosolic adapter proteins GRAP2, although THEMIS-

GRB2 complexes are ten times more abundant than THEMIS-

GRAP2 complexes [14]. GRB2 contains an SH2 domain

flanked by two SH3 domains. THEMIS interacts directly with

GRB2 through its first proline rich region (PRR1) which recog-

nizes one of GRB2 SH3 domain [9,43,44]. The reconstitution of

THEMIS deficient thymocytes with transgene or retroviral

constructs expressing mutated forms of THEMIS deficient for

b i om e d i c a l j o u r n a l 4 5 ( 2 0 2 2 ) 3 3 4e3 4 6338



the PRS fail to restore normal T cell development, highlighting

the crucial role for THEMIS-GRB2 interaction on THEMIS

signaling function in vivo [34,42]. The role of GRB2 on THEMIS-

mediated signaling is complex and encompasses several

molecular functions.

GRB2 operates as a molecular bridge between THEMIS and

SHP-1

It was proposed that GRB2 could operate by facilitating the

interaction between THEMIS and SHP-1 [36]. Mutation of key

proline residues on THEMIS PRS that disrupt THEMIS-GRB2

interaction also prevent THEMIS from interacting with SHP-1

[36]. GRB2 interacts with SHP-1 through its N-terminal SH3

domain [36] and through its SH2 domain which recognize

tyrosine residues on the C-terminal tail of SHP-1 tail that are

phosphorylated by the kinase LCK after TCR stimulation [45].

Since the interaction between THEMIS and SHP-1 is not

affected by LCK deficiency in Jurkat cells, the N-terminal

domain of GRB2 was speculated to be important for anchoring

SHP-1 to THEMIS-GRB2 complexes [36]. Although two studies

suggest that THEMIS binds preferentially to the N-terminal

domain of GRB2 [9,43], one study reported on the contrary that

THEMIS predominantly interact with its C-terminal domain

via its PRR1 [44], suggesting that THEMIS and SHP-1 could

concomitantly bind to GRB2, which would operate in this

context as a bridging structure between THEMIS and SHP-1.

Arguing against this possibility, analysis of THEMIS-SHP-1

interaction in GRB2 deficient thymocytes showed that GRB2

is not required for this interaction [13]. GRB2 is also dispens-

able for THEMIS to inhibit SHP-1 catalytic activity in vitro [13].

Thus, although GRB2 might assemble concomitantly with

THEMIS and SHP-1 in a tri-molecular complexes, it does not

seem to be required for THEMIS-SHP-1 interaction.

GRB2 concentrates THEMIS in proximity of SHP-1 and its

molecular target VAV1

Another potential function of GRB2 is to promote the recruit-

ment of THEMIS to the Linker for Activation of T cells (LAT)

[43,44], a transmembrane adapter protein which contributes

to signal diversification in T cells by recruiting multiple

signaling complexes that constitute seeds for distinct

signaling pathways. The SH2 domain of GRB2 enables its

recruitment to several tyrosine-phosphorylated ligands at the

cell membrane, including LAT [46] and CD28 [47]. THEMIS

proteins lacking the PRS fail to relocate to the immune syn-

apse and to be recruited to LAT following TCR stimulation [44].

The functional consequence of THEMIS recruitment to LAT is

unclear since it is presumably not required for THEMIS

interaction with SHP-1, which occurs in vitro through THEMIS

CABIT modules in the absence of intermediates molecules

[13]. Following its recruitment to LAT, THEMIS is rapidly

phosphorylated by the tyrosine kinase LCK on two tyrosine

residues (Y540 and Y541 in human THEMIS and Y542 and Y543

inmouse THEMIS), suggesting that the recruitment of THEMIS

to LAT might be important to stimulate THEMIS-mediated

signaling function through phosphorylation-based events

[44,48]. Supporting this possibility, the reconstitution of THE-

MIS deficient bone marrow cells with lentiviral particles

encoding for THEMIS proteins containing point mutations of

those residues fail to restore normal T cell development in

chimeric mouse experiments [44]. However, the phosphory-

lation of those residues was also shown to be important for

the stabilization of THEMIS-GRB2 complexes suggesting that

the ineffectiveness of those mutants might simply be the

consequence of altered GRB2-THEMIS interaction [44]. Several

substrates of SHP-1 have been characterized. While some

(such as LCK and ZAP-70) associate to the TCR and are

required early in the signaling cascades to initiate TCR

signaling, others associate to LAT (such as SLP-76 and VAV1)

and operate later to seed distinct pathways leading to specific

functional outcomes. Thus, the binding to GRB2 may ensure

that THEMIS is positioned more selectively to affect the ac-

tivity of the cellular pool of SHP-1, which is proximity of some

of its molecular targets in the LAT signalosome. Accordingly,

LCK and ZAP-70 are not enriched in the THEMIS interactome

as opposed to LAT, VAV1 and to a lesser extent SLP-76 [14].

Reciprocally, THEMIS is not detected in ZAP-70 and LCK

interactomes in CD4þ T cells whereas it is identified as a

binding partner of LAT and VAV1 in those cells [41,49,50].

THEMIS positively regulates VAV1 phosphorylation following

TCR stimulation in thymocytes but has no detectable effect on

SLP-76 [14], suggesting that a potential function of GRB2 could

be to bring THEMIS in proximity of VAV1 to “protect” VAV1

from SHP-1-mediated dephosphorylation. VAV1 binds to one

of GRB2 SH3 domains through an unconventional PRR region

located inside the SH3 domain of VAV1, supporting the pos-

sibility that a tri-molecular complex between THEMIS, GRB2

and VAV1 might form around LAT [51]. Altogether, this sug-

gests that rather than acting broadly on SHP-1 by decreasing

the level of active phosphatases at the cellular level, THEMIS

Fig. 2 GRB2 prevents proteasome-mediated degradation of

THEMIS by promoting USP9X activity. The recruitment of

USP9X to LAT through GRB2 and THEMIS leads to the

phosphorylation of an activating serine residue on USP9X.

USP9X stabilizes THEMIS expression upon TCR stimulation

by removing K48-bound ubiquitin chains on THEMIS.
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might operate more selectively by repressing the SHP-1-VAV1

signaling module associated to the regulation of specific

cellular outcomes, such as positive selection in thymocytes.

This is in agreement with recent studies discussed hereafter

in this review highlighting the cooperative link between

THEMIS, SHP-1 and VAV1 in the suppressive function of Treg

cells [52]. On a theological point of view, this might explain

why a mechanism that would repress SHP-1 at the signaling

level might not be equivalent to a mechanism that would

simply decrease the expression level of SHP-1.

GRB2 and THEMIS reciprocally protect each other from

proteasome-mediated degradation

Recent work also identified an unexpected role for GRB2 in the

control of THEMIS protein expression and stability [53]. THE-

MIS protein expression is increased in thymocytes undergoing

positive selection, despite the strong decrease of THEMIS

mRNA levels in those subsets, indicative of a post-

translational control of THEMIS expression at this stage of T

cell development [53]. Analysis of THEMIS in unstimulated

thymocytes and in Jurkat cells transfected with cDNA

encoding for tagged versions of THEMIS and ubiquitin showed

that THEMIS is polyubiquitylated by K48 chain which operates

by targeting THEMIS to proteasome degradation [Fig. 2]. The

amount of ubiquitinylated THEMIS decreases after TCR cross-

linking in thymocytes and peripheral CD4þ T cells, suggesting

that THEMIS could be deubiquitnylated following TCR

engagement. Mass spectrometry analysis of proteins that

precipitate together with THEMIS in thymocytes led to iden-

tify several Ubiquitin-specific proteases (USP9X, USP24,

USP19, and USP15), which are characterized for their ability to

remove mono- or poly-ubiquitin chains on proteins [53]. In-

cubation of thymocytes with a pan-inhibitor of deubiquiti-

nylating enzymes (DUBs) results in a rapid and dramatic

decrease in the amount of THEMIS protein, whereas the

amount of other signaling proteins is not affected. A more

specific focus on the enzyme USP9X showed that it directly

interacts with THEMIS and that the CABIT1 module is

important for this interaction [Fig. 2]. THEMIS ubiquitinylation

is up-regulated in Usp9X�/� thymocytes and is associated

with a decreased expression of THEMIS proteins while THE-

MIS mRNA level remains unchanged. The recruitment of

USP9X to LAT promotes its phosphorylation on one of its

serine residues (S1600) and enhances its catalytic activity [54]

[Fig. 2]. The interaction of USP9X with LAT was decreased

following TCR engagement in thymocytes that were partially

deficient for GRB2 (Grb2þ/� mice), suggesting that GRB2-

THEMIS complexes serve as intermediates for the recruit-

ment of USP9X to LAT [53]. The ubiquitinylation of THEMIS

was exacerbated inGrb2þ/� thymocytes and correlatedwith a

decreased expression of THEMIS in DP and SP thymocytes.

Altogether those data indicate that GRB2 plays an indirect role

in the stabilization of the fraction of THEMIS which is

recruited to LAT following TCR engagement and operates by

enabling the phosphorylation of USP9X which leads to its

activation [Fig. 2]. This mechanism might favor the mainte-

nance over time of THEMIS-mediated regulatory effect on TCR

signaling and may explain early findings suggesting a role for

THEMIS in sustaining TCR signals long enough to promote

positive selection and commitment of DP thymocytes to the

CD4þ lineage [8]. Interestingly, a reciprocal effect of THEMIS

over GRB2 stability was identified in thymocytes. GRB2 protein

expression is reduced by almost two-fold in the absence of

THEMIS which correlates with an enhanced ubiquitinylation

of GRB2 [14]. Although the mechanism by which THEMIS

controls GRB2 was not characterized, this effect seems to ac-

count at least for part of the defect observed in Themis�/�

mice since the partial decrease of GRB2 protein expression in

thymocytes (using Grb2 hemi-deficient mice) to a level that is

comparable to that in Themis�/� thymocytes results in a

partial decrease of positive selection and to lower VAV1

phosphorylation level [14]. Moreover, THEMIS transgenic

expression, leading to its overexpression in thymocytes and

peripheral T cells, could enhance GRB2 expression in Grb2þ/�

thymocytes. This could restore normal VAV1 phosphorylation

level in Grb2þ/� thymocytes and efficient positive selection in

Grb2þ/� mice, providing further evidences of the positive ef-

fect of THEMIS on TCR signaling during T cell development

[14]. However, the modest effect of GRB2 hemi-deficiency on T

cell development in comparison to the marked defect

observed in Themis�/� mice implies that the effect of THEMIS

on SHP-1 accounts formost of the defect in T cell development

observed in Themis�/� mice.

Functions of THEMIS in peripheral T cells

One interesting characteristic of THEMIS is that its level of

expression is highly variable according to T-cell subsets.

THEMIS is expressed in pre-selection DP thymocytes and is

further increased at early stages of positive selection in DP

thymocytes expressing activation markers [53]. Its expression

is then down-regulated as thymocytes mature to the SP stage

and is decreased by a factor of two to three in peripheral T

cells as compared to that in DP thymocytes, with two-fold

higher amount in naı̈ve CD8þ T cells than in naı̈ve CD4þ T

cells [53]. THEMIS is expressed at relatively low level in regu-

latory T cells (Tregs) as compared to that in conventional

CD4þ T cells (four-folds decrease) [55] and is highly up-

regulated in Th1 cells (seven-fold increase compared to that

in naı̈ve CD4þ T cells) [56]. The variable amount of THEMIS in

T-cell subsetsmight be important to set distinct thresholds for

T-cell activation or to amplify specific effector responses in a

given immunological context. So far, little is known about the

function of THEMIS in peripheral T cells mainly because

Themis�/� mice are lymphopenic, which may introduce bias

on T-cell effector responses, andmight develop compensatory

mechanisms in the thymus that may altered peripheral T cell

responsiveness to TCR stimulation. Except for two studies

[57,58], investigations related to THEMIS function in periph-

eral T cells were performed using mouse models presenting

germline deficiencies for THEMIS with the potential bias

mentioned above.

THEMIS stimulates effector responses in CD4þ T cells

Initial studies showed that peripheral CD4þ and CD8þ T cells

from Themis�/� mice fail to proliferate efficiently and to up-

regulate activation markers in response to TCR stimulation

[5]. Subsequent studies on THEMIS function in peripheral T
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cells were performed using rat or mouse lines that contained

spontaneous or chemically-induced mutations in the gene

encoding THEMIS leading to the complete or nearly complete

loss of THEMIS protein expression [52,59,60]. In both models,

those mutations could recapitulate the block of T cell devel-

opment which was observed in Themis�/� mice. Total and

naı̈ve CD4þ T cells isolated from a rat Lewis line, containing a

frameshift mutation in the Themis gene resulting in the

introduction of a premature stop codon, produce higher level

of IL-4, IL-10 and IL-17 in response to TCR stimulation, sug-

gesting inhibitory function of THEMIS on CD4þ T cell re-

sponses [52]. However, mice that contain an I23N substitution

in THEMIS protein, leading to nearly complete loss of THEMIS

expression, exhibit a reduced development of experimental

cerebral malaria (ECM) after infection with Plasmodium ber-

ghei ANKA, which was associated with a reduced production

of inflammatory cytokines including IFNg and TNFa by CD4þ

and CD8þ T cells in response to TCR stimulation [60]. These

mice also fail to efficiently control bacterial load after infec-

tion withMycobacterium tuberculosis infection [60]. More recent

studies show that the proliferative defect of Themis�/� CD4þ

T cells in response to TCR stimulation is associated with a

decreased ability of these cells to up-regulate the expression

of the insulin receptor (IR), resulting in decreased glucose

uptake and aerobic glycolysis [61]. Mechanistically, THEMIS

would operate by enhancing the translocation in the nucleus

of the transcription factor NFAT which, according to pub-

lished chromatin immunoprecipitation-sequencing and RNA-

sequencing data [62], promotes the transcription of IR.

Whether THEMIS acts selectively on an NFAT-dependent

metabolic pathway or more broadly on early TCR signaling

events, the defect of NFAT being only the consequence of

earlier TCR proximal defects, was not investigated in that

study. Mutational analysis show that a fraction of THEMIS is

translocated to the nucleus through its nuclear localization

signal [43], suggesting that THEMIS could regulate transcrip-

tion factors independently of its effect on proximal TCR

signaling events. In addition, in vivo analysis in that study

show that THEMIS deficient naı̈ve CD4þ T cells are less potent

to induce colitis following transfer into Rag-deficient mice

[61]. Numbers of CD4þ T cells producing IFNg and IL-17 are

reduced in the mesenteric lymph nodes of mice that had

received Themis�/� CD4þ T cells, but not in the peripheral

lymph nodes, suggesting a failure of those cells tomigrate into

the gut rather than to expand or differentiate into effector

cells [61]. Altogether, with the consideration of potential ca-

veats related to the use of germline deficient models, those

studies suggest that THEMIS is required for the development

of efficient effector functions in CD4þ T cells.

THEMIS is required for the homeostatic maintenance of

CD8þ T cells

More recent studies investigate the role of THEMIS in pe-

ripheral T cells using a conditional knockout (cKO) mouse

model which enables the deletion of Themis gene at late stages

of T cell development, in SP thymocytes, resulting in the

nearly complete loss of THEMIS expression in peripheral T

cells [57,58]. THEMIS deficiency in those mice result in a 50%

decrease of CD8þ T cell numbers at the periphery, whereas

the numbers of CD4þ T cells were not affected, suggestive of a

role for THEMIS in peripheral CD8þ T cell maintenance. Ex-

periments showed that THEMIS is required for lymphopenia

induced proliferation (LIP) and for the acquisition of an acti-

vated phenotype resulting from LIP following transfer of CD8þ

T cells from into Rag deficient host [57]. THEMIS also stimu-

lates the expansion and the effector responses of OT-1 CD8þ T

cells following infection with Listeria monocytogenes [57]. The

maintenance of CD8þ T cells and LIP require the integration of

signals triggered on one hand by the TCR, upon weak stimu-

lation delivered through self-pMHC interactions, and on the

other hand by specific cytokine receptors involved in CD8þ T

cell homeostasis [63]. Stimulation of THEMIS deficient CD8þ T

cells expressing the OT-1 TCR with peptides of different af-

finities ranges showed no significant effect of THEMIS defi-

ciency on T cell responses, such as proliferation, production of

TNFa and apoptosis, and on TCR signaling events such the

phosphorylation of ERK, suggesting modest regulatory func-

tion of THEMIS on TCR signals when those emanate exclu-

sively from the TCR in the absence of co-modulatory signals

[57]. In a subsequent study, authors show that the prolifera-

tion of OT1þ CD8þ T cells was also reduced in the absence of

THEMIS, when these cells were transferred into b2m-deficient

host lacking pMHC-I complexes, indicating potential stimu-

latory function of THEMIS on cytokine-driven homeostatic

maintenance of peripheral CD8þ T cells [58]. Further analysis

performed in that study show that THEMIS is required to

stimulate the proliferation of naı̈ve OT1þ CD8þ T cells

cultured in vitro with IL-2 or IL-15, two cytokines which have

important function in the maintenance of CD8þ T cells [64].

Interestingly, Themis cKO CD8þ T cells showed normal

response to IL-7, another cytokine important for peripheral

CD8þ T cell maintenance, indicating that THEMIS operates

selectively on a subset of receptors from the common cyto-

kine receptor g-chain (gc) family [57]. The loss of THEMIS was

associated with an impaired metabolic readjustment in

response to these cytokines, characterized by a slower glyco-

lytic rate and a moderately reduced serine biosynthesis [58].

Analysis of proximal signaling events triggered by IL-2 and IL-

15 stimulation showed that THEMIS positively regulates the

phosphorylation of the kinases JAK1 and JAK3 and of the

transcription factor STAT5 [58]. Finally, these signaling de-

fects as well the defects in CD8þ T cell homeostasis and

proliferative responses could be alleviated when Ptpn6 and

Themis gene were both disrupted in peripheral T cells in con-

ditional knock-out mouse models [57,58], confirming the

repressive effect of THEMIS on SHP-1-mediated signaling

previously reported in thymocytes and indicating further that

this mechanism could possibly be engage in other T-cell

subsets through TCR-independent signaling processes.

THEMIS cooperates with VAV1 to promote optimal

suppressive function in Treg cells

Following the initial characterization of THEMIS, one study

on the Brown-Norway (BN) rat line identified a spontaneous

frameshift mutation in the gene encoding Themis, leading to

the complete loss of THEMIS expression, which was associ-

ated with the spontaneous development of an inflammatory

bowel disease (IBD) [59]. The secretion of IL-17 and IL-10 by
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THEMIS-deficient CD4þ T cells was exacerbated in response

to TCR stimulation. Further analysis showed that THEMIS

was required to promote optimal Treg suppressive function

and that the prevalence of the disease could be reduced

following transfer of wild-type Treg into the mutated rat

lines [59]. In a following up study, authors showed that the

same mutation transferred on the rat Lewis (LEW) back-

ground could neither impair Treg suppressive functions nor

induce pathological manifestations, suggestive of an

epistatic phenomenon occurring in the BN genetic back-

ground [52]. However, THEMIS-deficient CD4þ T cells from

the LEW genetic background produced exacerbated amount

of IL-17 and IL-10 in response to TCR stimulation [52], indi-

cating that intrinsic defect associated to conventional CD4þ

T cells could not alone explain the development of the dis-

ease. Because BN rats harbor a peculiar VAV1 variant (VAV1-

W63) with reduced adaptor function and signaling capacities

[65] and because THEMIS was shown to positively regulates

VAV1 activity in thymocytes [14,43], authors hypothesized

that the effect of THEMIS deficiency on BN Treg function

could result from a cumulative impairment of the TCR

signaling due to combined association of THEMIS deficiency

with the presence of the VAV1-W63 variant. Accordingly, the

introgression in the BN rat line of a 117-Kb interval bearing

the LEW VAV1 variant could protect from IBD development

and restore normal Treg suppressive function [59]. Although

the precise influence of VAV1 in this epistasis phenomenon

remains to be validated through gene-targeting approaches,

this study suggests that the combination of genetic or

epigenetic variants affecting concomitantly THEMIS and

VAV1 expression could regulate the susceptibility to

immune-based disorders. This might be physiologically

relevant since VAV1 mRNA expression levels are highly

variable in PBMCs from multiple sclerosis patients and

healthy donors depending on VAV1 haplotypes [66]. The

relatively low expression level of THEMIS in Treg cells as

compared to conventional CD4þ T cells might contribute to

the reduced responsiveness of those cells to TCR stimulation

[55,67]. Accordingly, the enforced expression of THEMIS in

Treg cells through transgenic expression exacerbates their

suppressive function in response to TCR engagement [55].

Thus, although THEMIS seems to stimulate Treg responses in

VAV1 insufficient context, its expression in those cells is

maintained at relatively low level possibly to reduce the

responsiveness of those cells which are intrinsically highly

self-reactive.

Does THEMIS regulate T cells through TCR-independent

mechanism?

Although THEMIS interactome analysis bymass spectrometry

indicates that THEMIS interactsmainlywith proteins involved

in TCR signaling [14], several observations suggest that THE-

MIS might not be operating exclusively downstream of the

TCR and that additional stimulations might be required to

promote THEMIS-dependent effect on TCR signaling in vivo.

The loss of THEMIS has relatively little impact on TCR

signaling in thymocytes and peripheral T cells when cells are

stimulated promptly after purification with anti-CD3 anti-

bodies [6e9,57]. The stimulation of peripheral CD8þ T cells

with IL-2 or IL-15 also leads to reduced JAK-mediated signaling

in the absence of THEMIS [58]. Finally, the discordancy be-

tween the effects of THEMIS on TCR signaling observed in vitro

following TCR cross-linking with pMHC tetramers [35,36] and

in vivo in the context of T cell development also support the

possibility that THEMIS might operate independently of the

TCR through additional receptors which may contribute to

regulate TCR signal and selection processes. One striking

observation is that THEMIS enhances the phosphorylation of

ZAP-70 following thymocyte stimulationwith concanavalin A,

a reagent which engages multiple cell-surface molecules in

addition to the TCR, but has no detectable effect on ZAP-70

phosphorylation following TCR cross-linking alone [13]. It

was speculated that concanavalin A could elicit the

Fig. 3 The effect of THEMIS on TCR signaling is determined by the relative amounts of SHP-1 and SHP-2 that are recruited to TCR

signaling complexes. A) THEMIS represses SHP-1 more strongly than SHP-2 yet, upon TCR stimulation alone (representative of

TCR cross-linking in vitro), the positive effects of SHP-2 on TCR signaling predominates over SHP-1-mediated inhibitory effects.

This might result in combined THEMIS-dependent outcomes on TCR signaling. B) The amount of SHP-1 that is recruited in

proximity of TCR signaling complexes is increased following stimulation of co-inhibitory receptors. In the context of those

receptors, SHP-2 operates as a negative regulator of TCR signaling. THEMIS might enhance TCR signaling by repressing the

fraction of SHP-1 and SHP-2 recruited by those receptors.
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production of reactive oxygen species (ROS), which is poorly

induced by TCR cross-linking in thymocytes [68], and which

enables THEMIS to block SHP-1 phosphatase activity by pro-

moting/stabilizing its cysteine active site in an oxidized state

[13]. Accordingly, THEMIS was shown to enhance ZAP-70 and

LCK phosphorylation following TCR cross-linking when cells

were cultured in conditions that elicit ROS production [13].

However, the effects reported for THEMIS on LCK and ZAP-70

phosphorylation remained modest which calls for additional

explanations to the defect of TCR signaling observed in THE-

MIS deficient thymocytes in response to concanavalin A [13]. It

was proposed that SHP-1 operates downstream of the TCR in

negative feedbacks loops which are engaged upon TCR

recognition of weak affinity ligands [15]. Those feedback loops

involve the kinase LCK which recruits phosphorylated SHP-1

through its SH2 domains upon weak agonists stimulation

[15]. Upon recognition of strong agonist ligands by the TCR,

LCK undergoes serine phosphorylation at position 59 that

prevent the recruitment of SHP1 and subsequent TCR desen-

sitization [15]. However, more recent analysis of knock-in

mice in which the serine 59 was replaced by an alanine,

revealed no detectable role of this feedback loop on T cell

development and on the up-regulation of activation markers

following TCR stimulation with agonists of different affinity

ranges [36]. More generally, analysis based on SHP-1 deficient

mice suggest that SHP-1 has a relatively mild impact on T cell

responses in vitro upon TCR cross-linking [69e71]. This cor-

relates with recent mass spectrometry results which fail to

detect any robust interaction of SHP-1 with TCR signaling

proteins following TCR stimulation with anti-CD3 antibodies

[41]. However, the loss of SHP-1 leads to exacerbated T cell

responses in vivo following immunization with self and

foreign antigens [69,71e74]. This suggests that SHP-1 might

function more effectively in feedback loops triggered by

inhibitory receptors [17e19,75,76], which might enrich SHP-1

in proximity of TCR signaling complexes [Fig. 3]. Alterna-

tively, SHP-1 might function in regulatory loops triggered by

cytokine receptors, independently of the TCR [69,71]. A

consequence of such mechanisms could be that although

THEMIS inhibits SHP-1 predominantly over SHP-2, the func-

tional consequence of inhibiting SHP-2 might predominate

over that of inhibiting SHP-1 in the absence of co-inhibitory

receptor stimulation [Fig. 3]. ITIM- and ITSM-containing re-

ceptors that recruit SHP-1 and SHP-2 are expressed during T

cell development particularly at the stage of positive selection

[77e79], suggesting that THEMIS might stimulate positive se-

lection by blocking inhibitory signals transmitted by those

receptors on TCR signaling. Of note, it was suggested recently

that the bZIP factor of Human T-cell leukemia virus type 1

(HTLV-1) could interact with THEMIS and prevent the co-

localization of THEMIS with PD-1 in T cells [80]. Mechanisms

that repress PD-1 binding to its ligand PD-L1 [81] or that block

TIM-3-mediated signaling [82] have been previously

described, supporting the idea that those receptors are

themselves submitted to a tight control of their activity. The

possibility that THEMIS would operate as a natural repressor

of ITIM-containing receptors could be of potential interest in

the clinical field given the recent development of strategies

based on the inhibition of these receptors in cancer

immunotherapy.
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Titre : Analyse des capacités modulatrices de la protéine THEMIS sur la signalisa�on et les fonc�ons biologiques du checkpoint immunitaire BTLA
Mots clés : Lymphocytes T, Signalisa�on, ac�va�on, Points de contrôle immunitaires, developpement des lymphocytes T, homeostasie
Résumé : Les checkpoints immunitaires sont des récepteurs qui régulent néga�vement les réponses des lymphocytes T déclenchées par les
récepteurs d’an�gène (TCR) par les récepteurs de co-s�mula�ons. Les thérapies basées sur l’u�lisa�on d’an�corps monoclonaux visant à bloquer ces
récepteurs ont considérablement amélioré l’efficacité des thérapies contre le cancer. Le checkpoint immunitaire BTLA régule l’ac�va�on des
lymphocytes T et la maintenance des lymphocytes T CD8+ en périphérie en inhibant la signalisa�on émanant du TCR par l’intermédiaire de la
tyrosine-phosphatase à domaine SH2, SHP-1. BTLA est exprimé au sur les lymphocytes T en cours de développement dans le thymus au stade de la
sélec�on posi�ve mais on ignore ses fonc�ons biologiques dans ce contexte. THEMIS est une protéine de signalisa�on essen�elle au développement
des lymphocytes T et au main�en des lymphocytes T CD8+ dans les �ssus périphériques. La délé�on du gène codant pour THEMIS est associée à un
défaut de la sélec�on posi�ve des thymocytes et à une lymphopénie. THEMIS s�mule la sélec�on posi�ve et le main�en des lymphocytes T CD8+ en
inhibant l’ac�vité cataly�que de SHP-1. Nous avons émis l’hypothèse que THEMIS puisse s�muler la sélec�on posi�ve et le main�en des lymphocytes
T CD8+ en réprimant les fonc�ons inhibitrices de BTLA. Nous avons montré que la délé�on du gène codant pour THEMIS dans des modèles de souris
accroit la capacité de BTLA à inhiber l’ac�va�on et la différen�a�on des lymphocytes CD4+ et CD8+.THEMIS est recruté à BTLA et réprime l’ac�vité
phosphatase de SHP-1 en augmentant l’oxyda�on de sa cystéine cataly�que. La déficience en THEMIS n’a cependant pas d’effet sur les fonc�ons
inhibitrices du checkpoint immunitaire PD-1 qui dépend principalement de la tyrosine-phosphatase SHP-2. Nous montrons que la délé�on du gène
codant pour BTLA restaure la sélec�on posi�ve dans les souris déficientes pour THEMIS, indiquant que THEMIS s�mule la sélec�on posi�ve en
bloquant la signalisa�on inhibitrice de BTLA. THEMIS s�mule aussi le main�en des lymphocytes T CD8+ périphériques en diminuant la capacité de
BTLA à inhiber les signaux de survie déclenchés par les récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15. Ces résultats suggèrent que les signaux inhibiteurs déclenchés
par les checkpoints immunitaires dépendent des interac�ons avec leurs ligands mais sont aussi contraints par des protéines intracellulaires qui
modulent le seuil à par�r duquel ces récepteurs sont capables d’inhiber les lymphocytes T. Ces résultats ont des conséquences dans la
compréhension des mécanismes thérapeu�ques impliqués dans le traitement du cancer et dans les mécanismes liés à l’émergence des maladies
auto-immunes

Title: Analysis of THEMIS Protein Modulatory Capaci�es on Signaling and Biological Func�ons of Immune Checkpoints BTLA
Key words: T lymphocyte, signaling, ac�va�on, immune checkpoints, T cell development, homeostasis
Abstract: Immune checkpoints are receptors that nega�vely regulate T lymphocyte responses triggered by an�gen receptors (TCR) via co-s�mulatory
receptors. Therapies based on the use of monoclonal an�bodies targe�ng these receptors have significantly improved the efficacy of cancer
therapies. The immune checkpoint BTLA regulates T lymphocyte ac�va�on and maintenance of peripheral CD8+ T lymphocytes by inhibi�ng signaling
emana�ng from the TCR through the SH2 domain-containing tyrosine phosphatase, SHP-1. BTLA is expressed on T lymphocytes during development
in the thymus at the posi�ve selec�on stage, but its biological func�ons in this context are unknown. THEMIS is a signaling protein essen�al for T
lymphocyte development and maintenance of CD8+ T lymphocytes in peripheral �ssues. Dele�on of the gene encoding THEMIS is associated with a
defect in posi�ve selec�on of thymocytes and lymphopenia. THEMIS promotes posi�ve selec�on and maintenance of CD8+ T lymphocytes by
inhibi�ng the cataly�c ac�vity of SHP-1. We hypothesized that THEMIS may promote posi�ve selec�on and maintenance of CD8+ T lymphocytes by
repressing the inhibitory func�ons of BTLA. We have shown that dele�on of the gene encoding THEMIS in mouse models increases BTLA's ability to
inhibit ac�va�on and differen�a�on of CD4+ and CD8+ lymphocytes. THEMIS is recruited to BTLA and represses SHP-1 phosphatase ac�vity by
increasing oxida�on of its cataly�c cysteine. Deficiency in THEMIS, however, has no effect on the inhibitory func�ons of the immune checkpoint PD-
1, which primarily depends on the tyrosine phosphatase SHP-2. We show that dele�on of the gene encoding BTLA restores posi�ve selec�on in
THEMIS-deficient mice, indica�ng that THEMIS promotes posi�ve selec�on by blocking BTLA's inhibitory signaling. THEMIS also promotes
maintenance of peripheral CD8+ T lymphocytes by reducing BTLA's ability to inhibit survival signals triggered by IL-2 and IL-15 receptors. These
results suggest that inhibitory signals triggered by immune checkpoints depend on interac�ons with their ligands but are also constrained by
intracellular proteins that modulate the threshold at which these receptors are able to inhibit T lymphocytes. These findings have implica�ons for
understanding the therapeu�c mechanisms involved in cancer treatment and the mechanisms underlying the emergence of autoimmune diseases.
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